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2. Uvop

V préci, kterou jsem si vybrala, bych rada pfriblizila tématiku isoflavonoid(l a jejich
metabolitll, jakoZto latek, které jsou sice zndmé, ale nékteré jejich ucinky a metabolismus
nebyly v nékterych pripadech dosud blize objasnény, nebo nejsou mezi Sirsi vefejnosti znamy.
Téma bylo jakymsi prohloubenim mé bakalarské prace, ktera se zabyvala predevsim flavonoidy
a jejich pdsobenim.

Nadorova onemocnéni, osteopordza, kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus
2. typu, aterosklerdza, to vSe jsou rozsitend onemocnéni, na kterych se podili rada faktord.
Nékteré z téchto faktor miZeme ovlivnit Zivotnim stylem, tedy i stravou.

Isoflavonoidy patfi mezi fytoestrogenni latky, které se béiné vyskytuji v pfirodé,
predevsim v Celedi bobovitych, zejména v séje (Glycine max) a mohou mit blahodarny vliv na
nase zdravi. V poslednich letech byl proto zaznamendn zvySeny zajem o isoflavonoidy. Jelikoz
spektrum rostlin je Siroké, budu se v praci zabyvat predevsim isoflavonoidy, pochdzejicimi
pravé ze sdéji, ale i zdalSich rostlin jako jsou napfriklad Pueraria lobata, Astragalus
membranaceus. Isoflavonoidy nachdzime i v jinych Celedich, napf. Rosaceae nebo Iridaceae
(Raabova K., Bakalarska prace, 2015).

Prvni ¢ast diplomové prace poskytuje prehled o metabolismu isoflavonoidu, jejich
absorpci, distribuci i exkreci. Dalsi ¢ast prace se vénuje Uloze mikroorganismU a stfevni flory,
vin vitro a in vivo podminkach jak u lidi, tak u laboratornich zvifat, v rdmci premény
isoflavonoidd na jejich metabolity a ucinky téchto metabolitl. V mé diplomové préci jsou
uvedeny predevsim nejznaméjsi isoflavonoidy jako je daidzein a genistein, ale i méné znamé,
ale presto diskutované isoflavonoidy jako jsou biochanin A, formononetin, calycosin, prunetin,
puerarin, cladrin, tectorigenin a kakkalid a také jejich metabolity jako jsou napfiklad equol,
O-desmethylangolensin aj.

Pfijem potravin obsahujicich isoflavonoidy pfindsi pozitivni ucinky pro lidsky
organismus. Jednd se predeviim o estrogenni Ucinky, prevenci pred nadorovymi
onemocnénimi, ochranu pfed poskozenim DNA a v neposledni fadé i antibakteridlni ucinky.
V nékterych pripadech mlze mit nadmérny pfijem séji i negativni ucinky.

Klinickych studii s isoflavonoidy bylo doposud provedeno velice malo, proto nezndme
primé pusobeni téchto latek v lidském organismu. Vétsina vyzkumi téchto latek se prozatim

uskutecnila na laboratornich zviratech.



3. CiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo shromazdit poznatky a vysledky studii soucasné odborné

literatury o metabolismu a pUsobeni isoflavonoidi v lidském organismu.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Obecny nahled do metabolismu a plisobeni isoflavonoidii

Tato ¢ast prace se bude vénovat shrnuti ucinkl a metabolismu isoflavonoidd, budou zde
zminovany bézné se vyskytujici a nej¢astéji citované isoflavonoidy a jejich metabolity, jako jsou
genistein, daidzein a dalsi isoflavonoidy a jejich metabolity. Vétsina provadénych studii se totiz
zabyvala vice isoflavonoidy najednou, je proto tézké zaméfit se vidy na jeden urdity

isoflavonoid. Zde je uvedena jejich chemicka struktura.

Genistein: R,=0H, R,=H,R,=H
Daidzein: R1=H, R2=H, R3=H
Biochanin A R,=0OH, R,=H, R,=CH,

Formononetin: R,=H, R,=H, R;=CH,

Glycitein: R,=H.R,=0CH,, R =H
(B) (C)
HO HO OH
o< HyC
=%
= 2y I |
o = QOH
OH
Equol C-Desmethylangolensin

Obrdzek 1: Strukturni vzorce isoflavonoidii genisteinu, daidzeinu, biochaninu A, formononetinu
a glyciteinu (A). Equol (B) a O-desmethylangolensin (C) jsou béZnymi metabolity isoflavonoidii.
Isoflavonoidy jsou rozsdhlou podtridou flavonoidi s patndctiuhlikovou (C6-C3-C6) kostrou

usporddanou jako struktura 1,2-difenylpropanu.



4.1.1 Flavonoidy a isoflavonoidy - klasifikace

vvvvv

odvozenych z fenylpropanovych struktur pochazejicich z rostlin. Odhaduje se, ze existuje az
10000 rdznych typl flavonoidl zastupcl. Strukturdlné se déli na dvé hlavni skupiny,
na 2-fenylchromany (flavonoidy zahrnujici flavanony, flavony, flavonoly, flavan-3-oly
a anthokyanidiny) a na 3-fenylchromany (isoflavonoidy zahrnujici isoflavony, isoflavany
a pterokarpany).

Flavonoidy pUlsobi jako atraktanty pro opylovace a symbionty, jako ochrana pred
slune¢nim zarenim — chrani pred UV zafenim, slouzi jako allelochemikalie, coZz jsou latky
slouZici k mezidruhové komunikaci, dale plisobi antimikrobné a poskytuji rostliné ochranu pred
byloZravci.

Flavonoidy maiji pozitivni vliv na lidské zdravi a jsou predmétem vyzkumu pfti [éCbé
rdznych onemocnéni a chemoprevence. (1)

Isoflavonoidy jsou podskupinou flavonoidl a byly izolovany z celé fady rostlin (z éeledi
bobovitych i mimo ni). Isoflavonoidy jsou charakterizovany tim, Ze B-kruh je pfipojen na uhliku
C-3 misto na uhliku C-2 a prochazi rliznymi modifikacemi. Tyto modifikace vedou k tvorbé
jednoduchych isoflavonoidli, jako isoflavanon(, isoflavand a isoflavanoll, ale i ktvorbé
slozitéjsich struktur v€etné rotenoidd, pterokarpant a kumestan(. Isoflavonoidy jsou pfitomny
v bobulich, ve ving, obili, ofiSkach a ddle v sdje, cizrné, arasidech a jinych zastupcich z Celedi
bobovitych.

Isoflavonoidy, jsou odvozené zfenylpropanové drahy, kterd je prostudovana jak
enzymaticky, tak geneticky. Existuje mnoho pozitivnich biologickych Gcinkl na lidsky
organismus, které jsou spojené sisoflavonoidy, patfi mezi né sniZeni osteopordzy,
kardiovaskularnich onemocnéni, prevence rakoviny a lé¢ba pfiznakll menopauzy.

Nedavné udaje ukazuji, Ze ochranny ucinek isoflavonoidd muzZe presahovat jejich
antioxidac¢ni aktivitu na molekuldrni a bunééné Urovni a modulovat aktivitu mnoha dalSich
enzymda. V soucasné dobé jsou isoflavonoidy pfedmétem vyzkumu s velkym potencidlem pro
blahodarné ucinky na lidské zdravi. (2)

Uzké botanické rozdéleni nebrani strukturdlni rozmanitosti isoflavonoid(i: 870
isoflavonoidl bylo znamo v roce 1990 (o 240 vice neZ v roce 1985), mohou byt zarazeny do
nékolika strukturalnich typl, rozliSenych podle stupné oxidace a existenci pridanych
heterocykll. U vsech typl si mliZeme vSimnout vysoké frekvence isoprenylovanych derivat,

a tudiz i furanového, dihydrofuranového a pyranového kruhu.
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Nejbéznéjsi slouceninou jsou isoflavony, které se vyskytuji ve volném stavu, nebo
méné béziné jako glykosidy (O-glykosidy, nebo C-glykosidy). Podobné struktury jsou méné
pocetné a zahrnuji isoflavanony, isoflaveny a isoflavany. Pomérné casto maji isoflavonoidy
dal$i kruh, ktery obecné vyplyva z cyklizace 2'-hydroxylovaného derivatu, jako je tomu
v pfipadé pterokarpan( a jejich derivatl a také z chromond. Jiné flavonoidy maji kumarinovou
strukturu vyplyvajici z oxidace isoflav-3-enu. Posledni skupina slou¢enin se naopak vyznacuje
ztrdtou atomu uhliku — benzofurany, které biosynteticky nejsou ani neolignany, ani cykliza¢ni
produkty stilbenu, ale spiSe isoflavonoidy vytvorené nejspiSe ztratou C-6 z kumestanu. Stejné
jako flavonoidy, isoflavonoidy mohou tvofit dimery a oligomery, stejné jako adukty se

skoficovou kyselinou (isoflavano - lignany).

Rotenoid
D\“ O.._=0
= R
8] 8] ‘ L
Isoflavanon Kumestan

2 - Hydroxyisoflavanon

s RRgech %

Izoflavanal Isoflawven
3 - Arylkumarin

Pterokarpan

Obrdzek 2: Hlavni typy isoflavonoidii a interkonverzi
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4.1.1.1 Biosyntéza

Mechanismus vysvétlujici vznik isoflavonoid(l probiha ve dvou krocich a vede ke vzniku
2-hydroxyflavanonu.

Mechanismem je zapojeni radikadlu s hydroxylaci probihajici ve stejnou dobu jako
migrace arylu. Mechanismus, ktery byl plvodné predpokladan — jmenovité: tvorba epoxidu,
nasledovana jeho protonaci a otevienim za vzniku meziproduktu spirodienonu na cesté
kisoflavonu - je nyni povaziovdn za nepravdépodobny, protoZze byl izolovan derivat
hydroxylovany na C-2.

Vzéjemné premény v ramci fady jsou pomérné dobfe znamy na zakladé pokusu, nebo

izolaci pfislusnych enzymd. Isoprenylace je ¢astd a probiha vidy po vytvoreni zakladni kostry.

4.1.1.2 Biologicka aktivita
U rostlin tvofi znacnou ¢ast isoflavonoidnich struktur fytoalexiny, tedy latky
produkované rostlinou v reakci na infekci patogennim agens, v pfirodé nejcastéji houbami.
Mohou byt povazovany za pfirozené obranné produkty organisma, které je produkuiji.
Farmakologické vlastnosti isoflavonoid(l jsou zfidka znamy. Jednim z uplatnéni je
insekticidni Gc¢inek rotenoidl. RovnéZ jsou znamy estrogenni vlastnosti isoflavonoidi:
zpUsobujici neplodnost u ovci, které zkonzumuji masivni mnozstvi rostlin, kravy jsou méné

citlivé, mozna diky odliSnému metabolismu. (3)

4.2 Daidzein, genistein, glycitein

4.2.1 Absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece isoflavonoidli po

podani soji

Glycine max (L.) Merr. — sdja lustinata
Celed Fabaceae — bobovité
plvod: jihovychodni Asie

charakteristika: bylina (4)

Séja je hlavnim zdrojem isoflavonoidl (IFLs) v potravé. Hromadi se dlikazy o tom, Ze
sdja a IFLs mohou hrat roli v ochrané proti mnoha chronickym onemocnénim, véetné rakoviny.
Po poziti séji byl objeven vzorek IFL dvoufazového charakteru v plazmé, stejné jako v moci,

domniva se, Ze se zde objevil kvili absorpci IFL v tenkém stfevé (cca 10 %), v prabéhu prvnich
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dvou hodin po pfijmu a vstiebavani IFL v tlustém stievé (asi 90 %), 4-6 hodin po podani.
Zatimco kazdy IFL vymizi z obéhu v rlznych casech, byla zjisténa korelace mezi hodnotami
mocového a obéhového IFL a byl stanoven algoritmus pro prevod mocovych hodnot na
cirkulujici. Pfi pouZziti udaji k popisu plsobeni IFL byl doporucen pojem "zdanliva biologicka
dostupnost". Bylo zjisténo, Ze biologicka dostupnost IFL muiZe byt ovlivnéna stfevnimi
bakteriemi, |écbou peroralnimi antibiotiky, vékem a zdravotnim stavem jedince. Zatimco
daidzein (DE) a genistein (GE) se zacaly absorbovat minuty po poZiti, equol (EQ) se vyskytl
v plazmé minimalné po 8 hodinach po pfijmu séji vzhledem k poZzadované transportni dobé
daidzeinu do tlustého stfeva, kde dochazi k preméné daidzeinu na equol prostfednictvim
stfevni mikrofléry. Také bylo prokdzéno, Ze ,,zdanliva biologicka dostupnost” IFL je vyssi u déti
nez u dospélych, vyssi u zdravych oproti nezdravym jedincim a naopak je béhem lécby
peroralnimi antibiotiky u déti snizena a u dospélych zvysena. A konecné, bylo navrhnuto pouzit
mocovy pomér EQ/DE 0,018 s prahem DE k identifikaci producentd EQ. Stouto minimalni
stanovenou hranici bylo pozorovano, Zze produkce EQ je proménliva v pribéhu c¢asu v rozmezi
5-30 % jak u premenopauzalnich, tak i postmenopauzalnich Zen.

Isoflavonoidy (IFLs) jsou navrhovany k ochrané proti mnoha chronickym chorobam
(véetné koronarnich onemocnéni srdce, subklinické aterosklerdzy, diabetes mellitus 2. typu),
dale ke snizeni rizika urcitych typl rakoviny, jako je rakovina prsu a prostaty a ke zlepseni
zdravi kosti. K ptisobeni IFL dochazi predevsim v dlsledku dietarniho prijmu séjovych vyrobkii,
které obvykle obsahuji 0,01 az 0,3 % celkovych isoflavonoid(l a jsou sloZzeny hlavné z glykosidl
genisteinu (GE), daidzeinu (DE) a glyciteinu (GLYE). Equol (EQ) je metabolit tvofeny stfevnimi
bakteriemi v pribéhu traveni prostfednictvim chemické redukce z DE a hraje hlavni roli ve
zdravotnich vyhodach sdji a IFLs. Pfijem sdji ma ochranny ucéinek pred rakovinou prsu
v dospélosti, a to zejména kdyzZ je sdja konzumovana v raném véku. Za farmakologicky ucinek
pfijmu séji je povazovana strukturdlni podobnost IFLs se steroidnimi estrogeny a silna vazba GE
na B receptoru estrogenu. Zjistilo se, Zze déti maji vyssi biologickou dostupnost IFL ve srovnani
s dospélymi, a Ze kardioprotektivni Ucinky IFLs jsou nezavislé na lipidovém profilu; tato zjisténi
posilila hypotézu, Ze IFLs hraji dlleZitou roli v biologickych ucincich sdji. Pochopeni zakladu
zdravotni vyhody vyplyvajici z IFLs vyZaduje podrobné znalosti o absorpci, distribuci,
metabolismu a vylucovani (ADME) a o biologické dostupnosti téchto fytoestrogend.

