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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Farmakokinetika isoflavonoidii

Cilem této diplomové prace je shromazdit soucasn¢ dostupné informace
o farmakokinetice polyfenolickych latek z velké skupiny flavonoidi, isoflavonoidl. Jsou
to obsahové latky mnohych druht rostlin, a to hlavné z celedi Fabaceae. Jednim
z nejznamejsich  zdroji  jsou sojové boby obsahujici hlavné nejznamné;jsi
isoflavony - genistein a daidzein, jejichz farmakokinetika tvofi jadro celé prace.
Vzhledem k tomu, Ze isoflavonoidy jsou obsazeny hlavné v potrave, nejrelevantné;jsi je
jejich peroralni podani. Ve svych zdrojich se vyskytuji pfevdzné ve formé glykosidi,
a proto se po poziti musi pomoci B-glykosidaz rozloZit na ptislusné aglykony, které jsou
poté schopné projit pres sténu stieva do systémové cirkulace a byt dostupné pro ucinek.
Toto se zacina dit jiz v ustni dutin€ a ke vstfebani dochazi v tenkém stfevé. Pro
farmakokinetiku je velmi diilezité také sloZzeni stfevni bakterialni mikroflory, jako ptiklad
lze uvést rozdily mezi lidmi v tom, zda jsou schopni produkovat equol (metabolit
daidzeinu) nebo  nikoliv.  Isoflavonoidy  podléhaji  zejména  fazi 1l
metabolismu - glukuronidaci a sulfataci. V. mnohem mensi mife se na metabolismu podili
cytochrom P450. Dulezitym zjiSténim je také to, Ze v jejich farmakokinetice hraje
vyznamnou roli enterohepatdlni ob&h, ktery prodluzuje plazmaticky polo¢as. Vazba na
plazmatické bilkoviny (hlavné lidsky sérovy albumin) polocas prodluZuje také. Zbytky
piijatych isoflavonoidil a jejich metabolity jsou vylu€ovany hlavn€ mo¢i, exkrece stolici

tvofi minoritni eliminacni cestu.



Abstract
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Student: Lucie Ungerova

Supervisor: PharmDr. Jana Pourovéa, Ph.D.

Title of diploma thesis: The pharmakokinetics of isoflavonoids

The aim of this diploma thesis is to summarize currently available informations
about the pharmacokinetics of the polyfenolic compounds from a large group of
flavonoids, isoflavonoids. Isoflavonoids are coumpounds found in many plant families,
but especially in some members of Fabaceae family. One of the main well-known sources
are soy beans containing the most famous isoflavones — genistein and daidzein, their
pharmakokinetics is the main theme of this diploma thesis. Since isoflavonoids are mainly
contained in the diet, their oral administration is very relevant. Isoflanonoids in the human
diet occurs predominantly in the form of glykosides and therefore, after ingestion, they
have to be deglycosylated by B-glucosidase enzyme family to aglycones. After that they
are able to pass through the intestine into the systemic circulation and they are available
for action. This is already happening in the oral cavity and the absorption occurs in the
small intestine. The intestinal bacterial microflora composition is also very important for
pharmacokinetics, for example I can mention the differences between humans whether
they are capable of producing equol, the metabolite of daidzein, or not. Phase II
conjugative reactions (glucuronidation and sulfatation) are predominant in the
metabolism than phase I (cytochrome P450). An important fact is that enterohepatic
circulation plays a significant role in the pharmakokinetics of isoflavonoids and prolongs
the half-life. Binding to plasma proteins (mainly human serum albumin) also prolongs
the serum half-life. Aglycones and their metabolites are excreted mainly in the urine.

Excretion by feces is a minor elimination pathway.
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1. Seznam zkratek

ADME - absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece
ATP — adenosintrifosfat

AUC - plocha pod kiivkou (farmakokineticky parametr)
BCRP — breast cancer resistence protein

Cmax — maximalni plazmatické koncentrace

CI — plazmaticka clearence

CHS — chalkonsynthéza

CHI — chalkonisomeraza

CYP450 — cytochrom P450

DHD - dihydrodaidzein

DMA — desmethylangolensin

DOB — deoxybenzoin

HIS — hydroxyisoflavanonsyntaza

HSA — human serum albumin (lidsky sérovy albumin)
IFR — isoflavonreduktaza

IFS — isoflavonsyntaza

IOMT - isoflavon-O-methyltransferasa

MRP — mutidrug resistence protein

SULT — sulfotransferaza

tmax — €as dosazeni maximalni plazmatické koncentrace
T1 — elimina¢ni polocas

UGT (UDPGT) — UDP-glukuronyltransferaza

Va4 — distribu¢ni objem



2. Uvod a cil prace

Isoflavonoidy patii mezi polyfenolické slouceniny vyskytujici se v mnohych
Celedich rostlin, nejvice pak v bobovitych rostlinach. Z téch je dilezité zminit hlavné
hospodaisky vyznamné rostliny jako sodja, hrach, cizrna nebo vojtéska (alfalfa).
V soucasné dobé jsou isoflavonoidy pfedmétem intenzivniho vyzkumného zajmu, a to
zejména isoflavony obsazené v s6ji. Divodem je jejich role pii prevenci n€kolika
chronickych onemocnéni a také uziti jako dopliiky jejich 16¢by. Rada epidemiologickych
studii spojuje piijem potravy s vysokym obsahem isoflavonoidii se sniZzenim rizika
rakoviny prsu, prostaty Ci tlustého stfeva, osteopordzy a kardiovaskuldrnich chorob.
Jejich ptsobeni proti rakoving, antiangiogenni, estrogenni a antiestrogenni ucinky

prokazuji i mnoh¢ laboratorni experimenty [21, 70].

Ditlezitou soucéasti pochopeni Uuc€inkad kterékoliv latky je poznani jeji
farmakokinetiky, to znamena absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece. Cilem této
prace je shromazdit aktualni informace o isoflavonoidech se zaméinim na jejich
farmakokinetiku. Nejvice dostupnych informacénich zdroji studuje farmakokinetiku
nejvyznamnéjsi podskupiny téchto latek, isoflavond, coz jsou vyznamné obsahové latky
napf. v s0ji, ¢i jeteli. Proto je hlavnim pilifem této prace farmakokinetika nejdtlezitéjsich

isoflavont — genisteinu, daidzeinu, glyciteinu, biochaninu A, formononetinu a puerarinu.

