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Zpisob vyroby extraktu z Pythium oligandrum pro potlaceni ristu bunék kozniho
melanomu, extrakt pripravitelny timto zpusobem a jeho pouZziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka prostredkdl, ziskanych extrakci z Fythium oligandrum s piisobenim proti ristu
bunék lidského kozniho melanomu a zplisobu vyroby uvedenych extrakti.

Dosavadni stav techniky

KoZni melanom je rozSifené onemocnéni, které se musi Casto fresit i chirurgicky. Celosvétove
vyskyt melanomu stoupa. V roce 2020 bylo jen v Kanad¢ diagnostikovano 8000 novych ptipadl a
1300 tmrti. Ze vSech typli rakoviny kiize je u melanomu nejvyssi pravdépodobnost metastaz se
Spatnou prognoézou vyléceni. Pripravky pro potlaceni ristu rakovinnych bunék jsou vétSinou
syntetické s velmi negativnim vlivem 1 na zdravé koZni bunky.

Naproti tomu ptipravky na bazi extraktll z ptirodnich materialli jsou tvofeny prevazné smeési
biologicky aktivnich latek ziskanych riiznym extrakénim zplsobem (napfiklad: extrakce pomoci
organickych rozpoustédel, vodni destilace, macerovani ve vodé). Tyto pripravky maji, oproti
syntetickym pripravkim, vyhodu v tom, Ze obsahuji smés biologicky aktivnich latek, ktera ptisobi
synergicky. Pii extrakci se vychazi obvykle z rostlin, takZe jejich sbér ptipadné vypéstovani,
sklizen a suSeni probiha v roénich cyklech a kvalita extraktu je zavisla i na pocasi.

Je popsana cela fada rostlinnych extraktli, u kterych bylo zjisténo pisobeni proti bunkam kozniho
melanomu. Komercné dostupny je naptiklad extrakt ze suchych listii olivovniku, DOLE, jehoz
hlavni t¢innou slozkou je oleuropein. Latky plisobici proti koZznimu melanomu byly nalezeny 1 v
metanolovém extraktu z omanu pravého, a v extraktu z Nigella Glandul fera Freyn. Latky
piisobici ucinnéji proti koZnimu melanomu, nez proti bunikam lidského fibroblastu byly izolovany
z rostliny Lysimachia thyrs,flora. Rada latek selektivné piisobicich proti bunikim rakoviny kiize
byla izolovana z motskych hub. 3-O-methalfunicone, metabolit houby Penicillium pincphilum,
inhiboval rist bun¢k lidského melanomu (Baroni A., A. De Luca, A. De Filippis, M. Petrazzuolo,
L. Manente, R. Nicoletti, M. A. Tufano} and E. Buommino: 3-O-methylfunicone, a metabolite of
Penicillium pincphilum, inhibits proliferation of human melanoma cells by causing G2+ M arrest
and inducing apoptosis. Cell Prolif. 2009, 42, 541-553). Protinadorové plisobeni extraktu z mycelia
houby Paecilomyces hepaiali popisuji Jiang lei et al. (Jiang L., H.Y.Bao, M.Yang, Antitumor
aktivity of a petroleum ether extrakt from Paecilomyces hepiali mycelim, Acta Edulis Fungi 17(4)
(2010) 58-60, https://doi.org/10.3969/j.1ssn. 1005-9873.2010.04.016) a puisobeni ethanolového
extraktu z houby Pleurotus feruale proti bunkam melanomu ukazali Wang W. et al. (Wang W.,
Kaixu Chen, Qing Liu, Nathan Johnston, Zhenghai Ma, Fuchun Zhang, Xiufen Zheng: Suppression
of Tumor Growth by Pleurotus ferulae Ethanol Extract through Induction of Cell Apoptosis, and
Inhibition of Cell Proliferation and Migration. PLUS One, July 2014, V 9 (7), ¢102673). Rada latek
s protirakovinnymi ucinky byla ziskana i z vlaknitych mikroorganismi, jak popsali Bladt T.T. et.
al (Bladt T T, Jens Christian Frisvad, Peter Boldsen Knudsen and Thomas Ostenfeld Larsen:
Anticancer and Antifungal Compounds from Aspergillus, Penicillium and Other Filamentous
Fungi. Molecules 2013, 18, 11338-11376; doi:10.3390/molecules180911338). Cinska patentova
ptihlaska CN 106831908 A popisuje slouceninu extrahovanou z fermentacniho louhu
Streptomycetes 1IR21, ktera vykazovala inhibi¢ni aktivitu proti bakteriim, patogennim houbam a
rakovinnym bunkam. Protinadorova aktivita byla prokazana i u B-1,3/1,6-glukantli izolovanych
z Phythophora species (Kraus J., W. Blaschelc, M. Schlitz and G. Franz: Antitumor Activity of
Cell Wall B-1,3/1,6-Glucans from Phytophthora Species. Planta Med. 58 (1992) 39).