Zajem o séju a IFLs pretrvava v dasledku jejich preventivnich Gcink( pred rakovinou
a dalsimi onemocnénimi. To plati, zejména pokud dochazi k expozici IFLs v mladém véku.
Studii IFLs bylo zjisténo: 1) pouziti molarnich absorpcnich koeficientld pfi stanoveni
standardnich koncentraci slouZi jako pfesnd a Gcinna metoda pro externi kalibrace analytickych

nastroj; 2) dvoufazova absorpce vzorku IFLs nastava diky absorpci v tenkém stfevé (1-2 h po
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prijmu IFL), kde probihd hydrolyza glykosid( IFLs na biologicky dostupné aglykony pres
laktaza-phloridzin hydrolazu a v tlustém stfevé (4-6 h po pfijmu), kde hydrolyza IFL glykosid(
probiha diky stfevnim bakteriim. 3) Hodnoty IFS v plazmé a mocovych cestdch jsou ulzce
spojené a mohou byt prevedeny pomoci vyvinutych algoritm(; 4) postaveni EQ klasifikace je
odpovidajici, pokud se moc¢ pouziva jako matrice a kdyz je jako mezni pomér zvolen EQ/DE
0,018 s prahem 2 nmol/mg ; 5) za pouziti této minimalni hodnoty, je produkce EQ variabilni asi
u 10-30 % pre- a postmenopauzalnich Zen; 6) biologicka dostupnost IFL je vyssi u déti nez u

dospélych. (5)

Lumen Zaludku | Stfevni Jaterni
Strava enterocyt hepatocyt
IF-Gly LPH IF-0

\L Faze |
IF

IF IF
\L suLt/
\Mikrobiélm’ t’w uer UGT: TKANE /

dekonj IF-C IF-C :
Mikrobialni N - ORGANY

\ e - - .
redukce IF-C<€=-=- WIRP/BCRP RP/
& — P BCRP
HET ™~ e e ——

!

|
Mikrobiaini IF~H : Sliny
stépeni l t :
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Obrdzek 3: Osud isoflavonoidii z potravy v lidském téle. V kaZdé Edsti jsou nejvice pfevazujici slozky
uvedeny tucné. Stfevni a enterohepatdlni recyklace jsou zndzornény prerusovanymi Sipkami.
Zkratky: glykosid isoflavonoidu (IF-Gly), aglykon isoflavonoidu (IF), isoflavonoidovy konjugdt (IF-
C), redukovany isoflavonoid (IF-H), oxidovany isoflavonoid (IF-O), deoxybenzoin (DOB), derivdty
kyseliny propionové (PA), derivdaty hydroxylbenzenu (HB), laktdza-phlorizin hydroldza (LPH),
sulfotransferdza (SULT), UDP-glukuronyltransferdaza (UGT), protein pro lékovou rezistenci (MRP) a
proteiny proti rakoviné prsu (BCRP)
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4.2.2 Glykosylace a nasledna malonylace isoflavonoidi u kmene E. coli:
Vyvoj, produkce a nahlédnuti do budoucich metabolickych

perspektiv

Genistin a daidzein izolované z Glycine max vykazuji ochranny ucinek pred poskozenim
DNA a inhibuji proliferaci bunék. Glykosylace a malonylace sloucenin zvysuji rozpustnost ve
vodé a jejich stabilitu. Pro transformaci E. Coli a biokonverzi genisteinu a daidazeinu byly
pouzity konstrukce plasmidd pET15b-GmIF7GT a pET28a-GmIF7MAT. Ke zvySeni dostupnosti
malonyl-CoA byly zavedeny: rozhodujici prekurzor GmIF7MAT, geny pro a a B podjednotky
acyl-CoA karboxyldzy, biotin ligdza a acetyl-CoA syntetdza z bakterie Nocardia farcinica.
Isoflavonoidy byly glykosylovany v poloze 7 pomoci 7-O-glukosyltransferdzy a dale
malonylovany u glukdzy v poloze 6“ pomoci malonyl-CoA, vysledny enzym isoflavon 7-O-
glukosid-6‘- O-malonyltransferaza. Sestavena E.Coli vyprodukovala 175,7 uM (75,90 mg/L)
genistinu a 14,2 puM (7,37 mg/L) genistin 6"-O-malonatu. Za podobnych podminek bylo
vyrobeno 162,2 um (67,65 mg/L) daidzinu a 12,4 uM (6,23 mg/L) daidzin 6"-O-malonatu pfi
doplnéni 200 pM kazidého substratu v kultufe. Na zdkladé zjisténi se spekuluje, Ze
isoflavonoidy a jejich glykosidy mohou byt uZite¢né jako protinadorova léciva s dals$i vyhodou

zvySené rozpustnosti, stability a dostupnosti. (6)

4.2.3 Vztah mezi strukturou a antibakterialni aktivitou vybranych

isoflavonti a jejich metabolitd in vitro se zvlastnim zamérenim na

ucinek demethyltexasinu proti stafylokokiim

V této studii bylo testovano 15 prirozené se vyskytujicich isoflavon( a jejich metabolitd
pro jejich mozné antibakteridlni Ucinky proti deviti grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim. Antibakteridlni aktivita in vitro byla stanovena za pouZziti mikrodiluéni metody
a vysledky byly vyjadireny  jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
6,7,4'-trihydroxyisoflavon (demethyltexasin), 7,3',4'-trihydroxyisoflavon (hydroxydaidzein),
5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon (biochanin A), 7,8,4'-trihydroxyisoflavone
(demethylretusin) a 5,7,4'-trihydroxyisoflavon (genistein) prokazaly vyznamny antibakterialni

Géinek (MIC = 16 pg.ml™). Nejucinnéjsi slou¢enina, demethyltexasin, byl nasledné testovan pro
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sv(j inhibi¢ni G¢inek proti Staphylococcus aureus a vykazoval vyznamné protistafylokokové
ucinky proti rdznym standardnim kmenlm a klinickym izolatim, a to véetné methicilinu a
tetracyklinu odolnym, s MIC v rozsahu od 16 do 128 pg.ml™.

Vysledkem analyzy vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) byly
identifikovany ortho-dihydroxyisoflavony, jako tfida antibakterialné ucinnych sloucenin. Byl
kladen ddraz na hydroxylové skupiny na C-5, 6 a 7 pozicich, jakozto na klicovy predpoklad pro
antibakterialni Ucinek rostlinnych isoflavon( a jejich metabolitli. Demethyltexasin, metabolit
isoflavon(i pfitomny v lidském téle prostfednictvim enterohepatalni recyklace soéjovych
isoflavon(l (daidzeinu, genisteinu), ukazal silnou antibakterialni u¢innost, zejména proti riznym
kmendm Staphylococcus aureus (véetné MDR a MRSA). Vyznamem této studie bylo
prohloubeni znalosti o isoflavonech, SAR a identifikace protistafylokokovych Gcinkl
demethyltexasinu, které naznacuji, Ze metabolity isoflavonii mohou byt jesté silngjsimi
antibakteridlnimi latkami, nez jejich prekurzory.

V poslednich letech se pocet multirezistentnich kmen( bakterii dramaticky zvysil.
Napfiklad, nozokomidlni infekce zplsobené methicilin-rezistentni bakterii Staphylococcus
aureus (MRSA) predstavuji zavazny celosvétovy problém, jelikoZ je hlavnim dlvodem mortality
u hospitalizovanych pacientll. Z rGznych pfistupl pouZivanych pro nalezeni uéinné latky pro
pfekondvani bakteridlni rezistence, se zdaji jako nejvhodnéjsi pfirozené se vyskytujici
protiinfekéni rostlinné produkty. Isoflavony jsou podtfidou isoflavonoidl, pfirozené se
vyskytujicich v lidské stravé a patfi mezi nékolik moZnych kandidatli antimikrobialnich
sloucenin, syntetizovanych rostlinami jako prostfedek na ochranu proti patogennim
mikroorganismdm. Jejich antibakteriadlni acinek proti nékterym kmen(m lidskych, potencidlné
patogennich bakterii, byl v predeslych studii také prokazan.

Stejné tak, jako jiné sekundarni metabolity rostlin, chemické struktury isoflavon( se
u lidi ¢i zvitat po natrdveni v gastrointestinalnim traktu pfeméni na jiné latky s podobnou
strukturou, které mohou vykazovat biologické aktivity, podstatné se lisici od jejich prekurzord.
Existuje nékolik studii, které se zabyvaji protizanétlivymi, protinddorovymi a antioxida¢nimi
ucinky metabolitli isoflavon( a prokazuji tak, Ze jsou tyto slouceniny vice biologicky aktivni nez
jejich prekurzory. Pres obrovsky biologicky potencial metabolitl isoflavond nebyla doposud
zverejnéna zadnd zprdva, poukazujici na jejich antibakteridlni ucinek. Kromé toho, predchozi
studie ukazaly, Ze hydroxylové skupiny isoflavon( a jejich methylace v urcitych polohach se
Casto vyskytuji béhem traveni. To vyrazné ovliviiuje jejich biologické vlastnosti a hraje klicovou
roli v jejich antibakterialnim potencidlu. Na zakladé predpokladu, Ze aktivita metabolitd by
méla byt silnéjsi, neZ jsou isoflavony samotné a méla by byt také ovlivnéna pfitomnosti

funkénich skupin v urcitych polohach, byla hodnocena antibakteridlni aktivita nékolika
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methoxy- a hydroxylovych struktur, souvisejicich s isoflavony a jejich metabolity, v€etné jejich

potencialu pro anti-MRSA ¢innosti.

4.2.3.1 Antibakterialni aktivita vybranych isoflavonii a jejich metabolitii

V rdmci patnacti sloucenin isoflavonll testovanych v této studii, vykazalo pét z nich in
vitro antimikrobidlni aktivitu proti alespon jedné z deviti bakterii testovanych kmend. Hodnoty
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stanovené pro tyto antibakteridlné ucinné latky ukazaly,
Ze metabolit isoflavond ¢. 6 (6,7,4'-trihydroxyisoflavone, syn.: dymethyltexasin) vykazal
nejsilnéjsi efekt inhibice ristu s hodnotami MIC > 16 pg.ml™, nésledoval isoflavon ¢ 9
(5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon, tedy biochanin A) a dale ¢. 14 (5,7,4'-trihydroxyisoflavone,
syn.: genistein) s hodnotami MIC 2 32 a = 64 ug.ml™( v tomto poradi) a kone¢né metabolit ¢. 7
(7,3', 4'-trihydroxyisoflavone, hydroxydaidzein) a metabolit ¢. 10 (7,8,4'-trihydroxyisoflavone,
demethylretusin), s hodnotami MIC > 128 ug.ml™. Na rozdil od dfive popsaného
antibakteridlniho Gcéinku slouceniny 9 proti nékterym kmenUm Clostridia, Chlamydia,
Mycobacterium a S. aureus, stejné jako u slouceniny 14 proti Mycobacterium a S. aureus,
neexistuji ale zddné zpravy o antibakteridlnim Gcinku Cisel 6, 7 a 10. JelikozZ tyto tfi slouceniny
patfi do ortho-dihydroxyisoflavont, tfidy sloucenin zndmych jako silné protizanétliva,
protialergickd a antioxidacni Ccinidla, pfispivaji ke sniZzeni hladiny cholesterolu, ke
kardiovaskuldrni ochrané a prevenci nadord, mohou byt isoflavony z této skupiny povaZovany
za perspektivni struktury pro vyvoj novych antimikrobidlnich Iéciv. Zejména aktivita slouceniny
6, kterd v experimentech provadénych v této studii ukazala nejsilnéjsi antibakteridlni aktivitu a
kterd se nachdzi ve vysokych hladindch v nékterych druzich fermentovanych potravin
vyrobenych ze séji, by méla byt zkoumana podrobnéji. Kromé toho, slouceniny 6, 7 a 10, které
predstavuji tfi hlavni metabolity jaterniho metabolismu daidzeinu (¢. 13) jsou vice aktivni nez
jejich prekurzor, ktery neukdzal Zadnou, nebo pouze zanedbatelnou antibakteridlni aktivitu.
Toto pozorovani je ve shodé s dfive publikovanymi zpravami popisujicimi silnéjsi biologickou
aktivitu metabolith isoflavont neZ jejich prekurzorlG. Napfiklad, equol, jeden z nejvice
biologicky aktivnich metabolitd daidzeinu, vykazuje protinddorovy Uucinek, diky inhibici
bunécné transformace, zatimco jeho prekurzor je neaktivni. Dalsim pfikladem tohoto jevu je 7,
jako hlavni metabolit 13, ktery ucinné inhibuje UVB svétlem vyvolanou expresi
cyklooxygendazy 2 (COX-2), zatimco 13 nemd 7adny vliv na hladiny exprese COX-2. Zadna z
testovanych sloucenin neméla vliv na rist testovanych gramnegativnich bakterialnich kmenu
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis), coz se shoduje s
predchozimi studiemi, které popisovaly nizky antibakteridlni ucinek isoflavonl proti

gramnegativnim bakteriim.
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Vsechny vysledky ukdazaly, Ze s vyjimkou jednoho dihydroxymethoxyisoflavonu (9), byly
antibakteridlné aktivni jen trihydroxyisoflavony. Pozice hydroxylové skupiny na kruhovém
systému pyranu je velmi dlleZitd pro antibakterialni aktivitu flavonoidd, vzhledem k tomu jsou
hydroxylové skupiny v poloze C-7 a/nebo C-5 povazovany za rozhodujici. Kromé toho,
pritomnost C-4'-hydroxylace ma zvySit ucinnost isoflavonoidové struktury. V pfipadé
slouceniny 14 jsou vysledky odpovidajici témto zjisténim. Na druhou stranu, nejaktivné;si
struktura (6) ma hydroxylové skupiny na C-6, -7 a -4/, coZ naznacuje, Ze hydroxyl na C-6, hraje
dalezitou roli v antibakteridlnim Ucinku isoflavond. Naopak, slouceniny, obsahujici alespon
jednu methoxy skupinu na kruhu A (1-5, 8, 11 a 12), nebo methoxy skupinu v poloze C-4‘ a
zaroven pouze jednu hydroxylovou skupinou v kruhu A (15) selhaly v inhibici bakteridlniho
rGstu p¥i hodnotach MIC 128 pg.ml™. Tento klesajici Gi¢inek antibakteridlni aktivity v diisledku
pritomnosti methoxy skupin ve struktufe isoflavon( byl navrien uZ dfive. Inhibice syntézy
nukleovych kyselin, tedy mechanismus antibakteridlniho plsobeni dfive navrieny pro
genistein, neni typickou reakci, jak ziskal Staph. aureus rezistenci. Je mozné predpokladat, ze

rezistence na jiné isoflavony, véetné demethyltexasinu (6), se mlzZe vytvofit jen v omezené

mife.
Cislo testované
Nazev isoflavonu
slouceniny
1 6,4’ -dimethoxy-7-hydoxyisoflavon
2 6,7,4’-trimethoxyisoflavon
3 7,4'-dimethoxyisoflavon
4 5,7,4’-trimethoxyisoflavon
5 7-hydroxy-6-methoxyisoflavon
6 6,7,4 -trihydroxyisoflavon
7 7,3’,4’-trihydroxyisoflavon
8 7,4'-dimethoxy-5-hydroxyisoflavon
9 5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon
10 7,8,4'-trihydroxyisoflavon
11 5,4’-dihydroxy-7-methoxyisoflavon
12 7,4’-dihydroxy-6-methoxyisoflavon
13 7,4'-dihydroxyisoflavon
14 5,7,4'-trihydroxyisoflavon
15 7-hydroxy-4’-methoxyisoflavon