V prvni ¢asti diplomové prace jsou shrnuty obecné informace o isoflavonoidech,
jakym zptsobem v rostlinach vznikaji a jejich rozd€leni. Druha ¢ast se vénuje stézejnimu

tématu a tim je prave farmakokinetika téchto latek.



3. Isoflavonoidy — obecny uvod

3.1 Charakteristika isoflavonoidu

Isoflavonoidy jsou podskupinou jedné znejvétSich skupin rostlinnych
obsahovych latek - flavonoidii. Byly izolovany jak ze Sirokého spektra lusténin z Celedi
Fabaceae, tak z dalSich rostlin, které mezi bobovité nepatii, jako jsou napiiklad Rosaceae,

Iridaceae, Moraceae, Asteraceae, Poaceae a dalsi [1, 6].

Prvni informace o isoflavonoidech jako pfirodnich produktech tvotfenych
nékterymi celedémi rostlin pochazi z poloviny 19. stoleti, kdy panové Reinsch
a Hlasiwetz izolovali latku ononin z kofene rostliny Ononis spinosa L. Cela struktura této
latky byla odhalena asi o osmdesat let pozdé¢ji, kdy se zjistilo, Ze jde o 7-O-glykosid

isoflavonu formononetinu (7-hydroxy-4-methoxyisoflavon) [3.,4].

HO O

0
OCH,

a) formononetin

OCH,

b)) ononmn

Obrazek 1 - Struktury formononetinu (a) a ononinu (b) (Nakresleno v programu

ChemDraw Professional podle Lapcik et al., 2005)
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Veitch 2007 a Lapcik et. a/ 2007 uvadi, ze v dnesni dobé je znamo jiz pies 1600
isoflavonoidi, které jsou syntetizovany az Sedesati ¢eledémi rostlin. Naprostd vétSina
z nich byla izolovana z Leguminosae (Fabaceae), coz je tieti nejvétsi a pravdépodobné
1 jedna z ekonomicky nejvyznamnéjSich Celedi kvetoucich rostlin [3]. Koncem 19. stoleti
se vSak objevily dikazy, Ze isoflavonoidy se omezené vyskytuji i v dalSich ¢eledich. V té
dobé totiz De Laire a Tiemann zkoumali iridin v oddencich Iris sp. (Iridaceae) a za¢atkem
stoleti dvacatého Finnemore podal dikazy o vyskytu prunetinu v kite Prunus sp.
(Rosaceae) [3]. Podle literd&rniho prizkumu Raynauda et al. zroku 2005 byly
isoflavonoidy objeveny u 164 druhti z 31 Celedi kvetoucich rostlin. V roce 2006 Mackova
et al. upozornili na dalSich 17 ¢eledi a 49 isoflavonoidi vyskytujicich se v nebobovitych
rostlinach, které nebyly citovany v zddnych ptedchozich review. Pocet druhti, které

nepatii do ¢eledi bobovitych rostlin, miize byt ale jest¢ mnohem vice [4].

V oblasti farmacie a mediciny patii isoflavonoidy v souCasnosti mezi dilezité
latky ve vyzkumu. Ukdzalo se, Ze n¢kolik téchto latek ma vyznamné a zajimavé
farmakologické vlastnosti, mezi které patii napiiklad endokrinologické, protibakteridlni,
estrogenné¢ aktivni isoflavony genistein, daidzein a nékolik dalSich. Tyto latky patii do
skupiny fytoestrogent s nesteroidni strukturou, vazi se na estrogenni receptory a maji vliv
na denzitu kostni tkang, kardiovaskularni systém, kognitivni funkce a mnohé studie se
zabyvaji jejich vlivem na vznik a lécbu nadorovych onemocnéni prsu, prostaty nebo

tlustého stfeva [6, 8].

3.2 Struktura a rozdéleni isoflavonoidi

Isoflavonoidy jsou velkou podskupinou flavonoidi, podle Reynauda et al. 2005
je znamo az 1000 struktur tvofenych patnactiuhlikatym skeletem (C6-C3-C6) odvozenym
od 1,2-difenylpropanu [5].
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a) 1 2-difenylpropan b) flavon

¢) 1soflavon

Obrazek 2 - Zakladni skelet 1,2-difenylpropanu (a), flavonu (b) a isoflavonu (c)
(Nakresleno v programu ChemDraw Professional podle Raynaud et al., 2005)

Co se tycCe struktury isoflavonoidy jsou charakteristické tim, ze B-kruh je na rozdil
od ostatnich skupin flavonoidli pfipojen na uhliku C3 namisto C2 zakladniho
chromanového skeletu. B-kruh podléha n€kolika modifikacim, na jejichZz zakladé se
isoflavonoidy déli na dalsi skupiny latek. Nejznaméjsi, nejpocetnéjsi
a nejprozkoumang;jsi z nich jsou isoflavony a pterokarpany, dale sem patii isoflavanony,
isoflavany, isoflavanoly, rotenoidy, isoflav-3-eny, 3-arylkumariny, kumestany,
kumaronochromony, 2-arylbenzofurany a dimery, heterodimery a konjugaty

isoflavonoidu [1, 3, 6].
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0 O
2-arvlbenzofurany
]) 2-ary y OH

k) 1soflavanoly

Obrazek 3 - Zakladni skupiny isoflavonoidu (Nakresleno v programu ChemDraw
Professional podle Veitch, 2007)

V rostlinach se isoflavonoidy vyskytuji ¢astéji ve formé aglykoni nez glykosidi.
U glykosidickych derivati cukernou slozku tvoii nejcastéji gluk6za, rhamndza nebo

apidza [5].

3.3 Biosyntéza isoflavonoidii v rostlinach

Pocatek biosyntézy isoflavonoidi a mnoha dalSich latek je zakladni
fenylpropanoidova dréha. Kromé isoflavonoidii touto cestou vznikaji také chalkony,
aurony, flavony, flavonoly, flavandioly, anthokyany, kondenzované taniny a flobafenové

pigmenty (viz Obr. 4) [8].