Fythium oligandrum patti mezi oomycety, které se podobaji svym vlaknitym rlistem houbam, ale
jsou klasifikovany jako rasy a rozsivky. Fythium oligandrum je paraziticky mikroorganismus,
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vyskytujici se v nizké koncentraci na mnoha mistech v ptirodé, ktery hubi plisné ve svém okoli.
Tato jeho vlastnost se vyuziva zejména pii ochrané rostlin proti plisnovym chorobam
(US 2013/0035230 A1, US 5961971/1999) a siteji jako hlavni soucast protiplisitovych pripravki
(EP 2496088 A1 a WO 2018001392 Al). Pythium oligandrum v Ceské republice vyrabi firma
Biopreparaty s.r.o., ktera ho dodava na trh ve formé prostfedkli na ochranu proti plisnim at’ uz
rostlinnych porostil, obili nebo ovoce, zeleniny nebo pfi zmirnovani obtizi plisniového onemocnéni
kize a nehtl (www.biopreparaty.eu). NeSkodnost Fythium oligandrum pro lidsky organismus tak
byla prokazana nejen pii zkouskach ptipravkil pii jejich uvadéni na trh ale jiz vice nezZ desetiletou
praxi pfi jejich uzivani.

Enzymaticky potencial Fythium oligandrum ptesahuje moznosti pouhé¢ho antimykotického
ptipravku a jsou popsany postupy na pfipravu protedz pochazejicich z Fythium oligandrum
ptipravené technologii syntetickych gend. Tyto proteazy by mély mit vyhodné vlastnosti pti
odstraiovani zubniho plaku a oralniho biofilmu. Fythium oligandrum produkuje oligandriny, které
patti do skupiny elicitinti, malych proteini, s aktivitou podobnou steroliim. Extrakce a izolace
oligandrini je naro¢ny proces, ktery byl popsan (Takenaka, S. and Kawasaki, S. (1994)
Characterization of alanine-rich, hydroxyproline-containing cell wall proteins and their application
for identifying Fythium species. Physiol. Mol. Plant Pathol. 45, 249-261; Takenaka S., Nakamura
Y., Kono T., Sekiguchi H., Masunaka Y. and Takahashi H., MOLECULAR PLANT
PATHOLOGY (2006) 7(5), 325-339.)). V posledni dob¢ byla popsana ptiprava oligandrind i
pomoci DNA klonovani (Kun Yang, Xiaohua Dong, Jialu Li, Yi Wang, Yang Cheng, Ying Zhai ,
Xiaobo Li, Lihui Wei, Maofeng Jing and Daolong Dou: Type 2 Nepl-Like Proteins from the
Biocontrol Oomycete Fythium oligandrum Suppress Phytophthora capsici Infection in
Solanaceous Plants- J. Fungi 2021, 7, 496).

Byla popsana zvysena resistence rostlin proti infekcim napt. Bonnet P. Eva Bourdon, Michel
Ponchet, Jean-Pierre Blein and Pierre Ricci Acquired resistance triggered by elicitins in tobacco
and other plants European Journal of Plant Pathology 102:181-192, 1996.

V patentové literatufe lze nalézt fadu patentt, které se tykaji Pythia. Jedna se o ochranu rostlin pred
Skodlivymi kmeny jako je Fythium aphanidermatum a izolace a priprava Fythium oligandrum a
jeho pouziti pro ochranu rostlin a rostlinnych produktt a pti léceni plisnovych infekci ktize.

Plsobenim Fythium oligandrum na zmenSeni rakovinného nadoru se zabyva pouze cinska
patentova prihlaska CN 105524842 A, ktera popisuje izolaci Fythium oligandrum z pudy
v chranéné horské oblasti, vypéstovani na Petriho misce, fermentaci oligosacharidli pfitomnych
v Pythiu v banice a aplikaci mykoplasmat téchto fermentujicich bakterii v koncentracich 750 az
1000 mg/kg na nadorové mysi bunky H22, ve fyziologickém roztoku. Po aplikaci téchto
fermentujicich bakterii na nador doslo k inhibici rlistu nddoru podobné jako pri aplikaci 20 mg/kg
cyklofosfamidu.

V soucasném stavu techniky chybi protinadorovy ptipravek na bazi Fythium oligandrum, ktery by

bylo mozné vyrobit v primyslovém métitku, bez slozité izolace Fythium oligandrum z ¢inskych
horskych oblasti, a ktery by byl u¢inné;jsi nez dosud popsané ptipravky.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené problémy fesi pripravek podle tohoto vynalezu. Na rozdil od CN 105524842 A,
ktery vychazi z Fythium oligandrum izolovaného z plidy v chranéné horské oblasti, a je nutna jeho
laboratorni kultivace, fermentace pritomnych oligosacharidi a aplikace mykoplasmat téchto
fermentujicich bakterii, je vychozim materialem pfedkladaného vynalezu priimyslové vyrabéné
Fythium oligandrum, pticemz v kontrastu s aplikaci mykoplasmat (CN 105524842 A) je na
nadorové bunky aplikovan extrakt z Fythium oligandrum. Ptipravek na potlaceni ristu kozniho
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melanomu podle tohoto vynalezu tak mutze byt vyrabén a aplikovan s daleko lepsi ptresnosti a
reprodukovatelnosti.