Tabulka 1: Pfehled testovanych latek
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4.2.3.2 Antibakteridlni ucinek demethyltexasinu proti rezistentnim kmenim

Staphylococcus aureus

Pfi pocatecnim screeningu antibakterialni aktivity wvybranych isoflavon(i ukazal
vyznamny inhibi¢ni efekt proti ristu S. aureus demethyltexasin (latka €. 6), tato sloucenina byla
nasledné testovana proti deviti klinickym izolatim a ¢étyfem ATCC (americka kolekce typovych
kultur) kmendm citlivych stafylokokl a rezistentnich stafylokok(l. VSechny kmeny S. aureus
byly inhibovany demethyltexasinem (¢. 6), v rozmezi MIC 16-128 pg.ml™. Ze viech testovanych
kmenU S. aureus byly nejvice citlivé (MIC 16 pg.ml™): MRSA (CCM 7112), MRSA (MR 12004),
TRSA (TR 12001) a MSSA (MS 12001). VSechny kmeny MSSA byly potlaceny vsemi antibiotiky
testovanymi pfi nizSich koncentracich nez 6. Kromé toho, latka 6 vykazovala vyznamnou
antibakterialni aktivitu vici TR (12001 a 12002) a multirezistentnim (MDR) MRSA klinickym
izolatlim (CCM 7112 a CCM 7115) s hodnotami MIC v rozmezi od 16 do 64 pg.ml™. Jak Ize vidét
z vysledkd, tato studie ukazuje, Ze sloucenina 6 je ucinna proti riznym kmenUm S. aureus,
které jsou rezistentni vici jinym antimikrobidlnim latkam, jako jsou erythromycin, oxacilin,
tetracyklin a vankomycin.

Jednd se o prvni zpravu o protistafylokokové aktivité isoflavonového metabolitu
demethyltexasinu, i pfes fadu studii o antibakteridlni aktivité rostlinnych isoflavonoidl proti
MRSA.

Pokud je mozné pouzit slouceninu 6 jako antimikrobidlni ¢inidlo, mély by byt detailné
prozkoumany jeho technologické a toxikologické vlastnosti. Toxicita flavonoidud je velmi nizka,
napfiklad LD50 pro potkany je rozmezi od 2 do 10 g na zvite, dosdhnout podobnych davek
u lidi je velmi nerealné. Kromé toho, potraviny obsahujici isoflavony, véetné potravinovych
doplrikd, jsou doporucovany pfi Iécbé nemoci zavislych na hormonech. Demethyltexasin,
sloucenina pravidelné konzumovana v produktech na bazi fermentované soji, jako je doenjang
a tempeh, se vyluCuje moci po metabolizaci v jatrech a predpoklada se, Ze je pro lidi netoxicka.
Kromé toho, Lee et al. popsal vyznamnou inhibici proliferace rakovinnych bunék v lidském
tlustém stifevé u demethyltexasinu a nebyla pozorovdna Zadna cytotoxicita na lidské bunécné
linie. Hydrofobnost isoflavon(i obecné v lidském téle poskytuje delsi retencni Casy: proto Ize
ocekavat dlouhodobou ucinnost také pro 6. Slouceniny jsou obvykle rozpustné v polarnich
rozpoustédlech béiné pouZivanych v antimikrobidlni farmakoterapii. Problém jejich
hydrofobnosti by mohl byt prekonan pouzitim riznych technik, jako napfiklad popsal Hanski et
al. (2012) - popsal sublingvalni formu filmu, ktera ukazala velmi zlepSenou rychlost rozpousténi
a rozpustnost v porovnani s praskem. MoZnou cestou pro absorpci této slouceniny do krevniho

obéhu z gastrointestinadlniho traktu je i pres enterohepatalni cirkulaci. Na zakladé vyse
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uvedenych skutecnosti, je tato sloucenina navrhnuta jako vedouci struktura pro dalsi rozvoj
protistafylokokovych farmaceutickych pripravkld. A7z do nynéjska neexistovala 7adna studie
zamérena na pritomnost 6 v séru, ale existuje nékolik studii prokazujicich pfitomnost daidzeinu
a genisteinu v krevni plazmé u Cpnx 1,1 pg.ml™ po poZiti séjového mléka a vyskyt
formononetinu v potkanim séru s Cnax 5,4 pg.ml™po ordlnim pfijmu extraktu z rostlin rodu
Dalbergia, coz je ve shodé s hodnotami C,,,, béZné pouzivanych antibiotik proti stafylokokim.
Vysledky této studie ukazuji, Ze vybrané isoflavony a jejich metabolity vykazuji in vitro
antimikrobialni aktivitu, zatimco skupina ortho-dihydroxyisoflavony vykazuje nejsilngjsi
rastové - inhibi¢ni ucinek. Sloucenina 6, ktera je metabolitem pfirozené se vyskytujicich
isoflavon(l 13 a 14, ukazala v experimentech nejsilnéjsi antibakterialni aktivitu, zejména proti
rdznym kmentm S. aureus. Podle dosavadnich znalosti, je toto prvni zprava o antibakterialni
aktivité isoflavonového metabolitu i pfes jiZz zndmou antibakteridlni aktivitu rostlinnych
isoflavonoidd. Kromé toho, vysledky analyzy vztahu mezi strukturou a aktivitou naznaduji
vyznamnou roli polohy a pocétu hydroxylovych a methoxy skupin ve strukture isoflavonll a
znaci, ze hydroxylové skupiny v polohach C-5, C-6 a C-7 jsou rozhodujicim pfedpokladem pro
antibakteriadlni Ucinek. Na zakladé téchto vysledkd, jsou slouéeniny 6 navrieny jako mozné
struktury pro dalsi vyvoj protistafylokokovych farmaceutickych pfipravk(. Nicméné,
podrobnéjsi toxikologické, farmakodynamické/farmakokinetické a mikrobiologické studie
(napt. ¢etnost mutaci) by mély byt stanoveny pied tim, neZ bude zvaZovan k terapeutickému

pouziti.

Slou¢enina/MIC (pg.ml™)
Testované kmeny 6 ERY | OXA | TET | VAN
MSSA (ATTC 25923) 128 | 0,25 | 0,25 | 0,25 2
MSSA (MS 12001) 16 | 0,25 | 0,25 | 0,25 1
MRSA (CCM 7112) 16 | >512 | 512 32 1
MRSA (CCM 7115) 64 | >512 | 512 64 2
MRSA (MR 12001) 32 | >512 | 128 | 0,25 1
MRSA (MR 12004) 16 | >512 | 32 0,5 2
MRSA (ATCC 43300) 128 | >512 | 16 | 0,13 2
MRSA (ATCC BAA-976) | 128 | >512 8 0,25 2
MRSA (ATCC 33591) 128 | >512 | 256 | 64 2
TRSA (TR 12001) 16 0,5 0,5 16 2
TRSA (TR 12002) 32 1 0,25 | 0,25 | 16 1
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ERSA (ER 12001) 32 | >512 | 0,25 | 0,25 2

EMRSA (EMR 15) 32 | >512 | 16 | 0,25 1

Tabulka 2: In vitro protistafylokokovy ucinek demethyltexasinu (6). MIC: minimalni inhibi¢ni
koncentrace, 6 - 6,7,4’-trihydroxyisoflavon, ERY — erythromycin, OXA —oxacilin, TET — tetracyklin, VAN —
vankomycin, MRSA: methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (SA), MSSA: methicilin-senzitivni SA,
TRSA: tetracyklin-rezistentni SA, ERSA: erythromycin — rezistentni SA, EMRSA: epidemicky MRSA, CCM:

Ceska kolekce mikroorganismu

4.2.3.3 Materialy a metody

Chemikalie - bylo testovano 15 komercné ziskanych sloucenin a byly vybrany tak, aby
se jednalo o strukturné podobné isoflavony a jejich metabolity. Zasobni roztoky byly
pfipraveny rozpusténim isoflavon(i v dimethylsulfoxidu v koncentraci 12800 pg.ml™ a pak
skladovany pfi -20°C. Ciprofloxacin, erythromycin, oxacilin, tetracyklin a vankomycin, byly pred
testovanim rozpustény ve vhodné koncentraci v deionizované vodé nebo ethanolu.

Bakteridlni kmeny a rlstovd média - Antimikrobidlni aktivita byla hodnocena u deviti
bakteridlnich kmeni z kolekce americkych typovych kultur (ATCC), byli vybrani zastupci z obou
tfid bakterii - grampozitivni (Bacillus cereus ATCC 11778, Enterococcus faecalis ATCC 51299,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC 29213, Staph. epidermidis ATCC
12228, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) a gramnegativni (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis ATCC 13076). Standardni ATCC
kmeny, véetné téch testovanych na protistafylokokovou aktivitu 6 (Staph. aureus ATCC 25923,
ATCC 43300, ATCC BAA-976 a ATCC 33591), byly zakoupeny od Oxoid (Basingstoke, UK). Devét
lidskych klinickych izolatl stafylokokovych kmen( - meticilin-rezistentnich(MR 12001, MR
12004, CCM 7112, CCM 7115), methicilin senzitivni kmen (MS 12001), tetracyklin-rezistentnich
(TR 12001, TR 12002), erythromycin-rezistentni (ER 12001) a epidemicky MRSA (EMR 15), byly
ziskany z Fakultni nemocnice Motol (Praha, CR). S vyjimkou Strep. pyogenes, ktery byl péstovén
v infuzi mozku a srdce, byly vSechny bakterie testovany v Mueller-Hinton bujénu. Pro
Ent. faecalis, byl Mueller-Hinton bujon obohacen o 1 % glukdzy. Citlivost standardnich kmen(
na ciprofloxacin a nachylnost klinickych izolatl na oxacilin, erythromycin, tetracyklin

a vankomycin byla zkontrolovana.

4.2.3.4 Antimikrobialni test

Antimikrobidlni aktivita in vitro byla stanovena mikrodilu¢ni metodou za pouziti 96ti

jamkové mikrotitracni desti¢ky. Vzorky byly dvojkové ziedény v Mueller-Hinton bujonu
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(100 pl), v rozsahu od 4 do 128 pg.ml™. Bakteridlni kultury byly zfedény tak, aby obsahovaly
2,5-3 x 10* CFU ml™* v mikrotitraéni desti¢ce, kazda jamka byla nasledné inokulovana suspenzi
a mikrodesticky byly inkubovany pfi 37°C po dobu 24 hodin. Rlst mikroorganismG byl
hodnocen vizudlné jako zakal a presnéji uréen mérenim optické hustoty na fotometru pfi
koncentrace, které vykazovaly alesporn 80 % sniZeni rGstu mikroorganism(, ve srovnani
s kontrolou rlstu neobsahujici slouceniny. VSechny vzorky byly testovany ve tfech nezavislych
experimentech, z nichZ kazdy byl proveden trikrat, vysledky jsou uvedeny jako priimér z MIC

ziskanych z téchto experiment. (7)

4.2.4 Farmakokinetika v plazmé a vylucovani isoflavonii moéi po poziti
sojovych vyrobkli s rlznymi poméry aglykonu/glukosidu u

jihokorejskych Zen

Asijské populace jsou zndmé pro svlij znacny pfijem tradi¢ni potravy, bohaté na séju,
kterd ma vyznamny zdravotni pfinos, a to diky vysokému obsahu isoflavoni. Nicméné ale
dostupné epidemiologické udaje potvrzuji tuto hypotézu pouze nepresvédcivé. Tato studie
byla provedena s cilem vyhodnotit farmakokinetiku isoflavon( u jihokorejskych Zen, po poziti
potravin na bazi séji. Dvacet Sest zdravych dobrovolnik( (Zeny ve véku 20-30 let) spotiebovalo
tfi rdzné séjové produkty (tj. isogen, sdjové mléko a fermentované séjové boby) s rlaznymi
poméry aglykonu/glukosidu. Koncentrace isoflavond v plazmé a moci byly méreny pomoci
vysoce Uc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) po poziti jednoho ze séjovych produktd.
Farmakokinetické parametry byly stanoveny s pouZitim programu WinNonlin. Plocha pod
kfivkou (AUC) pro hladiny daidzeinu v plazmé u skupiny se séjovym mlékem (2,101 + 352
ng.h/ml) byla znaéné mensi nez u skupiny pozivajici isogen (2,628 + 573 ng.h/ml) a nez
u skupiny s fermentovanymi séjovymi boby (2,593 + 465 ng.h/ml). Maximalni koncentrace
daidzeinu v plazmé pro skupinu séjového mléka (231 + 44 ng/ml) byla zna¢né vyssi nez pro
skupinu sisogenem (160 * 32 ng/ml) a fermentovanymi séjovymi boby (195 * 35 ng/ml).
Polocasy daidzeinu a genisteinu u skupiny se sojovym mlékem (5,9 a 5,6 h v daném poradi)
byly vyrazné kratsi, nez u osob, které mély isogen (9,6 a 8,5 h v daném poradi) nebo
fermentovanou séju (9,5 a 8,2 h, v daném poradi). VytéZznosti daidzeinu a genisteinu z moci

byly 42 % a 17 % pro skupinu isogen, 46 % a 23 % pro skupinu fermentovanych séjovych bobl
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a33 % a 22 % pro skupinu sojového mléka. Zavérem lze fici, Ze data ziskané v této studii
ukazala, Ze sojové vyrobky, které obsahuji vysokou hladinu aglykoni isoflavon( jsou ucinnéjsi
pro udrZzeni koncentrace isoflavond v plazmé. Dodate¢nd odpovéd na davku a déle zdlouhavé,
dlouhodobé a intervencni studie jsou nutné k vyhodnoceni schopnosti potravin na bazi sdji

zvySovat biologickou dostupnost isoflavon(, které pozitivné ovliviuji lidské zdravi. (8)