Na zacatku celé biosyntetické cesty vedouci k isoflavonoidiim stoji kyselina
Sikimova, ktera dava vzniku aminokyseling fenylalanin. Ten je pfes nékolik kroka
konvertovan na 4-kumaroyl-CoA a malonyl-CoA, ty jsou substratem pro enzym
chalkonsynthasa (CHS) a wvznikd chalkon. Ten je v dalsim kroku pisobenim
chalkonizomerazy (CHI) pfeménén na flavanony, které jsou velmi dalezité pro vznik
isoflavonoidi, naringenin a liquiritigenin. Na vzniku konkrétnich skupin isoflavonoidi
se podili dalsi enzymy jako isoflavonreduktasa (IFR), isoflavon-O-methyltransferasa

(IOMT) nebo isoflavonsynthasa (IFS) [8].
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Obrazek 4 — Schéma biosynteéry isoflavonoidu v rostlinach. Vytvoreno podle [8, 12]. Popis
v textu. Vysvetlivky:PAL — fenylalanin ammoniumlyaza; C4 — 4-hydroxyldza kyseliny
skoricovée;, 4CL — 4-kumarat koenzym A ligaza;, CHS — chalkonsyntaza;

CHI - chalkonisomerdza; IFS — isoflavonsyntdza.
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3.3.1 Isoflavonsynthasa

Isoflavonsynthasa (IFS) je enzym cytochromu P450 (izoforma CYP 93C), ktery
hraje klic¢ovou roli v syntéze prvnich isoflavonoidl - isoflavont daidzeinu a genisteinu.

IFS se méné Casto v literatuie oznacuje jako 2-hydroxyisoflavanonsynthasa (2-HIS)

[3,4].

Tento enzym katalyzuje hydroxylaci flavanonového prekurzoru a zaroven migraci
fenolového kruhu zpolohy C2 do polohy C3 zékladniho chromenového skeletu

flavanonti liquiritigeninu a naringeninu [4, 9].

OH OH
HO OH HO ) o
CHI
—’_
R o} R (o]
R=H: ]solnuj:nllgmm . R = H: (25)-Liquntigemn
R = OH: Chalkonaringenin R = OH: (25)-Naringenin
HD 0 OH HO 0

T o

H,;0
[ 0

S

OH

_h.

OH
R =H; Dadzemn

R = OH; Gemstemn

Obrazek 5 - Reakce vedouci ke vzniku isoflavonoidii za ucasti isoflavonsynthasy. Zkratky
enzymu: CHI — chalkonisomerasa; IFS — isoflavonsynthasa (Nakresleno v programu

ChemDraw Professional podle Veitch, 2007)

Geny kodujici IFS byly objeveny u mnoha druhti bobovitych rostlin (s6ja,

1ékoftice, cizrna, cocka a dalsi) a v cukrové fepé€ (Celed” Chenopodiaceae) [10, 11].
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3.4 Rozdéleni isoflavonoidu

V této kapitole bych chtéla struéné popsat nékteré skupiny isoflavonoidu. Ty se
deli podle substituce na B-kruhu. Jelikoz se tato diplomova prace vénuje zejména

farmakokinetice isoflavontl, ostatni skupiny jsou popsany pouze okrajove.

3.4.1 Isoflavony

Isoflavony jsou nejznaméjsi a nejprozkoumanéjsi podskupinou isoflavonoidii. Co
se tyCe struktury, patii mezi derivaty 3-fenylchromonu. V poslednich letech jim byla
vénovana velké pozornost, a to hlavné diky jejich u¢inkiim na lidsky organismus a zdravi

[13].

Tato skupina latek se v nejvétsi mife vyskytuje v ¢eledi Fabaceae, ale isoflavony
byly pozorovany v pfiblizn¢ dvaceti dalSich celedich jako Rosaceae, Iridaceae,

Asteraceae a dalSich [14].

Z hlediska struktury mizeme isoflavony rozd¢lit do tii skupin - O-substituované
derivaty (napf. hydroxy, methoxy a methylendioxy), prenylované isoflavony

a glykosilované derivaty [3]. Syntéza isoflavon byla popsana v podkapitole 4.3.
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HO 0O

Ry O
Rz
1. Ri=0H, R,=0OH, B3 =H - Gemstemn
2.Rj=H.Ry=0H. R;=H - Dawdzemn
3. R;=0OH. R,=0Me. B;=H - Biochanin A
4. Ri=H. R;=0H, R;= OMe - Glycitemn
5. R;=H., Ry=0OMe, R;=H - Formononetin

Obrazek 6 - Stuktury zakladnich zastupcu isoflavonu (Nakresleno
v programu ChemDraw Professional podle Dixon and Ferreira,

2002 a Lapcik et al., 2005)

Isoflavony se fadi do skupiny fytoestrogenli spolecné s dal§imi skupinami latek
jako stilbeny, kumestany a lignany. NejvétSim zdrojem isoflavond je s6ja a nejvice
zkoumanymi isoflavony potazmo fytoestrogeny jsou daidzein a genistein. Patfi sem dale

zastupci jako biochanin A, glycitein a formononetin [6, 18].

3.4.1.1 Genistein a daidzein

Genistein a daidzein jsou nejjednodussimi isoflavony, které se nachazi hlavné
v Celedi Fabaceae a jejich nejveétsim zdrojem je s6ja a dalsi jako fazole nebo cizrna.
V rostlinach se vykytuji bud’ ve formé glykosidu, nebo aglykonu, glykosidy jsou poté
v lidském organismu plisobenim stfevni mikroflory rozloZeny na G¢inné aglykony, které

jsou pak snadno transportovany pres sttevni epitel [15].

Jak je jiz zminéno vySe, tyto isoflavony maji vyznamnou estrogenni aktivitu.
Jejich nesteroidni struktura je podobna struktuie estrogenu a proto maji moznost vazat se

na jeho receptory ERa a ERP a podle konkrétni tkdné€ se chovaji bud’ jako agonisté nebo
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antagonisté [6]. Podle nékolika zdrojii vyvolava genistein G¢inky estradiolu v tkanich

jako prs, vajecniky, prostata, endometrium, cévy a kostni tkan [16, 17, 18].

3.4.2 Isoflavanony

Isoflavanony se oproti isoflavoniim nevyskytuji tak Casto. Patfi sem mén¢ zndmé
latky nez v pfedchozi skupiné. Z nich lze jmenovat napiiklad sigmoidin z Erythrina
sigmoidea, eryotrichin z Erythrina eriotricha, glyasperin z Gycyrrhiza sp. nebo prostratol

ze Sophora prostrata [19].

Isoflavanony jsou latky vznikajici v rostlindch zisoflavonli za katalyzy dvou
enzymid. Vprvnim  kroku  dochdzi  k 2‘-hydroxylaci  B-kruhu  pomoci
isoflavon-2°-hydroxyldzy. Druhy enzym isoflavonreduktidza zpisobuje nasledujici

konverzi na isoflavanon [3].