Pt hodnoceni pripravki s plisobenim proti nadorovym bunkam je vyznamnym ukazatelem rozdil
toxického ucinku proti bunkam zdravym a proti buitkkam nadorovym. Tento rozdil je zvlasté
vyznamny v pripadé povrchové aplikace na kizi. Oproti vnitfnimu uzivani, pii aplikaci pripravku
nedochazi k pfimému styku s butikami jinych organii. Hodnota ICso, ktera udava koncentraci
testované latky inhibujici riist populace z 50 % vyjadiena v pg/ml, by pro ucinny ptipravek méla
byt pro nadorové bunky vyrazné nizsi nez ICso pro bunky zdravé.

Predkladany vynalez se tyka ptipravku pro 1é€bu kozniho melanomu, jehoz ziskani spociva v
dvoufazovém postupu, pti kterém se nejprve pomoci nepolarniho rozpoustédla odstrani v tucich
rozpustné (nepolarni) latky z primysloveé vyrabéného Pythium oligandrum a v nasledujicim kroku
se z této, o nepolarni slozky ochuzené suroviny, ziskaji ucinné latky extrakci polarni kapalinou.

Predmétem predkladaného vynalezu je tedy zplisob vyroby extraktu z Fythium oligandrum, ktery
obsahuje nasledujici kroky:

1) krok kapalinové extrakce Fythium oligandrum nepolarnim rozpoustédlem za vzniku vyluhu
obsahujiciho nepolarni slozky a rafinatu;

11) krok extrakce rafinatu z kroku i) polarnim rozpoustédlem za vzniku extraktu, obsahujiciho
uéinné latky pro 1é¢bu kozniho melanomu.

Fythium oligandrum je komercné dostupné, pro extrakci lze jako vychozi surovinu pouzit jeho
mykoplazma, lyofilizované Pythium oligandrum (lyofilizovana kterakoli jeho cast ve vSech jeho
Zivotnich stadiich jako jsou zoospory, sporangia, falgelly a hyfy, a dale Pythium oligandrum véetné
lyofilizovanych zbytkil Zivnych latek a nosicd jako je agar, alginat, chitosan, dfevo a dalsi).
Pythium oligandrum lze izolovat z ptirody, rostlin nebo dieva zasazenych plisni. Pythium
oligandrum, houb¢ podobny eukariotni mikroorganismus v laboratofi naroste s vyhodou na agaru
V8 pri teploté 30 °C a 1 atm (0,1 MPa) za 4 dny. Popis primyslové vyroby Fythium oligandrum
je uveden napf. v Ceskoslovenském patentu 213659 (PV 4462-78), nebo US patentu 5194258, &i
US patentové piihlasce 2013/0035230 Al nebo v mezinarodni ptihlasce WO 2018/001392 Al.
Extrakt z Pythium oligandrum a jeho ucinky proti koznimu melanomu neni vazan na specificky
zplsob vyroby Fythium oligandrum.

Vysledny extrakt z kroku i1) obsahuje 60 az 80 % hmotn. vodorozpustnych slozek, naptiklad
aminokyseliny, cukry, laktat, glycerol, zbytek polarniho rozpoustédla z kroku ii), betain, cholin,
uracil, trigonellin, a 20 az 40 % hmotn. slozek, které nejsou ve vod¢ rozpustné, naptiklad rlizné
druhy mastnych kyselin a sterolli. Za vodorozpustnou slozku extraktu je povaZovana ta cast
extraktu, ktera je oddélena 3x opakovanym vytifepanim extraktu do destilované vody (pH 7) pii
teploté 25 °C a tlaku 1 atm (0,1 MPa), pfi¢emz objem destilované vody pouzité pii kazdém kroku
vytfepani je nejméné 20x vyssi nez objem extraktu z kroku ii).

V jednom provedeni miiZe po kroku ii) nasledovat krok iii) odstranéni ve vodé rozpustnych slozek
z extraktu z kroku 11). Toto odstranéni vodorozpustnych slozek lze provést naptiklad extrakei
produktu kroku ii) do vody. Ve vodé nerozpustny zbytek extraktu obsahuje smés ucinnych latek
pro léébu kozniho melanomu. Tento zbytek extraktu mulze byt dale zakoncentrovan, s vyhodou
pomoci kapalné chromatografie, naptiklad HPLC.

Pro krok i) mohou byt pouzity jako nepolarni rozpoustédla uhlovodiky, s vyhodou hexan, pentan,
cyklohexan, nebo superkriticky CO; (dale scCO,). Pouziti scCO; je ekologictéjsi, protoZze neni
potieba tolik rozpoustédel, které je tieba nasledné odpatit.
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Jako polarni rozpoustédlo v kroku ii) mohou slouzit alkoholy, ketony, s vyhodou ethanol,
methanol, isopropanol, aceton nebo jejich smési, popripadé smési téchto rozpoustédel se scCO,.

K odstranéni nepolarnich latek v kroku 1) se mohou pouzit znamé postupy kapalinové extrakce
(laboratorni 1 primyslové vyuzivané), mezi které patii extrakce v Soxhletové pristroji nebo
macerace kapalnym rozpoustédlem, a mohou byt provadény za studena i1 za horka a za riiznych
tlakll (za bé&Zzného, snizeného 1 vysokého tlaku). Tyto metody jsou odbornikovi v oboru dobte
Zname.

Ve vyhodném provedeni se extrakce provede scCO,. Vyhodou extrakce scCO, je vysoka
selektivita a Tspora energie, protoZze neni potfeba odpafovat velkda mnozstvi kapalnych
rozpoustédel. V produktu extrakce scCO; navic neziistavaji nezadouci stopy toxickych latek.