4.2.5 Isoflavonoidy a hormony stitné zlazy

Existuji obavy, Ze vystaveni flavonoididm miize vést kendokrinnimu naruseni
hypotalamo — hypofyzarné — thyroidni osy (mezi hormony). Kromé toho také existuje dlikaz, ze
sekundarni rostlinné metabolity, obsazené v nasi kazdodenni stravé, nebo pouzivané
k substituéni hormonalini terapii, plsobi jako hormony samy, podobné jako zndmé ucinky
isoflavonoidl na sit steroidnich hormont. Tyto latky pfirodniho plvodu ovliviuji zpétnou
vazbu hormonu Sstitné Zlazy interferenci srlznymi slozkami tohoto homeostaticky
regulovaniho systému: biosyntéza, sekrece a metabolismus, transport, distribuce a pUsobeni
hormon Stitné Zlazy véetné mechanismu zpétné vazby. Genistein a daidzein, hlavni slozky séji,
ovliviiuji syntézu hormon( stitné Zlazy pomoci inhibice jodid oxidujictho enzymu
thyreoperoxiddzy, interferuji s transportnimi proteiny hormon0 stitné Zlazy a maji vliv na
¢innost 5‘-deiodinazy typu | v perifernich tkanich, coz vede ke zménam pusobeni hormon(
stitné Zlazy na bunécné Urovni. Syntetické flavonoidy, jako je naptiklad F21388, strukturné
podobné tyroxinu, prochazi placentou a dostavaji se také k mozku plodu zvifecich modeld.

Cilem tohoto pfispévku byl prehled o ucincich rlGznych isoflavoni a extraktl
rostlinného plvodu na hypotalamo — hypofyzarné — thyroidni ose. Dale byla predstavena nova
experimentalni data ziskana z odebranych vajecnikd potkan pomoci ovarektomie. Testované
latky byly rostlinné extrakty z Agnus castus, Belamcanda chinensis, Silybum marianum,
Cimicifuga racemosa a komercné dostupného sdjového produktu.

Provedenym pokusem se doslo k poznatklim, Ze u potkan( po ovariektomii extrakt ve
dvou davkach neukazal zadny vliv na cirkulujici hladiny TSH a hormon stitné Zlazy v séru po 3
mésicich |éCby.

Sit hormon( stitné Zlazy ma znacnou kapacitu pro kompenzaci poruchy zpétné vazby
tohoto systému, coZ je nezbytné pro rlzné metabolické a katabolické reakce a vyvoj.
Sohledem na stdle nedostatecny pfijem jodu v potravé témér u jedné tretiny svétové
populace, je potfeba zkoumat podrobnéji mozné nepfiznivé Gcinky flavonoid(l na ose hormon

Stitné Zlazy. (9)
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4.2.6 Metabolismus isoflavond a lignanti stfevni mikroflérou: studie

u bezmikrobnich potkanti a potkant spojenych s lidskou flérou

V této studii byly zfejmé interindividudlni rozdily v metabolismu isoflavon(i uvadéné
nékolika autory, pouze jeden z péti subjektl vyluCoval podstatné mnozstvi daidzeinového
metabolitu - equolu - v moci. Je pozoruhodné, Ze snizené vylu¢ovani equolu u lidskych subjekt(
nebylo zplUsobeno nizkym prijmem isoflavoni. Celkové vyluéovani isoflavonoidu v moci bylo ve
skutecnosti nejvyssi u subjektu 2, coz byl potkan se snizenym vylu¢ovanim equolu. | kdyZ se
zomezeného poctu subjektl této studie zda, Ze O-desmethylangolensin (O-DMA) je
produkovan na Ukor equolu, v rozsahlejsi studii neexistuje zaddny prevraceny vztah mezi témito
dvéma metabolity.

Vysledky této studie ukazuji, Ze pfitomnost stfevni mikrofléry je zdsadni pro tvorbu
equolu a pro dalsi metabolity fytoestrogen(, a to konkrétné O-DMA a enterolaktonu, protoze
bezmikrobni potkani krmeni sdjou vylucovali pouze daidzein a genistein. Domnélé bakterialni
metabolity daidzeinu, equol a O-DMA, nebyly u bezmikrobnich potkan( v moci detekovany,
atak tomu nebylo ani u metabolitu lignanu - enterolaktonu. Pfitomnost dihydroderivat(
genisteinu a daidzeinu u bezmikrobnich potkan( ukazuje, Ze jsou hlavné dasledkem procesl
savcl, pravdépodobné cytochromem P450 zprostiedkovanych reakci a nikoliv metabolismem
stfevnich bakterii. Bylo vSak zfejmé, Zze mnozZstvi dihydroderivatd a jejich pomér k plvodnim
slouc¢eninam byl vy3ssi u potkand HFA (human flora associated), coZ naznacuje, ze mikrofléra
mUze hrat roli pfi jejich vzniku, pfipadné pfi modulaci aktivity jaternich enzym(. Bohuzel toto
nebylo v ramci studie testovano.

Kolonizace bezmikrobnich potkani flérou ze stolice lidského subjektu, s kapacitou pro
pfeménu daidzeinu na equol, vedla u potkan( k vylu¢ovani znaéného mnozstvi metabolitu (8 %
celkovych isoflavonoidli v moci). Na rozdil od toho, nebyl equol detekovatelny v moci HFA
potkand, spojenych s flérou ze stolice z lidského subjektu ze subjektu produkujiciho nizké
mnozstvi equolu. Je zajimavé, Ze vystaveni mikrofléry téchto potkan( isoflavonim na 1 mésic,
nevedlo ke zvySené produkci equolu, coZ naznaluje, Ze na rozdil od nékterych jinych
cizorodych latek, jako je napriklad cyklamat, nedoslo k metabolickému prizpisobeni mikroflory
na daidzein. Vysledky spiSe ukazuji, Ze neschopnost nékterych subjektl produkovat equol, je
disledkem nedostatku specifickych bakterii ve stfevni mikroflore. Zajimavé je, Ze O-DMA, byl
zjistén pouze u jedné skupiny HFA potkan(, pfestoZe oba lidské subjekty pouZité jako zdroj
fekalniho inokula byly vylucovatelé O-DMA. Zda se tedy, Ze bakterie pro produkci O-DMA

z daidzeinu se u potkan( neprokazaly, vzhledem k fléfe vysoce produkujici equol.
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Je pozoruhodné, Ze pomér daidzeinu a genisteinu v moci bezmikrobnich potkant byl
priblizné 1:1, zatimco u potkanl HFA, bylo vylou¢eno podstatné vice daidzeinu neZ genisteinu
(pFiblizné 2:1). To znaci, Ze dochdzi ke znacnému bakteridlnimu metabolismu genisteinu, i kdyz
to nebylo moiné potvrdit, protoze metoda neni pro analyzu p-ethylfenolu, nebo
4-hydroxyfenyl-2-propionové kyseliny, povaZované za hlavni stfevni bakteridlni metabolity
genisteinu k dispozici.

Pozorovani, Ze podstatnd ¢ast nemetabolizovanych isoflavon(i byla vyluéovana moci
u bezmikrobnich potkan(, ukazuje, ze stfevni fléra nehraje vyznamnou ulohu pfi absorpci
sloucenin. Isoflavony v séjové bilkoviné jsou do znacné miry pritomny jako glykosidy a existuje
mnoho dlkazl, Ze nejsou v této podobé absorbovany. Bylo prokazano, Ze aktivita bakterialni
b-glykosidazy chybi ve stfevnim obsahu a vykalech bezmikrobnich potkant. Vysledky tedy
naznacuji, ze strevni bakteridlni b-glykosiddzové enzymy nejsou odpovédné za preménu
daidzeinu a genisteinu na jejich aglykony, vstfebatelné formy. Zda se proto, Ze aktivita savci
glykosidazy, spojena se sliznici tenkého streva, se podili na hydrolyze glykosidd pred absorpci.

Z této studie je jasné, Ze pritomnost stifevni mikrofléry ma velky vliv na biologickou
dostupnost isoflavonl. Celkové vylucovani isoflavonl u potkanl HFA bylo podstatné mensi,
nez u zvirat bez mikroflory. Exkrece genisteinu byla obzvlasté nizkd u potkan( HFA, coz
naznacuje, Zze dochazi k degradaci slou¢enin nedetekovanych pomoci metod pouzivanych v
této studii. To je v souladu se studiemi Coldham a Sauer (2000), ktefi uvedli rozsahlou
degradaci 14C znaceného genisteinu u potkanl a detekovali 4-hydroxyfenyl-2-propionovou
kyselinu jako hlavni rozkladny produkt, ktery ukazal, Ze je vytvofen z genisteinu, inkubaci se
stfevnim obsahem potkand in vitro (Coldham et al., 1999). Nizky podil genisteinu v moci a
stolici je popsan u lidskych a zvifecich studii ¢asto. Bylo zfejmé, Ze vyluCovani genisteinu a jeho
hlavniho metabolitu dihydrogenisteinu moci, bylo mnohem vyssi (v nékterych pripadech vice
neZ dvojnasobné) u samic nez u samci potkan(, at uz bezmikrobnich (GF), nebo ve spojeni s
lidskou stfevni mikroflérou. Lze spekulovat, Ze to mliZze odrazet rozdily v drovni endogennich
estrogenll nebo estrogenovych receptorll; nicméné, takové pohlavni rozdily ve vylucovani
genisteinu nebyly pozorovany v predchozich studiich na potkanech, jako je tomu u Coldham a

Sauer (2000), ani u lidi (Setchell et al, 1984;. Zhang et al., 1999).
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Ve studii bylo ukdzano, Ze schopnost produkce equolu miZe byt pfenesena z lidi do
bezmikrobnich potkanid. Tento experiment rovnéZz prokazal, Ze stfevni mikroflora ¢lovéka je
nezbytna pro produkci daidzeinu a metabolitd lignanu (equol, O-DMA a enterolakton, v tomto

poradi), ale ne pro hydrolyzu a absorpci isoflavonovych glykosidd. (10)
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Obrdzek 4: Metabolismus genisteinu a daidzeinu stfevni mikroflorou
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4.2.7 Fytoestrogeny ve stravé a zdravi

Flavonoidy jsou, jak jiz bylo nékolikrat zminéno velkou tfidou chemickych latek, které
jsou tvoreny pres fenylpropanoid-acetatovou drahu, pres chalkon syntazu a kondenzacni
reakci s malonyl-CoA. Tyto isoflavonoidy jsou podtfidou flavonoidl, kdy se ovSsem jeden
fenolovy kruh premistil z C-3 na C-2. Isoflavonoidy z lusténin, véetné genisteinu a daidzeinu,
jsou nejvice studované fytoestrogeny. Mohou existovat jako glukosidy nebo jako aglykony,
glukosidy snadno hydrolyzuji ve stfevé na své aglykony. Tyto aglykony jsou snadno prendseny
pres bunky stfevniho epitelu. Genistein ma jednu tfetinu Ucinnosti estradiolu, kdyZ interaguje
s estrogenovymi receptory ERB a jednu tisicinu ucinnosti estradiolu, kdyz se vzdjemné
ovliviiuje s ERa, coZ je stanoveno pomoci exprese specializovaného luciferazového
reportérového genu v ledvinovych bunkach, které byly transfektovdany ERa a ERB. Genistein
mUZe vyvolat podobné odpovédi v prsu, vajecnicich, endometriu, prostaté, cévni a kostni tkani
a u bunécénych linii, jako estradiol.

Genistein mlZe pUlsobit v nékterych tkanich jako antagonista estrogenu. Expozice
estradiolu u novorozenych prepubertalnich potkand druhu Sprague - Dawley zvysila pocet
vysoce proliferativnich struktur nachazejicich se na koncich mléénych kanalk( v prsni tkani.
Nicméné, vystaveni genisteinu sniZuje pocet téchto struktur. U modelu mysi a potkand,
genistein inhibuje vyvoj a rlst chemicky indukovanych nador( v prsu a prostaté. Genistein
a dalsi isoflavonoidy mohou uplatnit tento ucinek indukci signdlni transdukce vedouci
k apoptoze.

Genistein prokdzal ucinky, které nejsou obvykle spojeny s estrogenovymi receptory,
véetné schopnosti inhibovat tyrosinkindzy a DNA topoizomerazy. Inhibice téchto enzym( se
neméni ani v pfitomnosti antiestrogenu. Negenomické ucinky by mohly hrat roli v rozdilech
mezi genisteinem a estradiolem. Ne vSechny isoflavonoidy vSak prokazaly tyto nongenomické
ucinky. Blizce souvisejici isoflavonoid, daidzein, nemél Zadny ucinek na tyrosinkindzy nebo DNA
topoizomerazy. Jiné Ucinky, neZli souvisejici s ER, mohou mit souvislost s konkrétnim genem
fytoestrogen(l, neddvno objevenym v bunkach MCF-7. Tento gen je stimulovan genisteinem
a nereaguje na estradiol. Biologicky vyznam tohoto genu je neznamy.

Genistein ma rozdilné ucéinky na progresi bunécného cyklu nadorovych (MCF-7)
a nendadorovych (MCF-10F) matefskych buriek. Zvysil cyklin B1 expresi a fosforylaci p34cdc2
u nenadorové bunécné linie a nemél zZadny ucinek na nadorové bunécné linie. Genistein
inhibuje bunécnou proliferaci a blokuje bunécny cyklus ve fazi G2 u nenadorové bunécné linie
pfi fyziologické koncentraci 15mM. Neoplasticka bunécna linie neni tak citlivd na pritomnost

genisteinu, k blokaci bunécného cyklu doslo pouze pfi koncentraci 60 mM a vyssi. Schopnost
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genisteinu blokovat bunécnou proliferaci normaélnich prsnich bunék mulze pfispét
k preventivnim Gcink(m rizika vzniku rakoviny prsu.