3.4.3 Isoflavany

Isoflavany vznikaji redukci isoflavanont. V ptirodé se vyskytuji levotocivé,
pravotoc¢ivé formy i racematy. Insekticidni a pesticidni u¢inky mé flavanon millinol B

z druhu Millettia racemosa [3].
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4. Farmakokinetika isoflavonoidu

Tato kapitola se bude vénovat hlavnimu tématu diplomové prace, a to
farmakokinetice isoflavonoidil. Zde se pokusim shrnout informace o absorpci, distribuci,

metabolismu a exkreci nékterych latek ze skupiny isoflavonoidu.

4.1 Absorpce

Absorpce je cast farmakokinetiky, kdy latka prestupuje z mista podani do
systémové cirkulace. Ta je ovlivnéna riznymi faktory jako formulace, v niz je latka do
organismu podavana, fyzikalné-chemické vlastnosti latky nebo také fyziologické

parametry mista aplikace [20].

4.1.1 Absorpce z gastrointestindlniho traktu

Studie prokazaly, Ze isoflavonoidy se z gastrointestindlniho traktu vstfebavaji
pouze v podob¢ aglykont. Glykosidy jsou totiz pfili§ hydrofilni a maji velkou
molekulovou hmotnost [33]. To znamend, ze glykosylované derivaty nejdiive musi
podstoupit deglykosylaci [22, 23, 24]. Napftiklad puerarin ale nejspiS nepodléha vyrazné
deglykosylaci, ale absorbovan je pomoci stievniho glukosového transportéru [21].
Simons et al. [38]. ve studii z roku 2005 zjistili, Ze puerarin jako C-glykosid je rezistentni
vuci B-glykosidaze a tudiz hydrolyze nepodléhd, na rozdil od daidzinu (O-glykosid), ktery
je rychle hydrolyzovan na aglykon daidzein (viz Obr. 18). Je tedy mozné, Ze pozice a typ
glykosidické vazby rozhoduje o tom, zda k hydrolyze ve stievech u flavonoidli obecné

dojde nebo ne [38].

Deglykosylace zacind jiz v dutiné¢ Ustni, kde bakterie ustni mikrofléry ve
spolupraci s epitelem vykazuji B-glukosidasovou aktivitu. Poté pokracuje v proximalni
¢asti tenkého stieva pomoci enzymu laktaza, ktery je soucasti sttevni membrany. Nachazi
se na luminalni strané membrany a hydrolyzuje glykosidické vazby v molekuldch
isoflavonoidi za vzniku jejich aglykond. V podobé& aglykoni mohou tyto latky prochazet

difuzi do enterocyti [23, 24, 26].

Co se tyce enzymu laktdza ve stfeve, existuje znacna interindividudlni variabilita
v aktivité. Mlze nastat situace, kdy je aktivita laktazy sniZend nebo uplné chybi. V tom

piipadé€ se glykosidy dostanou az do tlustého stieva, kde je ¢ast rozloZena enzymy stfevni
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mikroflory za vzniku aglykonu. V tomto ptipadé ale dochazi k tomu, Ze do systémové
cirkulace se dostane niz§i mnozstvi isoflavonoidti nez v ptipad¢ funkéni laktazy, naproti
tomu se ale zvysi vstiebavani jejich metabolitd, které vzniknou plsobenim stievni

mikroflory [26, 30].

Krom¢ laktazy jsou glykosidy v tenkém stfeve rozkladany pomoci B-glykosidasy

produkované enterocyty a stitevnimi bakteriemi [24, 26].

Anaerobni prostfedi tlustého stfeva je vhodné pro redukéni reakce [25, 26].
Isoflavonoidy jsou tak redukovdny puasobenim bakteridlni mikrofléry. Naptiklad
genistein je redukovan na dihydrogenistein, a poté na 5-hydroxyequol a daidzein se méni
na dihydrodaidzein a equol [27]. Kruh C struktury isoflavonoidi je dale §tépen bakterialni
mikroflorou na metabolity deoxybenzoinu (DOBs), které jsou poté absorbovany pasivni

difuzi a jsou biologicky aktivni, vykazuji aktivitu podobnobnou isoflavonoidiim [28, 29].
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Obrazek 7 - Rozklad isoflavonu strevni bakterialni mikroflorou. A - zmizeni daidzinu a
zvySeni mnozstvi aglykonu daidzeinu,; B — stabilita puerarinu

4.1.2 Absorpce isoflavont

V této podkapitole se budu vénovat absorpci dvou nejzndméjsich isoflavonoidii,
o kterych existuje nejvice dostupnych studii. Jak jsem jiz zminila vySe, patii do

nejrozsifené;si skupiny téchto latek — isoflavont.

Jiz dlouho je znamo, Ze daidzein a genistein jsou absorbovany v tenkém stfevé
[31]. Z potravy jsou tyto isoflavonoidy pfijimany ve formé glykosidi — daidzinu

a genistinu. Aby se ale z tenkého stfeva vstfebaly, musi byt hydrolyzovany pomoci
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sttevnich B-glukosiddz do formy aglykonti, coz potvrzuji jak studie provedené na
zvitatech, tak i ty na lidech [31, 32]. Na nésledujicim obrazku je jednoduse znazornén
mechanismus absorpce daidzeinu a genisteinu. Na stejném principu funguje i absorpce

dal$ich isoflavonu.

PORTALNI ZiLA
ENTEROCYT LUMEN
Isoflavon-glukuronid
----- isoflavon-
A glykosid
cytosolickd betaglykosidaza
konjugace pomoci UDPGT BBM
AR L e 7 B- glykosidaza

efluxni pumpa

glukuronid
I

bakterialni betaglykosidaza
betaglukuronidaza

pasivni difuze a
glukuronidace h aglykon

Obrazek 8 - Schéma instestinalni absorpce a metabolismu glykosylovanych derivatu
isoflavonii genisteinu a daidzeinu [32]

Nejvétsi podil aglykonti je absorbovan nejspi$ z jejuna, kde je aktivita [-
glykosidaz nejvyssi. Stfevni B-glykosidazy vykazuji vyssi afinitu k isoflavoniim, a to
hlavné k tém, které maji zbytky glukoézy ve své struktufe navazany v pozici ¢islo 7, coz

je v podstaté vétsina téch, které jsou pfijimany potravou [31, 32].