Odstranéni nepolarnich latek z Fythium oligandrum podle tohoto vynalezu neni omezeno na
uvedeny vycet postupll a ptistrojl.

K extrakci polarnim rozpoustédlem v kroku ii) lze, stejné jako v kroku 1), pouzit odbornikovi
znamé postupy kapalinové extrakce (laboratorni 1 primyslové vyuzivané), mezi které patii
extrakce v Soxhletové pristroji nebo macerace kapalnym rozpoustédlem, a mohou byt provadény
za studena 1 za horka a za riznych tlakl (za béZného, sniZzeného i vysokého tlaku).

Polarni rozpoustédla jsou s vyhodou vybrana ze skupiny zahrnujici polarni kapaliny, jako jsou
alkoholy, ketony a jejich smési, s vyhodou vybrané ze skupiny zahrnujici aceton, ethanol,
methanol, isopropanol a jejich smési, poptipadé jejich smési se scCOs.

Ve vyhodném provedeni se extrakce v kroku i1) provede smési scCO; a polarniho rozpoustédla,
vybraného ze skupiny zahrnujici alkoholy, ketony a jejich smési, s vyhodou vybraného ze skupiny
zahrnujici aceton, ethanol, methanol, isopropanol a jejich smési. Vyhodnéji je koncentrace
polarniho rozpoustédla v scCO; v rozmezi od 5 do 25 % hmotn.

V jednom provedeni se superkriticka extrakce scCO, provadi ve vysokotlaké aparature. Do
vysokotlaké kolony se vlozi vstupni surovina obsahujici Fythium oligandrum (obsah Fythium
oligandrum ve vychozi suroviné je v rozmezi od 10 do 100 % hmotn., naptiklad je vychozi
surovinou komercné dostupny ptipravek na hubeni plisni POLYVERSUM) mezi vrstvy
sklenénych kulicek, které se od materialu oddéli tenkou vrstvou skelné vaty a slouzi k rozloZeni
toku rozpoustédla, kterym je v prvni fazi scCOs (superkriticky CO»), po prifezu kolony. Uzaviena
a utésnéna kolona je vloZzena do boxu vyhtivaného horkovzdu$nym ventilatorem a pripojena
k aparatufe kapilarami z nerezové oceli. Po vytemperovani na teplotu v rozmezi od 32 do 80 °C
(hodnota v blizkosti kritického bodu CO; a teplota, kdy miize dochazet k tepelné degradaci
ucinnych slozek), se kolona natlakuje oxidem uhlic¢itym z tlakové bomby pomoci vysokotlakého
Cerpadla a necha se 15 minut ustalit. S vyhodou je tlak v aparatufe v rozmezi od 12 do 70 MPa,
vyhodnéji 30 MPa. Tim dojde k extrakci nepolarnich slozek do scCO,. Slozky rozpustné v scCO,
jsou vedeny z kolony k expanznimu ventilu vyhfivanému na teplotu v rozmezi od 60 do 100 °C,
aby se zabranilo jeho zamrzani pfi prudkém poklesu tlaku. Extrakt je jiman do separatoru
umisténého pod expanznim ventilem, pomoci kterého se nastavi pritok CO;. Plynny oxid uhlicity
je odvadén do atmosféry pres plynomér, kterym se méti pritok a celkové proteklé mnozstvi
plynného oxidu uhli¢itého. Timto zpiisobem se z materialu pti vysoké hustoté scCO, (alespon
270 kg/m3, s vyhodou v rozmezi od 270 do 1120 kg/m3, vyhodnéji od 500 do 1120 kg/m3, jesté
vyhodnéji 870 kg/m3) odstrani nepolarni (lipofilni) slozky (6,6 az 9,5 % hmotn., vztazeno
k hmotnosti vychozi suroviny obsahujici Pythium oligandrum) po proteceni 70 az 90 g COy/g
vychozi suroviny, pfi¢emz vychozi surovina miZze obsahovat od 10 do 100 % hmotn.
lyofilizovaného Fythium oligandrum. Nasledné se extrakce zastavi.

Material ochuzeny o nepolarni latky (rafinat) se nasledné v kroku 11) podrobi extrakci polarnim
rozpoustédlem, definovanym vySe. Ve vyhodném provedeni je polarnim rozpoustédlem smes
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scCO; a polarni kapaliny, vybrané ze skupiny zahrnujici ketony, s vyhodou aceton, a alkoholy,
s vyhodou ethanol, methanol, isopropanol nebo jejich smési. Vyhodnéji je koncentrace polarni
kapaliny v scCO; v rozmezi od 5 do 25 % hmotn. Extrakce ucinné frakce v kroku ii) probiha
s vyhodou za stejnych podminek jako s €istym scCO,, jak bylo popsano vyse, s tim, Ze je k scCO»
pted vstupem do kolony s materidlem ptidavana polarni kapalina Cerpana vysokotlakym
kapalinovym cerpadlem ze zasobni lahve tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace
polarniho rozpoustédla v scCO,, s vyhodou v rozmezi od 5 do 25 % hmotn. Do separatoru se jima
roztok extraktu a pouzitého kapalného rozpoustédla, které je nasledné odpateno. Po proteceni cca
100 g CO»/g rafinatu z kroku 1) se ziska ucinna frakce s vytézkem 2 az 10 % hmotn., vztaZzeno na
hmotnost rafinatu, vstupujiciho do kroku ii).