Hlavnim zdrojem isoflavonoidd v potravé jsou potraviny na bazi séji. V Asii mlzZe byt
prijem sdji az 30-50 g denné a plazmatické koncentrace genisteinu byly naméreny od
0,1-10 mM. | kdyz fermentace séji mlZe snizit mnozstvi pritomnych isoflavonoidd, je jejich
biologicka dostupnost ve fermentovanych vyrobcich vyssi, takze hodnoty mocové exkrece jsou
podobné jako u lidi, ktefi konzumuji fermentované a nezkvasené produkty. | presto, Ze
genistein ma v porovnani s estradiolem pomérné nizkou ucinnost, tak mohou byt vysoké
koncentrace v plazmé dostatecné na to, aby pusobily fadu fyziologickych ucinkd.

Blizko pribuzna sloucenina isoflavonoidim je 8-prenyl naringenin, coZ je flavanon,
nalezeny v pfisadé piva - ve chmelu (Humulus lupulus). Pred identifikaci této slozky byl
diskutovan estrogenni potencidl chmele. In vivo Gc¢innost této slouéeniny je slabd, koncentrace
100 pg/ml 8-prenyl naringeninu podavana v pitné vodé (coZ odpovidd 15 mg/kg/den), je

evvs

nez koncentrace 8-prenyl naringeninu v pivu. (11)

4.2.8 Metabolismus sojovych isoflavonoidii daidzeinu, genisteinu
a glyciteinu u lidi. Identifikace novych metabolitti, které maiji

nedotcenou isoflavonoidovou kostru.

Epidemiologické studie spojuji vysoky pfijem séji se snizenim rizika nékterych
onemocnéni zavislych na hormonech. V této studii byl zkouman metabolismus sdéjovych
isoflavonoidld daidzeinu, genisteinu a glyciteinu u lidi. Cilem bylo nalézt a identifikovat
metabolity isoflavonoidll faze |, které maji intaktni isoflavonoidovou strukturu, a které by
mohly mit né&jakou biologickou aktivitu. Sest dobrovolnikd zahrnulo do své normalni zapadni
stravy tfi sdjové tyCinky denné po dobu 2 tydni. Denni vzorky moci byly odebrany pred a po
obdobi suplementace. Vzorky moci byly hydrolyzovany Helix pomatia (hlemyzd zahradni),
extrahovany diethyletherem, precistény Sephadex LH-20 chromatografii a analyzovany jako
derivaty trimethylsilyl metodou plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).
Struktury metabolitl isoflavonoidl byly identifikovany za pouZiti autentickych referencnich
sloucenin. Metabolity, pro které autentické referencni slouceniny nebyly k dispozici, byly
identifikovdny podle interpretace hmotnostnich spekter. Bylo identifikovdano nékolik novych

metabolitl isoflavonoidd a byla potvrzena pritomnost dfive hlasenych metabolit(.
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Metabolické drahy daidzeinu, genisteinu a glyciteinu byly prezentovany na zakladé identifikace
metabolitd v lidské moci po suplementaci séjou.

Studie se zamé¥ila na dva hlavni séjové isoflavonoidy, daidzein a genistein, které byly
testovany jako aglykony, nebo jako konjugaty glukosid(l v fadé bunécénych linii a na zvitecich
modelech. Velmi mald pozornost byla vénovana metabolismu isoflavond a moZnym
biologickym ucinkim samotnych metabolitl. Byla demonstrovdna estrogenni aktivita equolu,
metabolitu daidzeinu a metabolity sojovych isoflavonoidd se jevi jako Uc¢inné antioxidanty.
Také metabolity faze Il, konjugaty siranu a kyseliny glukuronové u isoflavonoidd, byly
predmétem zkoumani a byly pozorovany nékteré biologické aktivity.

V této studii, byl metabolismus isoflavonl faze | studovan stanovenim metabolit

isoflavon(l v lidské modi, ziskané po konzumaci séji. Nékolik novych metabolitd isoflavont bylo
identifikovdno za pouziti autentickych referencnich sloucenin, nebo interpretaci hmotnostnich
spekter. Byla potvrzena pfitomnost dfive uvadénych redukovanych metabolitl daidzeinu
a genisteinu, dihydrodaidzeinu, equolu, O-DMA a cis-4-OH-equolu, dihydrogenisteinu a 6-OH-
O-DMA. Poprvé doslo k popisu identifikace redukovanych metabolitd glyciteinu, tretiho
séjového isoflavonu, metabolitu, ktery nebyl pfedem u lidi stanoven. Hladiny metabolit(
glyciteinu, dihydroglyciteinu, 5-OMe-O-DMA a 6-OMe-equolu, ve vzorcich moci byly nizké, ale
identifikace téchto metabolitl v lidské moci znadi, Ze stejné jako daidzein a genistein i glycitein
je stfevni mikroflérou pfeménén na redukované metabolity.
Tvorba hydroxylovanych metabolitd daidzeinu, genisteinu a glyciteinu byla prokazana
Kullingem a kol., a byla také uvedena celd fada hydroxylovanych metabolitd v lidské moci po
konzumaci séji. V této studii bylo mozné identifikovat tfi hydroxylované metabolity daidzeinu,
3,47- ; 4'6,7- a 4'7,8-trihydroxyisoflavony a jeden metabolit genisteinu,
3,4 5,7-tetrahydroxyisoflavon. Predpokladd se, Zze tyto Ctyfi slouceniny mohou byt
povaZovany za hlavni oxidované metabolity daidzeinu a genisteinu, protoze hladiny jinych,
drive uvadénych hydroxylovanych metabolitd identifikovanych ve vzorcich modi rovnéz v této
studii, jsou vyrazné nizsi. Zda je individualni rozdil v produkci téchto oxidovanych metabolitd,
musi byt jeSté prostudovano. Je ale tfeba poznamenat, Ze alternativni cesta pro tvorbu
4‘,6,7-trihydroxyisoflavonu je demethylace glyciteinu. To bylo vidét pfi analyze vzork( moci
sebrané po konzumaci jetele. Hladiny 4‘,6,7-trihydroxyisoflavonu a dalSich metabolitl, které
maji stejny substituéni vzor, jsou vyrazné nizsi nez ve vzorcich moci odebranych po konzumaci
séjou.

Vysledky naznaduji, Ze oxidativni metabolické cesty existuji i pro metabolity isoflavont

tvorenych stfevni mikroflérou. Navic, ale pravdépodobné v mensi mite, metabolity v jatrech,
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které podstoupi enterohepatdlni cirkulaci, se mohou podrobit redukénim reakcim strevni
mikrofléry.  Nékolik novych metabolith  majicich isoflavanonovou, isoflavanovou
a-methyldeoxybenzoinovou strukturu spolu s dalSimi hydroxylovymi skupinami na pozicich 3‘-,
6- nebo 8-, bylo v této studii identifikovano. Hladiny téchto metabolitl byly v moci nizké. Tti ze
Sesti Ucastnikl( byly tzv. equol producenty a equol, stejné jako i dalsi metabolity, které maji
strukturu isoflavan(, byl detekovan pouze v moci téchto osob.

Metabolismus isoflavonoidd u lidi je tedy rlzny. Bylo nalezeno mnoho produktl
metabolismu po konzumaci isoflavon(. Metabolické drahy daidzeinu, genisteinu a glyciteinu
byly navrZeny na zdkladé identifikace metabolit(i v lidské moci po suplementaci séjou. | kdyz v
této studii nebyla provedena Zadna kvantitativni analyza isoflavonoidd, nékteré orientacni
informace o mnoistvi metabolitd mohou byt ziskdny srovnanim vySek pikl v celkovém
iontovém chromatogramu. Za hlavni metabolickou reakci faze | aglykonl séjovych isoflavoni
se zdd byt redukce. Metabolity vytvorené jinymi reakcemi se vyskytuji v mensi mife.
Hydroxylované metabolity predstavuji napfiklad pouze mensi procento celkovych metabolit(
isoflavon(l. K nékterym demethylacim glyciteinu ani nedochazi. Rozsah demethylace se zda byt
zavisly na poloze methoxy skupiny, protoZe biochanin A a formononetin, které maji methoxy
skupiny v kruhu B, jsou témér kompletné demethylovdny na genistein a daidzein. Kulling a kol.
prokazal, ze methylace oxidovanych metabolitl isoflavont se vyskytuje in vitro a in vivo v
mensi mife. Identifikace 4‘,7-dihydroxy-3‘-methoxyisoflavonu, 3-OMe-equolu, v lidské moci po
konzumaci séji naznacuje, Ze, stejné jako isoflavony, také jejich metabolity, které maji lokalni
hydroxylové skupiny, mohou byt methylovany katechol-O-methyltransferazou (COMT).
Analyzu produktl latkové vymény, vytvorené Stépenim C-kruhu, nebo konjugaci se sulfonovou
nebo glukuronovou kyselinou, nebylo mozné prezentovat pomoci metody GC-MS. Jsou tedy
potieba dalsi studie ke zjisténi, jaké jsou skute¢né konecné produkty metabolismu isoflavond,

stejné jako skute¢né mnozstvi a druhy cirkulujicich konjugatd isoflavonu. (12)

4.2.9 Nova radioimunoesej pro daidzein

Daidzein je pfirodni latka, kterd se hojné vyskytuje v nékterych potravinach. Mozny
prospésny vliv tohoto isoflavonoidu se zdd byt zaloZzen ne pouze na zakladé jeho slabych
estrogennich a/nebo antiestrogennich vlastnostech, ale i na jeho obecné antimitotickych
ucincich.

Analytické metody pro studium biologické dostupnosti a metabolismu isoflavonoid(

v potravé jsou zaloZeny na GC-MS nebo HPLC. Metody GC-MS vyzaduji pomérné pracné
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predzpracovani vzorkd a HPLC metody potfebuji predcisténi. Obé techniky vyZaduji nakladné
vybaveni. Tyto skutecnosti Cini obé metody méné vhodnymi pro epidemiologické studie.
Dobrou alternativou k témto metodam by mohla byt imunoesej, a to diky jednoduchosti,
relativné nizké cené a dostupnosti pro sériové prace a automatizaci. Ackoli by pro rutinni praci
mély byt upfednostiiovany neradioisotopové metody, je obvyklé, Ze radioisotopové metody
byly dfive vyvinuty pro ptipravu dalSich - vyhodnéjsich metod. Pfedkladané dvé metody pro
daidzein jsou citlivéjsi neZz kterakoli z metod pouZivanych v minulosti pro kvantifikaci
fytoestrogent v biologickych tekutinach.

RIA nerozliSuje mezi daidzeinem a formononetinem, jez je methoxyderivatem
daidzeinu, methoxylovany v poloze (4‘-), jehoZ prostfednictvim je hapten pfipojen na nosny
protein v imunogenu. To ale neni problém, protoze formononetin v potravindch je ve stfevech
prakticky kvantitativné preveden na daidzein a jiné metabolity. Pouze v jednom pfipadé byla
tato sloucenina detekovdna ve vzorku moci vegetariana. Nicméné, jiné 4'-O derivaty daidzeinu
mohou také vyvolat signal stejného radu jako daidzein. V dlsledku toho hodnota pfimé RIA
pravdépodobné odrazi soucet volného daidzeinu a jeho 4'-glukuronidd a sulfatd. Posledni dva
jmenované metabolity nejsou extrahovany éterem. Chromatografie extraktu diethyletheru
z moci vykazovala pouze jeden imunoreaktivni pik odpovidajici pozici standardu daidzeinu
(data nejsou uvedena). Relativné nizky koeficient korelace (0,71 po odstranéni jedné odlehlé
hodnoty), pfi porovndani pfimé RIA s vysledky GCMS lze vysvétlit tim, Ze pfima RIA detekuje
nejen volny daidzein, ale i jeho 4'-O metabolity, ale nedetekuje konjugaty, stejné jako metody,
stejné jako metody GC-MS. Extrakéni metoda nevykazovala Zadnou korelaci s vysledky GC-MS.
Tato metoda detekuje pouze volny daidzein a kfizové reagujici 4'-methyl derivat formononetin.
Volné koncentrace mohou do znacné miry v plazmé kolisat nezavisle na hladiné konjugatd.
Kromé toho je tfeba pfipomenout, Ze v rannich vzorcich maze byt volna hladina mnohem nizsi
ve srovnani s konjugdty brzy po pfijmu isoflavonoid(. Vysledky pro pfimou RIA ukazaly
pozitivni zkresleni pro hodnoty nizsi nez 20 nmol/l, a je mozné, Ze pro extrakéni metody existuiji
podobna zkresleni. To by mohlo byt v obou pfipadech pripsano efektim matric. Nepodafilo se
vSak toto hodnotit pro metody extrakce, protoze citlivost metody GC-MS je nedostatecna pro
malé urovné volného daidzeinu. Na druhou stranu, udaje o vymizeni plazmatického daidzeinu
a o jeho vylucovani po pfijmu sdji jsou ve shodé s predchozimi GC-MS a HPLC studiemi. Ve
studii byla dobra korelace mezi volnym daidzeinem a celkovou daidzein 4'-imunoreaktivitou v
séru dobrovolnikdl po poziti sojového Srotu, ale bez daidzeinu cinil pouze 8,3 % celkového
imunoreaktivity, coZ je v souladu s pfedchozimi studiemi, které ukazuji, Ze vétSina daidzeinu se
vyskytuje v plazmé jako glukuronid. Zda se, Ze daidzein se velmi rychle méni na vice hydrofilni

konjugaty (glukuronidy nebo sulfaty), které jsou pak velmi rychle vylou¢eny moci. Nelze
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posoudit, jaka ¢ast z koncentrace celkového daidzeinu se v pfimé RIA odrazZi, protoZe standardy
4'-sulfatu a 4'-glukuronidu nejsou v tomto okamziku k dispozici. Konjugaty v poloze 7 kruhu A
nejsou s nejvétsi pravdépodobnosti méreny pfimou RIA. Pro presné vyhodnoceni celkového
obsahu daidzeinu, by mél RIA pfedchazet jesté jeden krok v podobé hydrolyzy.