Aglykony isoflavonii jsou fenolické povahy, jejich pK, je tedy vhodné k tomu,
aby v jejunu prosly membranou pasivni difuzi. V prostiedi jejuna se tedy nachazeji
v neionizované formé, kterd je u latek nezbytna k tomu, aby membranou pasivné prosly.
To nasvédCuje tomu, ze pravé pasivni difuze je nejpravdépodobnéjSim mechanismem

absorpce isoflavont [32].
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Jak uz je zminéno vySe, v lidském tenkém stfevé se nachdzi enzymy f-
glykosidazy, které se ve velké mife podileji na hydrolyze glykosidickych vazeb
v molekulach isoflavoni. Zjistilo se, ze tyto stfevni B-glykosidazy vykazuji vysokou
afinitu k isoflavoniim, a to hlavné k t€m, které maji cukerny zbytek navazany na uhliku

¢islo 7 jako genistein-7-glykosid nebo daidzein-7-glykosid [24, 33].

Po tom, co jsou isoflavony v tenkém stfevé deglykosylovany B-glykosidazou,
rapidné se zvysi koncentrace aglykonu v plasmé. Zdroje se shoduji na tom, ze poté, co
koncentrace isoflavontl v plazmé prudce stoupne, asi po jedné az dvou hodinach na malou
chvili trochu poklesne, a poté Ize znovu pozorovat nartist. Prvni rychly nartst koncentrace
by mohl byt vysvétlen vstiebdvanim isoflavoni v podobé aglykonl jiz v prostiedi
zaludku, duodena a proximalniho jejuna. U genisteinu a daidzeinu dochdzi asi po jedné
az dvou hodinich po peroralnim poddni potravy obsahujici isoflavony k prvnimu
vzestupu koncentrace v plazmé, poté nastava kratkd faze platé a po Ctyfech az osmi
hodinach se objevuje pik druhy, ktery odrazi enterohepatélni cirkulaci. Za 12 az 24 hodin
uz koncentrace isoflavonli v plazmé klesaji a po 48 hodinach uz je tam nemizeme

detekovat [33, 34, 35].

Studie popisujici famakokinetiku isoflavonil jsou nej¢astéji zaloZeny na podavani
s0ji nebo produkti z ni vyrobenych urcité skuping lidi. Casto se zkouma rozdil mezi muzi
a zenami, rozdil mezi lidmi s onemocnénim nebo bez n¢j nebo rozdil v ADME u Zen pied

menopauzou a po ni.

So6jové boby obsahuji z nejveétsi Casti isoflavony daidzein a genistein v podobé
svych B-glykosidii, v podobé aglykont se vyskytuji pouze do 2,5 % vSech isoflavoni
v bobech. V malé mife jsou zastoupeny kromé jiZ zminénych pB-glykosidii také malonyl- a
acetyl-glykosidy, avSak jejich koncentrace je tak nizka, Ze neni mozna dalsi kvantifikace.
Soucasti isoflavontl v s6ji je také glycitein, respektive jeho glykosid glycitin, ktery tvoii

2,4 % isoflavont [56].
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Obrazek 9 — Schéma absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece isoflavonii.

Vysvetlivky: IF - aglykon isoflavonu,; IF-Gly — glykosid isoflavonu; IF-C — konjugat
isoflavonu; IF-H - redukovany isoflanov;, IF-O — oxidovany isoflavon;
DOB - deoxybenzoin; PA — derivaty kyseliny propionové; HB — hydroxylované benzenové
derivaty;, LPH — laktaza phlorizin hydrolaza; SULT — sulfotransferaza;, UGT — UDP-
glukuronyltransferaza;, MRP — multidrug rezistence protein; BCRP — breast cancer

resistence protein. Prevzato a upraveno podle [21].

Co se tyce biodostupnosti isoflavont genisteinu a daidzeinu, velmi zajimava je
studie Setchella et al. z roku 2003, kde ke zjiSténi farmakokinetickych parametrii byly
pouzity radioaktivné znacené isoflavony. Tato studie byla prvnim detailnim vyzkumem
farmakokinetiky stabilnich izotopii genisteinu a daidzeinu provedenym na zdravych
lidskych jedincich. Probihala za pouziti ['°C] znageného genisteinu a daidzeinu, které
jsou metabolicky stabilni. V tomto vyzkumu probéhly za pomoci izotopi klasické

farmakokinetické studie zaloZené na jednorazovém peroralnim podani ve ctyfech riiznych
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rezimech. Tfi z nich spadaly do nizkoddvkového rezimu (0,4/kg té€lesné hmotnosti) —
nizka davka, opakovana nizkd davka a nizkd dévka po jidle a u ctvrté byla tato davka
zdvojnasobena. Tento pfistup potvrdil reprodukovatelnost ve farmakokinetice isoflavoni
mezi jednotlivci v zévislosti na Case a také prokazal, ze pravidelnd konzumace isoflavonu
(tzn. 50mg denné alespoit 7 po sob¢& nasledujicich dni) z potravin bohatych na soju

zadnym zpisobem neovliviiuje farmakokinetiku ani biodostupnost isoflavonti [48].

Vysledky této studie ukazaly, ze ['*C] daidzein a ['*C] genistein se po peroralnim
podani velice rychle objevily v séru a svého maxima dosdhly béhem 2 az 8 hodin po
poziti. Izotopy byly pomalu odbouravany kinetikou prvniho tadu. Polocasy daidzeinu
a genisteinu v této studii dosahovaly primérnych hodnot 7,75 + 0,36 hodin a 7,72 + 0,25
hodin [48].

Setchell se svymi spolupracovniky se farmakokinetikou isoflavonli zabyva ve
spousté dalSich studii. V této z roku 2003 [48] i1 dalSich, do kterych jsem méla moznost
nahlédnout, jsou vysledky podobné. Izotop genisteinu dosahoval vyssi koncentrace v séru
nez izotop daidzeinu pfii stejné davce [48]. Setchellova studie z roku 2001 [34] stejny
vysledek uvadi 1 u pfirozené se vyskytujicich latek daidzeinu a genisteinu. Celkova
biologickd dostupnost genisteinu jako AUC (plocha pod kiivkou) je vyssi (AUC = 4,54
pg/ml.h) nez je tomu u daidzeinu (AUC = 2,94 pg/ml.h) [34].

Tyto udaje jsou relevantni pro zdravé jedince. U téch s rendlnim onemocnénim
jsou vysledky odlisné, coz je jakymsi dikazem toho, Ze na eliminaci téchto latek
z organismu se z velké ¢asti podileji prave ledviny [48]. Exkrece stolici oproti tomu tvoii
pouze minoritni cestu eliminace isoflavonil [21, 48]. Vice informaci o exkreci téchto latek

je uvedeno v kapitole 4.4.