Extrakt ziskany z kroku i1), skladajici se z 60 az 80 % hmotn. ve vod¢ rozpustnych slozek a z 20az
40 % hmotn. slozek ve vod¢ nerozpustnych, prokazoval vyznamné vyssi toxicitu pro buiky
lidského kozniho melanomu (BL16) nez pro bunky lidskych fibroblast (HDF). ICso pro bunky
BL16 se pohyboval v rozmezi od 20 do 40 pg/ml a pro buiiky HDF v rozmezi od 140 do 180 pg/ml.
Pri analyze ve vodé¢ rozpustné casti se ukazalo, Ze obsahuje 37 % hmotn. aminokyselin, 28 %
hmotn. cukri, 10 % hmotn. laktatu, 12 % hmotn. glycerolu, 8 % hmotn. pouzité polarni kapaliny
(etanolu), 5 % hmotn. betainu a dale cholin, uracil a trigonellin v mnozstvi pod 1 % hmotn.

Ve vodé nerozpustna cast je Sirokou smési latek zahrnujicich pfedevs§im riizné druhy mastnych
kyselin a sterol1.

V jednom provedeni zpiisobu podle predkladaného vynalezu je nepolarnim rozpoustédlem v kroku
1) superkriticky CO,, pri¢emz extrakce v kroku 1) se provede pti teploté v rozmezi od 32 °C do
80 °C a hustoté superkritického CO; v rozmezi od 270 do 1120 kg/m3, s vyhodou je mnozstvi
scCO; v rozmezi od 70 do 90 g scCO,/g vychozi suroviny obsahujici Fythium oligandrum.

V jednom provedeni zptsobu podle predkladaného vynalezu je polarnim rozpoustédlem v kroku
11) smés alkoholu, ketonu nebo jejich smési a scCO», s vyhodou je polarnim rozpoustédlem smés
ethanolu a scCO,, pri¢emz krok ii) probéhne pii teploté v rozmezi od 32 °C do 80 °C a tlaku
v rozmezi od 12 do 70 MPa, a pficemz koncentrace polarniho rozpoustédla v scCO; je v rozmezi
od 5 do 25 % hmotn. Vyhodnéji je mnozZstvi superkritického CO; v rozmezi od 100 do 200 g CO»/g
rafinatu z kroku 1).

Po separaci ve vodé nerozpustného podilu volitelnym krokem iii) popsanym vyse a po jeho
zakoncentrovani kapalinovou chromatografii byl ICso pro BL16 v rozmezi od 2 do 3 pg/ml a pro
HDF v rozmezi od 20 do 24 ng/ml. Protinadorova tcinnost extraktu se tedy cca desetindsobné

zvysila.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale extrakt z Pythium oligandrum, ptipravitelny zpisobem
popsanym vyse.

Predmétem predkladaného vynalezu je rovnéz farmaceuticky ptipravek, ktery obsahuje extrakt
z Pythium oligandrum ptipraveny vyse uvedenym zplisobem, a dale alespon jednu farmaceuticky
akceptovatelnou pomocnou latku. Farmaceuticky akceptovatelnou pomocnou latkou se rozumi
napriklad protimikrobni latky, stabilizatory, emulgatory, rozpoustédla, regulatory viskozity, kluzné
latky. Vhodné pomocné latky jsou obzvlasté voda, ethanol, glycerol, propylenglykol, mastné a
éterické oleje, tekuty parafin, kapalné vosky atd. Ve vyhodném provedeni obsahuje farmaceuticky
ptipravek alespon 0,5 % hmotn. vySe popsaného extraktu, vyhodnéji v rozmezi od 1 do 50 %
hmotn. vyse popsaného extraktu.

Predmétem predkladaného vynalezu je také pouziti vySe uvedeného extraktu z Pythium
oligandrum a/nebo farmaceutického prtipravku definovan¢ho vyse jako lécivo, s vyhodou
protinadorové 1é¢ivo, vyhodnéji pouziti jako 1é€ivo pro topické aplikace, jesté vyhodnéji pro 1écbu
kozniho melanomu.
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Aplikace pripravku podle tohoto vynalezu neni omezena na bunky koZniho melanomu a neni
omezena na aplikaci €istého pripravku.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Schéma superkritické extrakce s naslednym pfidavanim polarni kapaliny, kde 1 je tlakova
lahev s COs, 2 pistové vysokotlaké cerpadlo CO», 3 zasobni lahev s polarni kapalinou, 4 pistové
vysokotlaké kapalinové cerpadlo, 5 vysokotlaka kolona se vzorkem, 6 horkovzdusny box, 7
expanzni/mikrometricky ventil, 8 separator a 9 bubnovy plynomér.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Aparatura a zptisob extrakce