Na druhou stranu, dokonce i nejjednodussi verze pfimé RIA se zdd byt vhodnd pro
screening a pro studium kinetiky, protoZe ziskany signdl je Umérny volnému analytu po zatizeni
sojou. Nicméné pfi nizké drovni, je vztah mezi volnym a celkovym daidzeinem méné
uspokojivy, pravdépodobné kvli nékterym interferujicim slou¢enindm nebo ucinkim matrice.
Je tfeba také pfipomenout, Ze zakladni hladiny byly naméreny v plazmé rannich vzorkd, a to Ize
Castecné vysvétlit tim, Ze volné hodnoty daidzeinu nekoreluji s hodnotami ziskanymi s pfimym
RIA z ddvodu rozsdhlého metabolismu daidzeinu a Ucasti metabolitl v enterohepatadlnim
obéhu. Plvod imunoreaktivity daidzeinu v séru jedincl nekonzumuijicich séju zlstava otazkou.
Podle literatury se tento isoflavon vyskytuje prevdiné u lusténin, ale nizké koncentrace se
nachazeji také v obilovinach, kavé a mléku. Malé mnoZstvi sdjové bilkoviny, kterd obsahuje
isoflavonoidy je ¢asto priddvano do takovych potravin, jako jsou chléb a klobasy. Dostupnost
citlivéjsi a levnéjsi imunoeseje umozni zjistit, zda existuji néjaké "neklasické" zdroje daidzeinu v
lidské ¢i zvifeci stravé. Druhd otdzka, kterd by mohla byt prehodnocena, je zda opravdu
nedochazi k hromadéni daidzeinu v téle. Kromé toho, tyto citlivé testy umozni, aby bylo mozné
mérit daidzein v bunkach a tkanich. ZvysSeni znalosti pohybu a metabolismu tohoto dietniho
faktoru by mohlo byt dlleZité s ohledem na moZné vyuZiti daidzeinu a/nebo pfibuznych
slou€enin v prevenci onemocnéni, u kterych maji tyto slou€eniny prospésny ucinek. Doslo se k
zavéru, Ze vyvoj prvni imunoeseje pro fytoestrogen v lidskych biologickych tekutindch povede k
rychlému rozvoji dalsich podobnych metod pro genistein, equol, enterolakton a jiné dalsi

fytoestrogeny a umozni provadét vétsi epidemiologické studie. (13)

4.2.10 Biotransformace isoflavonoidi biochaninu A, formononetinu

a glyciteinu pomoci Eubacterium limosum

Eubacterium limosum, striktné anaerobni bakterie zlidského stfevniho traktu, je
schopna O-demethylace nékolika sloucenin, byla v této studii testovdna pro schopnost
metabolizovat tfi methoxylované isoflavonoidy — biochanin A, formononetin a glycitein. Elu¢ni
profily vysokoucinné kapalinové chromatografie u metabolitd biochaninu A, formononetinu
a glyciteinu ukdazaly piky, které mély retencni ¢asy shodné jako identicky genistein, daidzein
a 6,7,4'-trihydroxyisoflavon. Metabolity byly identifikovany pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii. Eubacterium limosum vyprodukovala 61,4 uM genisteinu
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a 13,2 uM daidzeinu ze 100 uM biochaninu A a formononetinu, po 26 dnech inkubace.
O-demethyldzova aktivita je spojena s burikami a nebyla detekovana v extraceluldrni frakci
bakterialni kultury. Jednalo se o prvni studii, ve které byla prokdzana pfeména biochaninu A

a formononetinu na silnéjsi fytoestrogeny pomoci bakterie. (14)

4.3 Biochanin A, formononetin

4.3.1 Metabolismus biochaninu A a formononetinu in vitro pomoci

lidskych jaternich mikrosomu

Biochanin A a formononetin se hojné vyskytuji v lusténinach. Tyto proestrogenni
isoflavony je moZné prevést 4'-O-demethylaci na silnéjsi fytoestrogeny genistein a daidzein.
Inkubace biochaninu A nebo formononetin s lidskymi jaternimi mikrosomy usti v 4'-O-
demethylaci a produkci dalSich metabolitd. Byly izolovany a charakterizovany tfi nové
hydroxylované derivaty formononetinu, 6,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon, 7,8-dihydroxy-
4'-methoxyisoflavon, a 7,3'-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon. Tolleson a kolektiv zkoumali
O-demethyldzovou schopnost isoforem cytochromu P450 nachazejici se v lidskych jatrech.

Isoformy lidského cytochromu P450 1A2, 2E1, 2C9*1, 2C19, a 2D6*1 katalyzovaly
spotfebu biochaninu A a vyrobu genisteinu. Isoformy 1A2, 2C9*1, 2A6, 2D6*1, a 2C19
katalyzovaly spotfebu formonentinu a produkci daidzeinu. Tyto isoformy také vytvari dalsi
hydroxylované metabolity.

PrestoZze O-demethylace isoflavonl je prisuzovana metabolismu stifevni mikroflory,
tato studie ukazuje, Ze lidské jaterni mikrosomdlni enzymy mohou provadét stejné
transformace a mohou hrat klicovou roli v preméné 4'-O-methylovanych isoflavond na siln&jsi

fytoestrogeny. (15)

4.4 Calycosin

4.4.1 Vstrebavani a metabolismus odvaru z Astragali radix: in silico, in

vitro a pripadova studie in vivo

Astragalus membranaceus Bunge — kozinec blanity

Celed: Fabaceae — bobovité
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plvod: Asie — Cina
charakteristika: bylina (16)

Chceme — li stanovit profil absorpce odvaru z Astragali radix a identifikovat jeho per os
vstiebatelné slozky a jejich metabolity, pouzijeme dopliikové metody a to in silico, in vitro,
metody in vivo, tj. metoda predikce pomoci vypocetni chemie, ddle experiment s modelem
Caco-2 bunééné monovrstvy, pokus s modelem potkaniho stfeva a experiment se zdravymi
dobrovolniky. Podle in silico vypocetniho vysledku mlze byt 26 sloucenin Astragali radix
povaZovano za oralné dostupné slouceniny, véetné 12 flavonoidd. PFi in vitro a in vivo
experimentech bylo predbéiné identifikovano 21 sloucenin a to pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detekci diodového pole-ionizaci elektrosprejem s iontovou pasti a
hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-ESI-MS). Data zahrnovala calycosin, formononetin,
(6aR,11aR)-3-hydroxy-9,10-dimethoxypterokarpan,  7,2‘-dihydroxy-3‘,4‘-dimethoxyisoflavan,
calycosin-7-0-B-D-glukosid, formononetin-7-0-B-D-glukosid,
7,2'-dihydroxy-3‘,4‘-dimethoxyisoflavan-7-0-B-D-glukosid-6‘-O-malonat,
(6aR,11aR)-3-hydroxy-9,10-dimethoxypterokarpan-3-0-B-D-glukosid a metabolity faze I
calycosin-7-0-B-D-glukuronid, = formononetin-7-O-B-D-glukuronid, (6aR,11aR)-3-hydroxy-
9,10-dimethoxypterokarpan-3-O- B -D-glukuronid, 7,2‘-dihydroxy-3,4‘- dimethoxyisoflavan-
7-0-B-D-glukuronid a calycosin sulfat. U calycosinu a formononetinu byla prokazana
vstiebatelnost ¢tyfmi metodami, u (6aR,11aR)-3-hydroxy-9,10-dimethoxypterokarpanu a
7,2 dihydroxy-3,4'-dimethoxyisoflavanu byla prokdzana absorpce tfemi metodami; u
formononetin-7-0-B-D-glukosidu a (6aR,11aR)-3-hydroxy- 9,10-dimethoxypterokarpan-3-0- f3 -
D-glukosidu byla absorpce prokdzana dvéma metodami. Pfitomnost calycosin-7-O- B-D-
glukuronidu, formononetin-7-0-B-D-glukuronidu, (6aR,11aR)-3-hydroxy-9,10-
dimethoxypterokarpan-3-0- B -D-glukuronidu, 7,2‘-dihydroxy- 3‘,4‘-dimethoxyisoflavan-7-O-B-
D-glukuronidu a calycosin sulfatu byla prokazana dvéma nebo tfemi metodami (in vitro pokus
s ,obracenym stfevem® u potkand, in vitro pokus s modelem s Caco-2 bunécnou monovrstvou
a in vivo pokus s lidmi). Zjistilo se, Ze isoflavony, pterokarpany a isoflavany by mohly byt rovnéz
metabolizovany ve stievé béhem absorpce a hlavnimi metabolity by byly glukuronidy. Zavérem
tedy tato studie prokazala, Ze flavonoidy obsaZené vodvaru z Astragali radix, vietné
isoflavon(, pterokarpand, a isoflavan(, by mohly byt absorbovany a metabolizovany stfevem.
Tyto vstfebatelné slouceniny, maji rdznou bioaktivitu souvisejici s 1é¢ebnymi ucinky odvaru
Astragali radix, coZ by mohlo byt povaZovano za duleZitou soucast ucinnych slozek této

rostliny. (17)
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4.4.2 Vstrebavani a transport calycosinu v Astragali radix pouzitim

jednovrstvého modelu Caco-2

Caco-2 bunécna linie je kontinualni bunécna linie heterogennich lidskych epitelidlnich
bunék kolorektralniho adenokarcinomu, vyvinuty Sloan-Kettering Institutem pro vyzkum
rakoviny prostrednictvim vyzkumu provadéného Dr. Jorgen Foghem.

Flavonoidy jsou tridou dulleZitych acinnych slozek v tradi¢ni cinské medicing,
farmakologické aktivité a in vivo procesu, staly se cilem vyzkumu poslednich let. Calycosin je
hlavni G¢innou slozkou flavonoidl v Astragali radix, nedavné studie ukazuji, Ze mad mnoho
druh( farmakologickych aktivit, ale absorpce a charakteristika transportu in vivo je stéle
nejasnd. Pokusem s pouZitim modelu Caco-2 bunék, pfi pouziti apigeninu jako vnitfniho
standardu latky, za pouziti metody pro stanoveni koncentrace léciva pomoci HPLC, byly
studovany za rdznych koncentraci a absorpcénich transportnich charakteristik inhibitor(,
pridanim rliznych typl protein — inhibitord. Data byla analyzovdna pomoci Q testu, vysledky
ukazuji, Ze nizka, stfedni, vysoka koncentrace P(app)(BL-AP)/P(app)(AP-BL) = 1,38 < 1,5,
v daném poradi byly pridavany rlizné typy proteinovych inhibitord, ve srovnani s kontrolni
skupinou P(app)(BL-AP)/P(app)(AP-BL), nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily.
Absorpce calycosinu muiZe probihat hlavné pasivnim transportem, ale rovnéz se zde podili
aktivni transportni mechanismus, transport nemuiZe byt ovlivnény P-proteinem, MRP2

bilkovinou a SGLT bilkovinou. (18)

4.4.3 Regioselektivni glukuronidace calycosinu pomoci lidskych
jaternich mikrosom a rekombinantni lidské

UDP-glukuronosyltransferazy

Konjugace v jatrech hraje dileZitou roli v systémové expozici a v lékové interakci
flavonoid(l. V této studii byl charakterizovdn metabolismus calycosinu v jatrech, hlavniho
isoflavonu z Astragali radix, a byla vymezena regioselektivita pti glukuronidaci v lidskych
jaternich mikrosomech a v panelu rekombinantni UDP-glukuronosyltransferazy (UGT).
Calycosin podstoupil predevsim glukuronidaci a minoritné oxidaci a sulfataci v lidskych
jaternich subcelularnich frakich. Hlavni glukuronid (G2) z calycosinu byl izolovan a NMR

analyzou identifikovan jako calycosin 3‘-glukuronid, minoritni glukuronid (G1) byl pokusné
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uréen jako calycosin 7-glukuronid. Formace obou glukuronid( zapadaji v lidskych mikrosomech
do typické kinetiky dle Michaelise a Mentenové.

Mikrosomy vykazovaly vyssi afinitu (K, G2 12.37 + 1.20 uM vs G1 40.90 + 5.51 uM)
a rychlost (Vmaxw G2 5.39 = 0.13 nmol/min/mg proteinu vs G1 2.80 + 0.13 nmol/min/mg
proteinu) u tvorby G2, coz vedlo ke clearence calycosinu pres 3‘-glukuronidaci Setkrat castéji,
neZ u 7-glukuronidace. UGT1A1, 1A3 a 1A10 ukazaly aktivity v pfipadé obou typu glukuronidaci
3“0OH a 7-OH, zatimco UGT1A7, 1A8, 1A9 a 2B7 byly schopné katalyzovat jen 3‘-OH
glukuronidaci calycosinu. Z nich UGT1A9 vykazovala nejvyssi aktivitu po dobu tvorby
3‘-glukuronidu, dalsi nejvyssi aktivitu vykazovala UGT1A7. UGT1A1 vykazovala nejvyssi aktivitu
pfi 7-OH glukuronidaci, kterd byla srovnatelnd s jeho ¢innosti pfi 3-OH glukuronidaci. Propofol
(UGT1A9 inhibitor) provadi kompletni inhibici formace 3‘-glukuronidu, doprovazenou zvysenim
7-glukuronidu v jaternich mikrosomech, bilirubin (UGT1A1l inhibitor) inhibuje 7-OH
glukuronidaci pouze c¢astecné (~60 %). Tyto nalezy prokazaly regioselektivni glukuronidaci na
urovni 3‘ -OH na isoflavonu calycosin v lidskych jaternich mikrosomech a vrhaji svétlo na

potencialni Iékové interakce calycosinu s jinymi substraty UGT1A9. (19)

Oxidace/sulfatace

—— = Metabolity oxidace/sulfatace
Minoritni draha

Glu—o0 0]

——

Glukuronidace| UGT1AL

Majoritni draha

Obrdzek 5: Glukuronidace calycosinu
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4.5 Prunetin, puerarin, genistin