Studie provedené za pomoci piirozené se vyskytujicich isoflavont uvadi velmi
podobné hodnoty ¢asu dosazeni maximalnich koncentraci daidzeinu a genisteinu, které
se pohybuji kolem 6,9 + 0,7 hod pro daidzein a 6,5 + 1,0 hod pro genistein po poZiti téchto
téchto latek. Podle toho védci usuzuji, Ze absorpce isoflavoni se odehrava po celé délce
tenkého stfeva a také ve stfevé tlustém, v daleko menSi mife se absorbuji ze Zaludku.
U testovanych subjektii dochdzelo k nepatrnému poklesu koncentrace, po kterém

nasledoval opétovny narlst, coz pravdépodobné znaci enterohepatélni cirkulaci [34, 56].
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Obrazek 10 — Zavislost koncentrace daidzeinu a genisteinu v séru na case, prevzato a
preloZeno z [56].

D4 se tict, ze se v riznych studiich objevuji velmi podobné vysledky a hodnoty
farmakokinetickych parametri. Nésledujici odstavce se vénuji jejich shrnuti podle

Setchella et al., kterd byla provadéna na Zenach pfed menopauzou, z nichZ v§echny byly
starsi 18 let [34].

Po jednorazovém peroralnim podani 50 mg daidzeinu v podobé aglykonu rychle
vzrostla jeho koncentrace v plazmé, kterd se asi po dvou hodinach nepatrné snizila
anasledoval druhy wvzriist aZz hladina daidzeinu dosdhla maximalni plazmatické
koncentrace (Cmax) V €ase (tmax) 6,6 £1,36 hod. Maximalni plazmatickd koncentrace
v tomto Case dosédhla 194 + 30,6 ng/ml (0,76 = 0,12 umol/l). Eliminacni polocas se
pohyboval kolem hodnot 9,34 + 1,3 hod, AUC = 2,94 ug/ml.h a primérna plazmaticka
clearance 17,5 = 1,4 I/hod. Daidzein se v plazmé vyskytoval pfevazné v konjugované
podobé a na to, ze byl poddn v podobé aglykonu, podil formy nekonjugované byl
relativné nizky [34].

U genisteinu je prubéh velmi podobny. Byl také podan jednorazové v davce 50
mg. Prvnim rozdilem je méné patrny pokles v absorp¢ni fazi, nez tomu bylo u daidzeinu.
Maximalni koncentrace dosahl primérmné v case 9,33 + 1,33 hod a dosahl vyssi Cmax, nez

daidzein — 341 + 74 ng/ml (1,26 £ 0,27 umol/l). AUC, jak je jiz zminéno vySe, je tim
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padem také vyssi. Eliminacni polocas se pohybuje v primérné kolem 6,78 + 0,84 hod
a clearance 18,3 + 5,7 l/hod. Jak jiz bylo zminéno u daidzeinu, podil nekonjugované

frakce v plazmé byl také nizky oproti vétSinové formé konjugované [34].

Tato studie také studovala farmakokinetiku isoflavonti v podobé glykosidi —
daidzinu a genistinu, které¢ byly rovnéz peroraln¢ podavany. U daidzinu byl prubéh po
podani velmi podobny jako u aglykonu, ale Cas potiebny pro dosazeni maximalni
koncentrace byl o nékolik hodin delsi — kolem 9,0 hodin. U genistinu byl ¢as potifebny
pro dosazeni maximalni koncentrace stejny jako aglykonu, a to 9,3 hodin. U daidzinu
byla maximalni dosazena koncentrace vyssi nez u aglykonu, dosahla primérné¢ 394 ng/ml
a u genistinu 341 ng/ml, coZ je hodnota totozna s aglykonem. Polocasy eliminace byly

u obou glykosida delsi, nez u aglykont [34].

Velmi dilezitym metabolitem daidzeinu je equol, ktery vznika pulsobenim
sttevnich bakterii. U testovanych subjektl, kterym byl podén genistein nebo genistin
logicky nebyly koncentrace equolu detekovany v signifikantnich mnozstvich. Mezi
podanim daidzeinu a okamzikem, kdy se objevi equol v plasmé je zpozdéni asi 6 az 8
hodin. Toto zjisténi koresponduje s faktem, ze equol vznikd plsobenim bakterii

v distalnich ¢astech traviciho traktu.

Dal$imi isoflavony jsou glycitin, biochanin A a formononetin. Farmakokinetika
glycitinu (7,4"-dihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-D-glykosid) byla rovnéz popsana ve
stejné studii. Glycitein se objevil v plazmé velmi rychle po podani 25 mg jeho
B-glykosidu. Maximalni koncentrace byla dosaZena po 4 hodinach po peroralnim podani.
Nasledoval pokles koncentrace a zjiStény eliminaéni poloc€as ti» dosahl 8,9 hodin
a clearance Cl = 32,1 L/h a AUC =0,7 pg/(ml.hod). Distribu¢ni objem (Vg4 ) dosahl
relativné vysoké hodnoty 415 L. Po podani glycitinu doslo k velmi mirnému naristu
koncentrace daidzeinu v plazmé. Z plazmatického profilu bylo ale patrné, Ze
demethoxylace glyciteinu na daidzein je pouze minoritni biotransformacni cestou. Hlavni

preménou ziistava deglykosylace glycitinu na glycitein [34].

Vyznamnym zdrojem isoflavont formononetinu a biochaninu A je jetel. Setchell
se svymi spolupracovniky podal stejnému subjektu, kterému byl piedtim podan glycitin,
dopln¢k stravy Promensil. Promensil byl podroben vysokoucinné kapalinové

chromatografii, pomoci které bylo zjiSténo, Zze formononetin a biochanin A se v ném
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vyskytuji pfevazné ve formé aglykond, mensSi Cc¢ast tvofi glykosidy téchto
methoxylovanych isoflavonii a také daidzein a genistein. Podani jedné tablety Promensilu
vedlo k rychlému nartistu plazmatické koncentrace dadizeinu a genisteinu a staly se
majoritnimi isoflavony vyskytujicimi se v plazmé a tvofily vice nez 95 % namétené¢ho
celkového mnozstvi isoflavonti v plazmé. Koncentrace formononetinu a biochaninu A se
také mirné zvysila, ale je ziejmé, Ze pouze malé ¢ast téchto methoxylovanych isoflavonti

prezije demethylaci ve stievech [34].