Superkriticka extrakce scCO, byla provadéna ve vysokotlaké aparatufe, jejiZ schéma je znazornéno
na obr. 1. Do vysokotlaké kolony 5 se vlozi surovina pro extrakci, naptiklad koncentrat FPythium
oligandrum, mezi vrstvy sklenénych kulicek, které se od materialu oddéli tenkou vrstvou skelné
vaty. Uzaviena a utésnéna kolona je vloZena do boxu 6 vyhtivaného horkovzdusnym ventilatorem
a pripojena k aparature kapilarami z nerezové oceli. Po vytemperovani na pozadovanou teplotu (s
vyhodou v rozmezi od 32 °C do 80 °C) se kolona natlakuje oxidem uhli¢itym z tlakové lahve 1
pomoci vysokotlakého cerpadla 2 a necha se alesponi 15 minut ustalit. Slozky rozpustné v scCO,
jsou vedeny z kolony k expanznimu ventilu 7 vyhfivanému na 60 az 100 °C. Extrakt je jiman do
separatoru § umisténym pod expanznim ventilem 7, pomoci kterého se nastavi priitok CO,. Plynny
oxid uhlicity je odvadén do atmosféry pres plynomér 9, kterym se méti pritok a celkové proteklé
mnozstvi plynného oxidu uhli¢itého.

Material ochuzeny o nepolarni latky (rafinat) se nasledné podrobi extrakei scCO; modifikovanym
polarni kapalinou (ketonem, alkoholem nebo jejich smési). Extrakce probiha za stejnych podminek
jako s €istym scCO; s tim, Ze je k scCO, pred vstupem do kolony s materialem ptidavana polarni
kapalina Cerpana vysokotlakym kapalinovym cerpadlem 4 ze zasobni lahve 3 tak, aby bylo
dosazeno pozadované koncentrace v scCO; (5 az 25 % hmotn.). Do separatoru 8 se jima roztok
extraktu a pouzitého kapalného rozpoustédla, které je nasledné odpateno.

Priklad 1: Extrakce Fythium oligandrum pomoci scCO; bez odstranéni vodorozpustnych slozek
z extraktu

Do vysokotlaké kolony 5 o objemu 24 ml (obr. 1) bylo vlozeno 2 g koncentratu Fythium
oligandrum, obsahujiciho 90 % hmotn. Pythium oligandrum v koncentratu, poskytnutého firmou
Biopreparaty a.s. (koncentrat Pythium oligandrum je ti€innou latkou fady preparatli pro potlaceni
ristu plisni, vyrabénych firmou Biopreparaty a.s. Postup jeho vyroby je uveden napt.
ve WO 2018/001392 Al, str. 12, 1. 7 az 15.) mezi dvé vrstvy sklenénych kulic¢ek o priméru 2 mm.
Kuli¢ky byly oddéleny od koncentratu 2 mm sklenéné vaty. Kolona 5 byla uzavrena a pripojena k
aparature kapilarami z nerezové oceli o priméru 1,58 mm a vloZena do boxu 6, vyhtivaného
horkovzdusnym ventilatorem. Po vytemperovani na teplotu 40 °C, byla kolona natlakovana
oxidem uhli¢itym z tlakové lahve 1 pomoci vysokotlakého cerpadla 2 na tlak 30 MPa a 15 minut
probihalo ustalovani kolony. SloZzky rozpustné v scCO; byly vedeny z kolony 5 k expanznimu
ventilu 7 vyhfivanému na 60 °C. Extrakt byl jiman do separatoru 8 umisténé¢ho pod expanznim
ventilem 7, pomoci kterého byl nastaven priitok CO,. Plynny oxid uhliéity byl odvadén do
atmosféry pres plynomér 9 pro meéteni proteklého plynného CO,. Déle probihala extrakce za
stejnych podminek jako s Cistym scCOs s tim, Ze byl k scCO, pted vstupem do kolony pfidavan
etanol Cerpany vysokotlakym kapalinovym cerpadlem 4 ze zasobni lahve 3 tak, az bylo dosazeno
koncentrace ethanolu v scCO; 5 % hmotn. Do separatoru 8 byl jiman roztok extraktu a pouzitého
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kapalného rozpoustédla. Po proteceni 60 g CO; (hustota scCO; byla 870 kg/m3) byla ziskana
ucinna frakce s vytézkem 2,7 % hmotn., vztazeno na piivodni hmotnost extrahovaného koncentratu
Fythium oligandrum.

Tato frakce vykazovala ICsy pro nadorové bunky kozniho melanomu BL16 23 pg/ml a pro buiiky
tibroblastu HDF 160 pg/ml. Cytotoxicita byla stanovena mikrodilu¢ni metodou, pficemz jako
rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid. Mikrodilu¢ni metoda je kvantitativni metoda pii které
je hodnota ICsg stanovovana jako koncentrace latky (pg/ml) inhibujici rist populace testovanych
bunék z 50 %. Strucné: Buinky byly inkubovany s médiem a ptridavkem zfedéného extraktu
v jamkach mikrotitra¢ni desticky. Po 48 hodinach inkubace bylo médium odstranéno a bunky byly
promyty fosfatovym pufrem. Pro urceni viability bylo pfidano 100 pl resazurinového roztoku
(0,03 mg/ml) po 3 hodinach inkubace pti 37 °C, 5% CO» a pti 76% relativni vlhkosti byla zméfena
fluorescence pri vlnovych délkach excitace 560 nm a emise 590 nm (ex/em) cteCkou
mikrodesticek. Uvedené hodnoty ICsg jsou priimérem ze 4 opakovani.