4.5.1 Dispozice flavonoidli pomoci stfevni recyklace: enzymova stabilita
ovliviiuje charakteristiku glukuronidace prunetinu u vSech druhu,

organtia UGT isoforem

V této studii byla charakterizovdna in vitro glukuronidace prunetinu, prolécéiva genisteinu,
ktery ma vysoce aktivni protirakovinové ucinky. Metabolické studie byly provedeny za pouziti
exprimovanych lidskych isoforem UGT a mikrosom(/frakci S9, pfipravenych ze stfeva a jater
hlodavct a lidi. Vysledky ukazaly, Ze lidské stfevni mikrosomy byly pfi glukuronidaci prunetinu
ucinnéjsi, nez jaterni mikrosomy, ale rychlosti metabolismu byly zavislé na dobé inkubace pfi
teploté 37 °C. Lidské jaterni a stfevni mikrosomy prevazné vyrabély metabolit 1 (prunetin-5-O-
glukuronid) a metabolit 2 (prunetin-4'-O-glukuronid), v daném poradi. Za pouziti 12 lidskych
isoforem UGT se doslo k tomu, Ze UGT1A7, UGT1A8 a UGT1A9 jsou zodpovédné hlavné za
tvorbu metabolitu 1, zatimco UGT1A1, UGT1A8, a UGT1A10 byly hlavné zodpovédné za tvorbu
metabolitu 2. Tento isoformové-specificky metabolismus byl v souladu s dfivéjSimi vysledky
ziskanymi za pouziti lidskych jaternich a stfevnich mikrosom(, prvni zminéna (jatra) jsou
bohata na UGT1A9, zatimco druhd jsou bohata na UGT1A10. S prekvapenim bylo zjisténo, ze
termostabilita mikrosomG byla zavisla na isoformé a na orgdnu. Napfiklad, aktivity lidské
jaterni mikrosomalni UGT byly mnohem vice tepelné stabilni (37 °C) neZ aktivity stfevni
mikrosomalni UGT, rovnéZ se zjisténim, Ze lidsky UGT1A9 je mnohem vice termostabilni, nezZ
lidsky UGT1A10 a UGT1A8. Orgdnové specifické profily tepelné stability byly také evidentni
u potkanich mikrosom( a u mysich S9 frakci, i kdyZ se glukuronidace prunetinu ve stfevech lidi
vyznamné lisi od stfevni glukuronidace hlodavcu. Zavérem lze ¥ici, Ze glukuronidace prunetinu
je zavisld druhové, organové a na UGT-isoformé, z nichz vSechny mohou byt ovlivnény

tepelnou stabilitou specifickych isoforem UGT podilejicich se na metabolismu. (20)

4.5.2 Predlécba puerarinem ovliviiuje u pokusnych potkanu

farmakokinetiku warfarinu, ale ne klopidogrelu

Tato studie byla navriena ke stanoveni Ucink(i predlécby puerarinem na
farmakokinetiku oralniho antikoagulacniho pfipravku warfarinu a protidestickového léku

klopidogrelu u potkant. V IéCebné skupiné bylo potkandm, ktefi prosli opakovanou Iécbou
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puerarinem v intraperitoneélnich davkich 20, 60 nebo 200 mg.kg® po dobu sedmi dni,
podavany gavazi (coz je aplikace pfimo do Zaludku, &i injekéni aplikace) warfarin nebo
klopidogrel, zatimco potkandm v kontrolni skupiné byly podavany pouze stejné davky
warfarinu, nebo klopidogrelu. Vzorky plazmy byly ziskdny v predepsanych ¢asech
a analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS). Vysledky ukazaly, Zze u potkan( lééenych puerarinem ve vsech testovanych
davkach 20, 60 a 200 mg.kg™, bude puerarin ovliviiovat farmakokinetiku warfarinu, ale ne
klopidogrelu, coz naznacuje potencidlni interakci ,rostlina — droga” mezi puerarinem

a warfarinem.(21)

4.5.3 Absorpce a metabolismus genistinu v tenkém strevé izolovaném

z potkana

V této studii byl sledovan prijem a stfevni metabolismus fyziologicky aktivniho
genistinu v ex vivo perfuzi modelu stfeva; luminalné aplikované koncentrace byly 5,9; 12,0;
a 23,8 umol/I. Stfevni absorpce genistinu byla 14,9 % (+ 2,3; n = 9), a to bez ohledu na pouzité
mnoZstvi. Vétsina ze vstiebaného genistinu se vyskytovala jako genistein glukuronid (11,6 %),
také byl ziskan jako hlavni metabolit na lumindlni strané (19,5%). Mensi mnoZstvi genistinu
(1,3 %) a genisteinu (1,9 %) bylo nalezeno na cévni strané, zatimco 15,4 % z aplikovaného
genistinu se luminalné stépilo, ¢imZ byl ziskan genistein. Nebyly pozorovany sulfatové derivaty

genisteinu nebo genistinu. (22)

4.6 Cladrin

4.6.1 Pozitivni skeletdlni ucinky cladrinu - prirozené se vyskytujiciho
dimethoxydaidzeinu - na kosterni soustavu u osteopenickych
potkant, které pretrvavaly i po vysazeni |éCby
PFi studii bylo zjiSténo, Ze standardizovany extrakt z Butea monosperma zachoval

trabekularni kostni hmotu u potkanich samic s odebranymi vajec¢niky (OVx). Cladrin, nejvice

zastoupena bioaktivni latka extraktu, podporoval narist a zvySeni kostni hmoty u dospivajicich

potkan( stimulaci rdstu osteoblasta.

38



Byly studovany ucinky léc¢by cladrinem a ucinky po ukonceni [éCby u osteopenickych
kosti. Dospélym samicim potkan( Sprague - Dawley byly odebrany vajecniky a byly ponechany
12 tydnU bez |écby, aby doslo ke ztraté kostni hmoty, v disledku nedostatku estrogend,
nasledujicich 12 tydnd jim byl oradlné podavan cladrin (1 a 10 mg/kg/den). Polovina potkan(
byla zabita na konci Ié¢by a druhd polovina 4 tydny po vysazeni lécby. Fiktivné operovani
potkani a OVx potkani lé¢eni PTH nebo 17B-estradiolem, sloufili jako kontroly. U¢innost byla
hodnocena na zakladé mikrostruktury kosti, pomoci mikropocitacové tomografcké analyzy
a fluorescenénim znacenim kosti. Pomoci qPCR a western blottu byly méfeny hladiny mRNA
a bilkovin v kosti a déloze. Specifickd metoda ELISA byla pouZita pro méfeni hladiny PINP
(N-termindlni peptid prokolagenu I) a mocového CTx (C-termindlni oktapeptid kolagenu typu I)
v séru.

U potkan( s osteopenii |éCebna davka cladrinu zlepsila tramdcitou mikrostrukturu kosti,
zvysila pevnost tlaku bedernich obratll, rychlost tvorby kostni hmoty, kortikalni tloustku,
sérové hladiny PINP a expresi osteogennich genll v kostech; naopak sniZila expresi genu
osteoklastogennich kosti a mocové koncentrace CTx. Cladrin nema zadné estrogenni Gcinky na
délohu. Cladrin v davce 10 mg/kg udrzoval kosterni narust jesté 4 tydny po vysazeni.

Cladrin mél tedy pozitivni ucinky pti |écbé osteopenie u potkanl a ty pretrvavaly

rovnéz i po vysazeni lécby. (23)

4.6.2 Metoda LC-MS/MS pro simultanni analyzu cladrinu a equolu
vplazmé potkanli a jeji aplikace ve farmakokinetické studii

cladrinu

PFi studii byla vyvinuta a validovana rychld a selektivni metoda LC-MS/MS pro
simultanni analyzu cladrinu a equolu v plazmé samic potkant. Chromatograficka separace byla
provedena na koloné RP18 a MS/MS analyza byla provedena v trojitém kvadrupdlovém
hmotnostnim spektrometru s ionizaci elektrosprejem. Metoda byla linedrni v rozmezi
koncentrace od 7,8 do 1000 ng/ml pro cladrin a 3,9 az 1000 ng/ml pro equol. Spravnost
a presnost metody béhem dne a mezi dny byly v pfijatelnych mezich. Validovand metoda
LC-MS/MS byla Uspésné pouzita pro studium farmakokinetiky cladrinu v davce 10 mg/kg u
samic potkanl Sprague-Dawley. Cladrin neni spojen s Zadnym estrogennim ucinkem, ktery
indikuje, Ze methoxylované isoflavony mohou mit lepsi terapeuticky potencial jako selektivné

pUsobici osteogenni ¢inidla. (24)
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4.7 Tectorigenin, kakkalid

4.7.1 Cytoprotektivni ucinek tectorigeninu, metabolitu vznikajiciho
transformaci tectoridinu Cinnosti stfevni mikrofléry, na oxidacni

stres indukovany peroxidem vodiku

V této studii byly zkoumany antioxidacni vlastnosti tectorigeninu, metabolitu
tvofeného transformaci tectoridinu stfevni mikroflérou. Bylo zjisténo, Ze tectorigenin
vychytava intracelularni formy reaktivnich kyslikG a 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovy (DPPH)
radikal, ¢imZ zabrafiuje peroxidaci lipid(. Tato ,vychytavaci aktivita tectorigeninu chranila
Zivotaschopnost fibroblastl plic z cinského kirecka (V79-4), vystavenych peroxidu vodiku
(H,0,), aktivaci drahy proteinkinazy regulované extracelularnim signalem (ERK). Kromé toho,
tectorigenin snizuje tvorbu apoptickych bunék a snizuje zastavu bunééného cyklu ve fazi G2/M
fazi indukovanou peroxidem vodiku. Tectorigenin zvysSuje ¢innost bunécnych antioxidacnich
enzyml, jako jsou superoxid dismutaza, katalaza, glutathion peroxidaza, a také zvysuje jejich
hladinu proteinu. Dohromady tyto vysledky naznacuiji, Ze tectorigenin chrani V79-4 bunky pfred

poskozenim H,0,, zvySenim antioxidacni aktivity a aktivovanim drahy ERK. (25)

4.7.2 ldentifikace metabolitti tectoridinu in vivo a in vitro kapalinovou

chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii

V této praci byla kin vitro a in vivo zkoumdani metabolismu tectoridinu pouZita
kapalinova chromatografie s ionizaci elektrosprejem a tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS"). Po peroralnim podani jedné davky tectoridinu (100 mg.kg™) zdravym potkantim, byly
po dobu 0-48 h odebiradny vykaly a 0-24 h vzorky moci. Tectoridin byl také inkubovan se stfevni
mikroflérou potkanld a s jejich jaternimi mikrosomy. Vzorky zin vivo a in vitro studie
metabolismu byly purifikovany s pouzitim kolonky C(18) pro extrakci na pevnou fazi, nasledné
oddéleny za pouziti kolony s reverzni fazi C(18) a se smési methanol/voda jako mobilni fazi,
a detekovano pomoci on-line MS" systému. Struktura metabolit(i byla objasnéna porovnanim
jejich molekulové hmotnosti, retencnich ¢ast a skenovanim hmotnostniho spektra s plivodnim
lékem. Vysledky ukazaly Sest metabolitd tectoridinu v modi (tectorigenin, hydrogenovany
tectorigenin, monohydroxylovany tectorigenin, dihydroxylovany tectorigenin, konjugovana
forma glukuronidu tectorigeninu, konjugovand forma sulfatu tectorigeninu); tfi ve stolici

(tectorigenin, dihydroxylovany tectorigenin a tectorigenin konjugovany siranem); ddle jeden
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metabolit v inkubacni smési se stfevni mikroflérou (tectorigenin) a Ctyfi ve smési s jaternimi
mikrosomy (tectorigenin, hydrogenovany tectorigenin, monohydroxylovany tectorigenin
a dihydroxylovany tectorigenin). S vyjimkou tectorigeninu, byly vSechny ostatni metabolity

tectoridinu uvedeny poprvé. (26)

4.7.3 Ochranné ucinky kakkalidu z Flos Puerariae pfiethanolem
indukované umrtnosti a pri poskozeni jater, jsou zavislé na jeho

biotransformaci lidskou stfevni mikroflorou

Pueraria lobata (Willd.) Ohwi — Puerarie lalo¢nata, zndma pod nazvem Kudzu
Celed: Fabaceae — bobovité (27)

plvod: pfevainé vychodni Asie, Cina

charakteristika: popinava bylina (28)

Kakkalid, ktery byl izolovdn z Flos Puerariae, tedy kvétu puerarie lalocnaté, byl
inkubovan s mikroflérou z lidské stolice a metabolizovan na irisolidon pres kakkalidon. Kdyz byl
kakkalid (250 mg/kg) podavan oralné potkanim, byl v krvi nasledné detekovan irisolidon, ne
vdak kakkalid. Umrtnost spojena s ethanolovou Ié¢bou se mirné snizila, kdy? byli potkani
intraperitonealné |éceni kakkalidem. Intraperitonedlné podavany kakkalid a kakkalidon
nesniZily toxicitu alkoholu. Nicméné, ordlné podavany kakkalid a intraperitonedlné poddvany
irisolidon vyznamné snizily mortalitu, vyrazné snizily aktivity sérové alaninaminotransferazy a
aspartataminotransferazy u ethanolem intoxikovanych mysi a dale vyznamné snizily hladinu
ethanolu v krvi. Vysledky ukazuji, Ze kakkalid je prekurzorem irisolidonu v oblasti ochrany proti

ethanolem indukované letalité a poskozeni jater. (29)

4.7.4 Metabolismus a vylucovani kakkalidu a jeho metabolitd v modi,

zluéi a vykall potkanti, stanovené pomoci HPLC/UV a LC/MS/MS

Tato studie zkoumala metabolismus kakkalidu (irisolidon-7-xylosylglukosid), hlavniho
isoflavonu nalezeného v extraktu z Pueraria lobata, v potkani moci, Zluci a stolici. Za poutziti
metody HPLC/UV nebo LC/MS/MS bylo po ordlnim podéani kakkalidu identifikovano sedm
metabolitll v moci potkani - tectorigenin-7-O-glukuronid, tectorigenin-7-0O-sulfat, tectorigenin-
4'-0-sulfat, 6-OH biochanin A-glukuronid, irisolidon-7-O-glukuronid, tectorigenin a irisolidon.
Kromé toho, irisolidon-7-0O-glukuronid byl nalezen ve Zludi a irisolidon a kakkalid byly nalezeny

ve vykalech. Byla vyvinuta HPLC/UV metoda pro simultanni kvantifikaci vSech metabolitd
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a kakkalidu v moci, Zludi, a stolici pomoci daidzeinu nebo apigeninu jako vnitfnich standardu.
Za 72 h bylo vylouéeno 13,2 * 2,8 % kakkalidu jakoZto sedm metabolitd v modi. Ve stejném
¢asovém obdobi, vylu¢ovani irisolidon-7-O-glukuronidu Zluci ptedstavovalo 3,8 £ 1,1 % davky,
zatimco kakkalid a irisolidon vyluéované ve vykalech predstavovaly 2,1 £+ 0,7 % a 0,7 £+ 0,1 %
davky. Vysledky ukazuji, Ze moc je primdrni cestou vylu¢ovani kakkalidu in vivo a Ze rozsahly

metabolismus muizZe byt jednim z dlvodU nizké biologické dostupnosti kakkalidu.(30)
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5. DISKUSE

Ze ziskané literatury, obsahuijici Siroké spektrum poznatkl o isoflavonoidech, mizZzeme
dospét k zavéru, Ze tyto pfirodni latky jsou prospésné pro lidsky organismus. Jednd se o
fytoestrogenni latky, vyskytujici se v rostlinné FiSi. Maji estrogenni a antibakteridlni Gcinky,
nachdzeji vyuZiti pfi prevenci nddorovych a kardiovaskularnich onemocnéni, pti lécbé
osteopordzy, pfi zmirnéni menopauzalnich symptomd, mohou mit pozitivni Ucinky pfi lécbé
diabetu mellitu 2. typu a rovnéz chrdni bunky pred poskozenim DNA, podle dalSich
provedenych studii maji isoflavonoidy i dal$i schopnost, a to redukovat méd’ a Zelezo. Nékolik
studii ukazalo, Ze antiproliferativni Ucinky isoflavonoidl byly podporovany volnymi kovy nebo
jejich komplexy s kovy a byla za né zejména zodpovédnd redukce médi. To by mohlo
potvrzovat vyskyt vyssiho mnozstvi médi u nddorovych bunék. Normalni buriky na tom byly
zcela opacné a méné citlivé nebo necitlivé na antiproliferativni Uc¢inek isoflavonoidl. Obecné
plati, Ze nizka peroralni biologickd dostupnost nemetabolizovanych isoflavonoid(l pfedstavuje
hlavni nevyhodu mozZzného vyuziti flavonoidl pro mnohé lééebné ucely, ale neni to omezenim
pfi terapii rakoviny.