Farmakokinetika Farmakokinetika
glycitinu u zdravého Promensilu u zdravého
_muZe muze
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Obrazek 11 — Plazmatické koncentrace v zavislosti na case pro latky genistein, daidzein,
glycitein, formononetin a biochanin A po jednorazovém podani 25 mg glycitinu (vievo) a
40 mg Promensilu (vpravo) stejnému dospéléemu zdravému muzi. Prevzato a upraveno

podle [34].

Ve studiich nebyly zjistény Zzadné signifikantni rozdily v biodostupnosti
genisteinu a daidzeinu mezi muzi a Zenami, ani vék nehral vyznamnou roli a roli nehraje

ani to, zda je Zena pted nebo po menopauze [56, 57].
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Obrazek 12 — HPLC chromatogram popisujici slozeni dvou odlisnych dopliiku stravy
obsahujici isoflavony — jeden ze soji (nahore) a druhy z jetele (dole). PFevzato a upraveno

podle [34].

4.2 Distribuce

Kdyz se latky absorbuji z mista podani do centrdlniho ob&hu, musi se dostat na

misto svého ucinku. To se d&je pii fazi farmakokinetiky, kterou je distribuce [20].

Isoflavonoidy jsou po absorpci rychle distribuovany do tkani po celém téle. Studie
potvrzuji, ze pronikaji jak placentou, tak hematoencefalickou bariérou a dostavaji se i do

matefského mléka [21].

4.2.1 Isoflavony

Distribu¢ni objem (Vg4 ) daidzeinu je o néco vyssi nez je tomu u genisteinu. Jiz
vyse zminéna studie Setchella et al. z roku 2003 se vénovala biodostupnosti radioaktivné
znacenych isoflavont genisteinu a daidzeinu. Z této studie vyplyva, Ze V4 ['*C] daidzeinu

byl 336,25 1, clearance 30,09 I/hod a elimina¢ni polo¢as 7,75 hod. Co se ['*C] genisteinu
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tyCe, hodnoty byly Vg4 = 258,76 1, clearance = 21,85 l/hod a Ti» = 7,77 hod [47,48].
U nativnich isoflavonti distribu¢ni objem u daidzeinu dosahoval hodnot kolem 236,4 +
35,9 1 a u genisteinu byl opét o néco nizsi 161,1 + 44,1 1[34]. Ostatni farmakokinetické

parametry nativnich isoflavonl jsou uvedeny v kapitole 4.2 o absorpci.

Co se tyce distribuce, nelze vynechat vazbu na plazmatické bilkoviny. Tato vazba
predstavuje depo, které snizuje intenzitu, zpomaluje eliminaci a prodluzuje ucinek 1é¢iv
a dalSich latek podavanych do lidského organismu. Nejvyznamnéjsi plazmatickou

bilkovinou je lidsky sérovy albumin. Vazba 1é¢iv na bilkoviny je rychld a reverzibilni.

Lidsky sérovy albumin (HSA —human serum albumin) je nejhojnéji se vyskytujici
protein v plasmé. V krvi dosahuje koncentrace 7 x 10* M. Tvofi depo a pfenaseé pro
mnohé latky jak endogenniho, tak exogenniho piivodu a ovliviiuje farmakokinetiku fady
1é¢iv. Mimo to také vykazuje antioxidacni aktivitu a také aktivitu (pseudo)enzymatickou.
Stejné jako ostatni proteiny je syntetizovan v jatrech rychlosti skoro 0,7 mg/h na gram
jater, coz je asi 10 az 15 g za den. Je to jediny neglykosylovany globularni protein v
plazmé, ktery se sklada z 585 aminokyselin. M4 tii homologni domény oznacené I, IT a II1
a kazda doména se sklada ze svou odlisnych subdomén oznacenych A a B. Subdomény
maji helikalni strukturu a jsou zna¢né propojeny pomoci 17 disulfidovych mustkl (viz

Obrézek 13) [59, 60, 61].

Struktura HSA umoZiuje nékolik riiznych moZnosti, jak se na néj ligand mize
vazat. M4 7 vazebnych mist pro chemicky riznorodé latky véetné mastnych kyselin, proto
jsou tato mista pojmenovana FA1 — FA7 (z anglického fatty acids). Hlavné¢ FA3 a FA4
tvofi takzvané misto Sudlow II umisténé v subdoméné IIIA, které rozpoznava hlavné
aromatické karboxylaty. FA7 pak pfedstavuje misto Sudlow I, které vaZze zejména

heterocyklické anionty (viz Obrazek 14) [59].

Diilezitym poznatkem, co se tyce vazby slouc¢enin na HSA je ten, ze se zvySujici
se afinitou a pevnosti vazby HSA-ligand se zvySuje také poloCas a stabilita daného
ligandu. Napftiklad po podani 50 mg polyfenolickych slou€enin v podobé¢ jejich aglykonti
je eliminac¢ni polocas katechint a flavanonti je 2-3 hodiny, u isoflavoni je to kolem 5-8
hodin a u flavonolti 18-20 hodin. Zajimavé je, Ze toto zjiSténi jde ruku v ruce s rostouci

afinitou k HSA [60, 61].
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Obrazek 13 — Molekulovy model lidského sérového albuminu [60)].

Polyfenolické slouceniny obecné maji n€kolik vlastnosti které velmi ovliviiuji
jejich vazbu na plazmatické bilkoviny, a tém se bude vénovat tento odstavec. Jedna nebo
vice hydroxylovych skupin v kruhu B v molekule flavonoidli zvysuje afinitu molekul
k proteinlim plasmy. Naproti tomu hydroxylovéa skupina navézand na kruhu C afinitu
sniZzuje. Nenasycenda vazba mezi uhliky ¢islo 2 a 3 v konjugaci s karbonylovou skupinou
na uhliku 4, kterd je charakteristickd pro flavonoly, zvySuje afinitu k proteintim.
Glykosylace flavonoidii mize afinitu snizovat o 1 az 3 tfady, a to v zavislosti na misté
pfipojeni a povaze cukerné slozky. Methylace hydroxylovych skupin flavonoidi zvySuje
afinitu k proteinlim pfiblizné 2 az 16krat. Katechiny, na néZ je navdzana kyselina gallova

maji afinitu vySsi nez ty bez ni [62].
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(FA3, FA4) (FAT)

Obrazek 14 — Molekulovy model HSA s vyznacenymi vazebnymi misty pro ligandy
FAIl — FA7 (oznaceny modre). Uproveno podle [59].
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Obrazek 15 — Schéma vazby polyfenolit na plazmaticke bilkoviny. Pres membrany
mohou prostupovat a k ucinku jsou dostupné pouze volné polyfenoly (Pf), PP —

polyfenol navazany na plazmatickou bilkovinu. Prevzaté a upravené podle [62].