Priklad 2: Extrakce Fythium oligandrum pomoci scCO; s oddélenim vodorozpustnych slozek
z extraktu

Do vysokotlakého kolony 5 o objemu 50 ml zafizeni na obr. 1 bylo vloZzeno 10 g koncentratu
Fythium oligandrum, poskytnutého stejné jako v ptikladu 1 firmou Biopreparaty a.s., a dale bylo
postupovano, jak je uvedeno v prikladu 1. Ve druhé fazi extrakce byl k scCO; pred vstupem do
kolony 5 pfidavan ethanol cerpany vysokotlakym kapalinovym Eerpadlem 4 ze zasobni lahve 3 tak,
az bylo dosazeno koncentrace ethanolu v scCO; 25 % hmotn. Do separatoru 8 byl jiman roztok
extraktu a pouzitého kapalného rozpoustédla (ethanolu). Po proteceni 105 g CO; (hustota scCO»
byla 870 kg/m3) byla ziskana Gc¢inna frakce s vytézkem 4,2 % hmotn., vztazeno na ptivodni
hmotnost extrahovaného koncentratu Pythium oligandrum.

Ze ziskaného extraktu byly odd¢leny slozky rozpustné ve vodé tak Ze na 10 mg extraktu byl ptidan
1 ml vody a homogenizovan na ultrazvukové lazni. Odlitim byla oddélena ¢ast rozpustna ve vodé.
Cast ve vodé nerozpustna (20 % hmotn. extraktu (4¢inné frakce)) byla dale podrobena preparativni
kapalinové chromatografii a rozdélena na 7 frakci. Byla pouzita kolona: Agilent PLgel 10 um 50 A,
300 x 25 mm, Agilent Technologies, Inc., USA.

HPLC: Streamline™ P2 Prep Pump, Watrex Praha, s.r.o.
Streamline™ UV detektor, Watrex Praha, s.r.o.

Manualni injektor MI1, Watrex Praha, s.r.o.

Clarity Chromatography Software Clarity Lite 8.3, DataApex, CR.

Mobilni faze: Acetonitril (Acetonitril 299,9 % HPLC gradient grade, Fisher Chemical), pritok:
8 ml/min, nasttik: 250 pl, pti pokojové teploté kolony. Detekce A = 205 nm.

Vytézek biologicky tcinné frakce byl 0,5 % hmotn. z celkového mnozstvi ziskaného extraktu.

Tato frakce vykazovala ICso pro nadorové buniky BL16 2,19 ng/ml a pro bunky fibroblastu HDF
22,6 pg/ml. Cytotoxicita byla stanovena mikrodilu¢ni metodou tak, jak je uvedeno v prikladu 1.

Priklad 3: Extrakce Fythium oligandrum hexanem a isopropylalkoholem

Do papirové patrony bylo navazeno 10 g koncentratu Fythium oligandrum, ziskaného stejné jako
v prikladech 1 a 2 od firmy Biopreparaty a.s., a patrona byla vloZena do nastavce Soxhletova
ptistroje. Do 500 ml varné banky bylo odméteno 250 ml hexanu. Na horni ¢ast Soxhletova nastavce
byl pfipevnén chladi¢ a na dolni ¢ast byla napojena barnka s rozpoustédlem. Poté, co byla aparatura
sestavena, byl spustén ptivod vody do chladice a bylo zapnuto topné hnizdo, které bylo umisténo
pod varnou banku. Po 6 hodinach varu bylo topné hnizdo vypnuto a extrakce nepolarni frakce tak



20

25

CZ 309743 B6

byla ukonéena. Po vychladnuti byla barika s extraktem pripojena na rotac¢ni vakuovou odparku a
rozpoustédlo bylo odpateno.

Nasledné byla k pristroji pfipojena nova varna banka s 250 ml isopropylalkoholu a po 4 hodinach
varu byla ukoncena extrakce Ui€inné frakce. Po vychladnuti byla banka s extraktem pfipojena na
rotacni vakuovou odparku a rozpoustédlo bylo odpateno. Vytézek icinné frakce byl 4,0 % hmotn.,
vztazeno na ptivodni hmotnost extrahovaného koncentratu Pythium oligandrum.

Tato frakce vykazovala ICso pro nadorové bunky BL16 30,1 pg/ml a pro bunky fibroblastu HDF
220,6 ng/ml. Cytotoxicita byla stanovena mikrodiluéni metodou stejnym postupem, jak je uvedeno
v prikladu 1.

Priklad 4: Extrakce Fythium oligandrum z ptipravku POLYVERSUM pomoci scCO; bez
odstranéni vodorozpustnych slozek z extraktu

Do vysokotlaké kolony 5 objemu 150 ml (obr. 1) bylo vloZeno 40 g pfipravku pro hubeni plisni na
rostlinach, POLYVERSUM, jehoz ucinnou slozkou je Fythium oligandrum. Ptipravek
POLYVERSUM obsahuje kromé Fythium oligandrum zbytky riistového média a jilové mineraly.
Obsah Pythium oligandrum v ptipravku je 10 % hmotn. Dale bylo postupovano tak, jak je popsano
v prikladu 1. Byla ziskana ucinna frakce s vytézkem 0,5 % hmotn., vztaZzeno na plivodni hmotnost
extrahovaného ptipravku POLY VERSUM obsahujiciho Fythium oligandrum.