Dalsi klinicky zajimavy aspekt mlzZe predstavovat vliv isoflavonoidd na vstfebavani
médi a Zeleza z gastrointestindlniho traktu. Udaje o této zaleZitosti tykajici se isoflavonoidd v
soucasné dobé nejsou k dispozici. Za predpokladu, e méd je pfitomna v Cu®* formé pfi
fyziologickém pH a za pfitomnosti kysliku a médi je transportovana v redukované formé,
napfiklad prostfednictvim hCTR1, musi byt méd' pred absorpci redukovana ve stfevé. Mohly by
za to byt zodpovédné potravinové komponenty nebo Ucinky metaloreduktaz. Kromé toho bylo
prokazano, ze vitamin C zlepSoval vstiebavani médi. MoZzny mechanismus muze byt spojen s
redukci médi. Ale je znamo, Ze vitamin C redukuje stejné i Zelezo. Proto mlze byt nékolik
isoflavonoidd, které jsou schopny redukovat méd’ bez vyznamného vlivu na Zelezo, povazovano
za uZite€né ndstroje pfi experimentech zamérenych na porozuméni absorpci médi. Tento
problém vyZzaduje sloZité in vitro / ex vivo a in vivo postupy ke skute¢nému potvrzeni nebo
vyvraceni a budou analyzovany v dalsim studiu (31). Vyskytuji se pfedevsim v ¢eledi Fabaceae,
dale ale i Rosaceae nebo Iridaceae. V literatufe pouzité vtéto praci byly isoflavonoidy
nejcastéji spojovany se séjou lustinatou (Glycine max (L.) Merr). Pfijem soéji se zda byt
perspektivnim fesenim rlznych onemocnéni, pro jeji pozitivni Ucinky na zdravi. Mimo vyse
uvedenych vlastnosti se sdja podili i na sniZovani krevniho tlaku. V pokusu provadéném u Zen
v menopauze doslo po podani sdji k vyraznému poklesu systolického i diastolického tlaku u zen
jak s vysokym, tak s normalnim krevnim tlakem (32). Podafilo se ziskat informace o jiz znamych

isoflavonoidech jako je daidzein a genistein, biochanin A, formononetin, calycosin, ale i o téch
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méné zndmych, jako je napt. prunetin, puerarin, cladrin, tectorigenin a kakkalid. Rovnéz se
podafilo ziskat urcité informace o jejich metabolitech, kterymi jsou equol a O-
desmethylangolensin.

U kazdého z téchto jmenovanych isoflavonoid jsem se pokusila ziskat informace o
jejich metabolismu a Ucincich téchto latek v organismu. BohuZel nékteré z isoflavonoidl stale
jesté nejsou blize prozkoumany, ve smyslu klinickych studii. U mnoha z nich doslo k testovani
pouze na laboratornich potkanech, ¢i mysich, ale blizsi zkoumani — tedy i na lidech, jsou do
budoucna jesté jisté zapotrebi.

Isoflavonoidy maji strukturu podobnou estradiolu. Diky tomu se mohou vazat na
estrogenové receptory a sniZovat tim riziko vyskytu rakoviny délohy, ¢i prsu u Zen. Ve studii
(Shu et al. 2001; Wu et al. 2002) bylo zjiSténo, Ze pokud Zeny v détstvi, puberté a mladé
dospélosti konzumuiji séju, velmi pravdépodobné tim sniZi riziko vzniku rakoviny. U déti mlze
dochazet k intoleranci lidského ¢i kravského mléka, v dobé kojeni. | zde se nahrazeni séjovym
mlékem zda byt optimalni a nutricné kompletni.

Ptijem séji mlze ale rovnéz zplsobit nezadouci Gcéinky. Sdja je sice béZznou potravinou,
za urcitych okolnosti mlZe zplsobit alergické reakce, projevujici se napriklad svédénim,
kopfivkou, vyrazkou, prijmem, dusnosti, pocenim a zfidka i anafylaxi (32). V praci jsem se ale
zminila i o dalSich rostlindch, jako je napfiklad Pueraria lobata, ktera obsahuje kakkalid,
uplatiujici se pfi ochrané hepatocytl pred poskozenim ethanolem, déale napfiklad latku
puerarin, ktera se pouziva pti ischemické mrtvici s intravendznim podanim (33), ¢i Astragalus
membranaceus, obsahujici napfiklad vyznamné isoflavonoidy jako calycosin a formononetin.
A. membranaceus se pouzivda pfi béiném nachlazeni, infekcich hornich cest dychacich,
alergickych rymach, praseci chtipce, na posileni a regulaci imunitniho systému, fibromyalgii,
anémii a HIV/AIDS. Oralné se také pouZivd pfi chronickém uUnavovém syndromu (CFS),
chronické nefritidé, diabetu, jako antibakteridlni, antivirové tonikum, pfi ochrané jater, ma
protizanétlivé ucinky, uplatiiuje se jako antioxidant, jako diuretikum, vazodilatacni a jako
hypotenzivni Cinidlo. Aktualné se A. membranaceus pouziva jako vazodilatans a k urychleni
hojeni (33).

Podafilo se tedy naplnit cil a ziskat prehled o metabolismu vybranych isoflavonoidd,

o mechanismu nékterych ucinkd a o jejich celkovém vlivu na organismus.
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6. ZAVER

Hlavnim cilem mé prace bylo shromazdit poznatky a vysledky dosud provedenych
vyzkum( soucasné odborné literatury o metabolismu a plsobeni isoflavonoid( v lidském
organismu. Vtomto sméru pokladam vysledek své prace za viceméné Uspésny. Neni moziné
shromazdit veskeré dostupné informace o isoflavonoidech a jejich plisobeni jednak z ¢asovych
divod( a jednak proto, Ze klinickych studii, kde byly Gcinky a metabolismus isoflavonoidi
pozorované pfimo v lidském organismu, bylo provedeno dosud jen mdlo. Pfevaina vétSina
studii a experimentl byla provadéna v in vitro podminkach a in vivo pouze na laboratornich
zvitatech — a to predevsim potkanech a mysich.

JelikoZ jsou isoflavonoidy zdravi prospésné latky, stavaji se stdle diskutovanéjsim
tématem. Lidé mohou néktera civilizacni onemocnéni (napf. diabetes mellitus 2. typu,
ateroskleréza a jind kardiovaskularni onemocnéni), ¢i faktory podilejici se na téchto
onemocnénich, ovlivnit i stravou - isoflavonoidy jsou dostupné napfiklad v lusténinach
a dalsich rostlinach z celedi Fabaceae, ze kterych je nutno vyzdvihnout predevsim séju (Glycine
max). Isoflavonoidy se tedy staly pfredmétem velkého poctu vyzkumi, a proto nebylo moziné
vSechny experimenty zabyvajici se touto problematikou zachytit.

Isoflavonoidy vykazuji predevSim estrogenni ucinky, dale pak antibakterialni,
antikancerogenni, hraji vyznamnou roli v 1é¢bé osteopordzy a pfi léCbé priznakll menopauzy.

Podafilo se tedy vybrat do diplomové prace nejvyznamnéjsi zastupce isoflavonoidu
patfici zaroven k nejzndméjsim a jejich metabolity. U téchto latek jsem také shrnula jejich
nejvyznamnéjsi ucinky.

Jak jsem zminila, bylo klinickych studii provedeno jen malo, a proto je dileZité provést
dalsi studie a experimenty, predevsim v lidském organismu, aby bylo mozné |épe a vice vyuZzit

potencialni ptiznivy vliv latek, jako jsou isoflavonoidy.

45



7. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Bc. Pavlina Sramarova
Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jana Karlickova, Ph.D.

Nazev prace 2015/2016: Metabolismus isoflavonoidi v lidském organismu, s. 54

Isoflavonoidy jsou podskupinou flavonoid(, patfici mezi fytoestrogenni latky, které se
vyskytuji pfedevsim v Celedi bobovitych, zejména v sdje lustinaté (Glycine max (L.) Merr). Maji
pozitivni vliv na lidské zdravi pfedevsim pro své estrogenni ucinky, diky kterym se uplatiuji
v boji proti osteopordze, kardiovaskuldarnim onemocnénim, ateroskleréze i pfi zmirnéni
priznakll menopauzy. Déle vykazuji antibakteridlni Ucinky a chrani buriky pred poskozenim
DNA. Tato diplomova prace se zabyva jejich metabolismem a plsobenim v lidském a zvifecim
organismu, vlivem stfevni mikrofléry na preménu téchto isoflavonoid(i na metabolity a rovnéz i
ucinky téchto metabolitl. V praci jsou zminény tyto isoflavonoidy: daidzein, genistein,

biochanin A, formononetin, calycosin, prunetin, puerarin, cladrin, tectorigenin a kakkalid.

Klicova slova: isoflavonoidy, metabolismus, lidsky organismus
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8. ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Bc. Pavlina Sramarova
Diploma thesis supervisor: PharmDr. Jana Karli¢ckova, Ph.D.

Title of thesis 2015/2016: Metabolism of isoflavonoids in human organism, pp. 54

Isoflavonoids are subgroup of flavonoids, belonging to the phytoestrogenic
compounds. These compounds occur especially in leguminous, mainly in soya (Glycine max (L.)
Merr). They have a positive impact on human health, especially for its estrogenic effects, due
to which are applied in the fight against osteoporosis, cardiovascular diseases, atherosclerosis
and for moderation of menopausal symptoms. Furthermore they exhibit antibacterial activity
and protect cells against damage of DNA. This thesis deals with their metabolism and action in
human and animal organism, also with the influence of intestinal microflora to transform these
isoflavonoids into metabolites, as well as the effects of these metabolites. There are also
mentioned these isoflavonoids: daidzein, genistein, biochanin A, formononetin, calycosin,

prunetin, puerarin, cladrin, tectorigenin and kakkalid.
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9. POUZITE ZKRATKY

Zkratka anglicky vyznam ¢esky vyznam
absorption, distribution absorpce, distribuce,
ADME . . .
metabolism, excretion metabolismus, exkrece
American Americkd kolekce typovych
ATTC .
type culture collection kultur
AUC area under the curve plocha pod kfivkou
BCRP breast cancer .reS|stance protein proti rakoviné prsu
protein
CCM Czth coIIect!on of Ceska sbirka mikroorganismd
microorganisms
CFS chronic fatigue syndrome chronicky unavovy syndrom
CoA coenzyme A koenzym A
COMT catechol-O- katechol-O- ,
methyltransferase methyltransferdza
COX-2 cyclooxygenase-2 cyklooxygendza-2
CTx C-terminal telopeptide C-terminaini telopeptid
kolagenu typu |
DE daidzein daidzein
DOB deoxybenzoin deoxybenzoin
DPPH 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl | 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl
EMRSA epidemic MRSA epidemicky MRSA
EQ equol equol
ERK extracelular signal-regulated proteinkindza regulovana
kinases extracelularnim signdlem
ERSA erythromycin - resistant erythromycin — rezistentni SA
Staphylococcus aureus
ERY erythromycin erythromycin
ERa estrogen receptor a estrogenovy receptor a
ERPB estrogen receptor B estrogenovy receptor B
GC gas chromatography plynova chromatografie
GC-MS gas chromatography—mass plynova chromatografie
spectrometry s hmotnostni spektrometrii
GE genistein genistein
GF germ-free bezmikrobni
GLYE glycitein glycitein
HB hydroxyl benzene hydroxybenzen
hCTR1 human copper transporter 1 lidsky transportér médi 1
HFA human flora associated kolonizovany lidskou flérou
HPLC high-performance liquid vysokoucinna kapalinova
chromatography chromatografie
IF isoflavone aglycone aglykon isoflavonoidu
IF-C isoflavone conjugate isoflavonoidovy konjugat
IF - Gly isoflavone glycoside glykosid isoflavonoidu
IF-H reduced isoflavone redukovany isoflavonoid
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IF-0O oxidized isoflavone oxidovany isoflavonoid
IFLs isoflavonoids isoflavonoidy
LC liqguid chromatography kapalinova chromatografie
LC-MS Liquid chromatography— kapalinova chromatografie
mass spectrometry s hmotnostni spektrometrii
LPH lactase phlorizin hydrolase laktaza-phlorizin hydrolaza
MDR multidrug resistant mnohoéetné Iekova
rezistence
MIC minimal inhibitory minimalni inhibicni
concentration koncentrace
MRP multidrug resistance protein protein pro Iélfovou
rezistenci
MRSA methicillin - resistant SA methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus
MS mass spectrometry hmotnostni spektrometrie
MSSA methicillin — sensitive SA methicilin-senzitivni SA
O-DMA O-desmethylangolensin O-desmethylangolensin
OVx ovariectomized ovariektomizované
OXA oxacillin oxacilin
PA propionic acid kyselina propionova
PINP procollagen type | N-terminal N-terminalni peptid
propeptide prokolagenu |
PTH parathormon parathormon
RIA radioimmunoassay radioimunoanalyza
SAR structure - activity vztah mezi strukturou a
relationship aktivitou
SGLT sodium-glucose co- sodiko-glukézovy
transporter kotransportér
SULT sulfotransferase sulfotransferaza
TET tetracycline tetracyklin
TRSA tetracyclin-resistant SA tetracyklin-rezistentni SA
TSH thyroid-stimulating hormone thyreotropni hormon
UGT UDP-glucuronosyltransferase | UDP-glukuronyltransferaza
VAN vancomycin vankomycin
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