Priklad 5: Extrakce Pythium oligandrum z lyofilizovaného agaru pomoci scCO; bez odstranéni
vodorozpustnych slozek z extraktu

Do vysokotlaké kolony 5 objemu 24 ml (obr. 1) bylo vlozeno 5 g lyofilizovaného agaru
s napéstovanym Fythium oligandrum (Fythium oligandrum bylo péstovano na 50 g kukuti¢ného
agaru po dobu 5 dni). Dale bylo postupovano tak, jak je popsano v ptikladu 1. Byla ziskana i¢inna
frakce s vytézkem 1,5 % hmotn., vztazeno na piivodni hmotnost lyofilizovaného agaru.
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PATENTOVE NAROKY

1. ZpUsob vyroby extraktu z Pythium oligandrum, vyznaeny tim, Ze obsahuje nasledujici
kroky:

1) kapalinova extrakce Pythium oligandrum nepolarnim rozpoustédlem za vzniku vyluhu,
obsahujiciho nepolarni slozky, a rafinatu;

1) extrakce rafinatu z kroku 1) polarnim rozpoustédlem za vzniku extraktu, obsahujiciho u¢inné
latky pro 1écbu koZzniho melanomu.

2. Zpusob vyroby podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze po kroku ii) nasleduje krok iii) odstranéni
ve vodé rozpustnych slozek z extraktu z kroku ii) za vzniku ve vodé nerozpustného extraktu,
obsahujiciho u€inné latky pro 1é¢bu kozniho melanomu.

3. Zpusob vyroby podle naroku 1 nebo 2, vyznadeny tim, Ze nepolarni rozpoustédlo v kroku 1) je
vybrané ze skupiny zahrnujici uhlovodiky a superkriticky COs, s vyhodou hexan, pentan,
cyklohexan nebo superkriticky COs,.

4. Zpusob vyroby podle naroku 3, vyznaceny tim, Ze nepolarnim rozpoustédlem v kroku 1) je
superkriticky CO», pficemz extrakce v kroku 1) se provede pfi teploté v rozmezi od 32 °C do 80 °C
a hustoté superkritického CO; v rozmezi od 270 do 1120 kg/m’.

5. Zpusob podle naroku 3 nebo 4, vyznaceny tim, Ze nepolarnim rozpoustédlem v kroku 1) je
superkriticky CO; o hustoté alespont 270 kg/m?, s vyhodou o hustoté v rozmezi od 500 do 1120
kg/m?, vyhodnéji o hustoté 870 kg/m?, pfic¢emz mnozstvi superkritického CO; je v rozmezi od 70
do 90 g scCO»/g vychozi extrahované suroviny.

6. Zpusob vyroby podle které¢hokoliv z narokid 1 az 5, vyzna€eny tim, Ze polarni rozpoustédlo
v kroku 1i) je vybrané ze skupiny zahrnujici alkoholy, ketony nebo jejich smési se superkritickym
CO», s vyhodou je polarni rozpoustédlo vybrané ze skupiny zahrnujici etanol, metanol, isopropanol,
aceton, jejich smési a jejich smési se superkritickym COx.

7. Zpusob vyroby podle naroku 6, vyznaceny tim, Ze polarnim rozpoustédlem v kroku i1) je smés
alkoholu, ketonu nebo jejich smési a superkritického CO,, s vyhodou je polarnim rozpoustédlem
smés etanolu a superkritického CO», pti€¢emz krok ii1) prob&hne pfi teploté v rozmezi od 32 °C do 80
°C a tlaku vrozmezi od 12 do 70 MPa; a pri¢emz koncentrace polarniho rozpoustédla v
superkritickém CO3 je v rozmezi od 5 do 25 % hmotn.

8. Zpisob podle naroku 6 nebo 7, vyznaceny tim, Ze polarnim rozpoustédlem v kroku ii) je smés
alkoholu, ketonu nebo jejich smési a superkritického CO, o hustoté alespon 270 kg/m?, s vyhodou
o hustoté v rozmezi od 500 do 1120 kg/m?, vyhodnéji o hustoté 870 kg/m?, pfic¢emz mnozstvi
superkritického CO; je v rozmezi od 100 do 200 g scCO»/g rafinatu z kroku 1).

9. Extrakt z Pythium oligandrum, ptipravitelny zpiisobem podle kteréhokoliv z narokt 1 az 8.

10. Farmaceuticky pripravek, vyznaeny tim, Ze obsahuje extrakt z Pythium oligandrum podle
naroku 9 a dale alespon jednu farmaceuticky akceptovatelnou pomocnou latku.

11. Extrakt podle naroku 9 nebo farmaceuticky ptipravek podle naroku 10 pro pouziti jako
protinadorové 1écivo.
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12. Extrakt podle naroku 9 nebo farmaceuticky pripravek podle naroku 10 pro pouziti jako I1é¢ivo
pro topické aplikace, vyhodnéji pfi léceni rakoviny kize, je$té vyhodnéji pii 1éCeni kozniho
melanomu.

1 vykres

-10-
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Obr. 1
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