V dne$ni dob¢é neni dostatecné mnozstvi informaci o tom, jakym zplsobem je

HSA rozpoznan flavonoidy a jejich metabolity. Vazba isoflavonoidi na HSA byla
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zkoumana pomoci automatizovaného molekulového dokovani a rovnovazné konstanty
vazby isoflavonoidli na misto Sudlow II (FA7) byly stanoveny za a bez piitomnosti
oleatu. Oleat totiz allostericky inhibuje vazbu flavonoidii na HSA, coz znamena, ze
pritomnost mastnych kyselin mtize hrat vyznamnou roli pii vazbé ligandi na lidsky

sérovy albumin [59].

Vysledky studie Mahesha et. al z roku 2006, kterd se zabyva vazbou isoflavonti
na lidsky sérovy albumin, ukazuji, Ze rovnonazné konstanty vazby genisteinu a daidzeinu
na HSA jsou 1,5 £ 0,2 x 10° M™! respektive 1,4 + 0,2 x 10 M™!. Vazba viech isoflavoni
na HSA ma podobny charakter. Substituent v poloze 5 aromatického kruhu A v molekule
isoflavont nejspis nehraje ve vazbé na HSA vyznamnou roli. Kruh B je vSak bohatsi na

elektrony, a proto je citlivéjsi k ionizaci pti fyziologickém pH [63].

Li et al. (2008) popsali vazbu isoflavonu peurarinu k HSA pomoci
fluorescenc¢nich studii. Po piidani puerarinu k lidskému sérovému albuminu doslo
k potlaceni intenzity fluorescence HSA. Po navazani puerarinu na HSA byly pozorovany
malé konformaéni zmény v molekule albuminu. Termodynamické paramentry prokazuji,
Ze ve vazb¢ puerarinu na HSA hraji roli jak vodikové vazby, tak i1 hydrofobni interakce

[65].

Metodou molekulového dokovani bylo zjisténo, Ze puerarin i ostatni isoflavony
se na HSA vazi na vazebné misto Sudlow I, které se nachazi v subdoméné IIA. Na
Obréazku 16 je pomoci programu AutoDock 3.05 zobrazena mozna vazba puerarinu na
HSA. Molekula puerarinu je navdzana v kavité tvoren€ lysinem (Lys) 106, Tyr 150, Lys
195, His 242 a argininem (Arg) 257. Kruh B je lokalizovan ve vysoce hydrofobni
Stérbiné tvotené Tyr 150, Tyr 148, Tyr 149, z ¢ehoz vyplyva, Ze mezi témito fenylovymi
kruhy jsou pfitomny hydrofobni interakce. Kruhy A a C se pfipojily do méné
hydrofobnich dutin a glykosyl k usti vazebného mista. Hydroxylové skupiny
v polohach 4’a 7 vytvotily vodikové vazby s karbonylovym kyslikem glycinu 248 a Lys
195. Dalsi vodikovd vazba vznikla mezi hydroxylem glykosylu a karbonylovym
kyslikem serinu 192. K vytvofeni dal§ich vodikovych vazeb pravdépodobné ptispivaji
také pfitomné molekuly vody. V blizkosti puerarinu se téZ nahromadilo mnozstvi
bazickych zbytki jako naptiklad Lys 106, Lys 199, Lys 195, Arg 257 and His 242, coz
naznacuje fakt, Ze na vazbé se podili také elektrostatické sily. Termodynamickou

analyzou se zjistilo, Ze vazebny proces je pohanén spiSe vodikovymi vazbami a
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elektrostatickymi silami nez hydrofobnimi interakcemi. To mtize byt vysvétleno tim, Ze
glykosyl zvysuje celkovou hydrofilitu molekuly puerarinu a oslabuje hydrofobni
interakce. Jak je jiz zminéno vyse, glykosyl snizuje afinitu a pevnost vazby flavonoida
k HSA. To potvrdily i studie porovnavajici vazbu daidzeinu a puerarinu na albumin.

Daidzein ma k HSA vys$i vazebnou afinitu nez puerarin a rozdil mezi témimo

molekulami je v pfitomnosti glykosylu v pozici 8 puerarinu [66].

Obrdazek 16 — Model vazby puerarinu na lidsky sérovy albumin. Popis v textu. Prevzato z

[66].

Dal$im vyznamnym isoflavonem je formononetin, ktery ma na rozdil od
daidzeinu v pozici 4 na kruhu B methoxylovou skupinu misto hydroxylové. Na HSA se
vaze s vysokou afinitou, coZ naznacuje, ze methoxylova skupina nebrani stericky této

vazbé [64].

4.3 Metabolismus

Metabolismus je dalsi ¢asti farmakokinetiky, kdy dochazi chemické preméné
molekuly podané latky. V pribéhu metabolismu se 1é¢ivo obvykle stava polarngj$im, aby
mohlo byt nésledné vylouceno z organismu ve fazi exkrece. Metabolismus ma dvé faze,

v prvni f4zi dochézi k zavedeni polarnich skupin do molekuly, a to naptiklad hydroxylaci,
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oxidaci, redukci nebo dealkylaci. Faze druhd je konjugacni, kdy obecné¢ dochazi ke
glukuronidaci, sulfataci, N-acetylaci, metylaci, konjugaci s glutathionem nebo

aminokyselinami [20].

Jak uz je zminéno v obecné ¢asti, isoflavonoidy jsou latky podobné endogennim
estrogenim. Jejich metabolismus je proto podobny metabolismu téchto hormonti.
Ptevlada u nich tak jako u estrogennich hormonti druhéd faze metabolismu (konjugace)

nad fazi prvni [21].

Isoflavonoidy jsou v podobé aglykonii absorbovany z traviciho traktu, rychle
podléhaji bud’ sulfataci nebo konjugaci s kyselinou glukuronovou. Pouze 1-3 %

isoflavonoida v podobé aglykoni se dostane do systémové cirkulace [21, 49].

Hlavnimi enzymy, které se podileji na metabolismu téchto aglykontl, jsou UDP-
glukuronyltransferaza (UGT) a sulfotransferdza (SULT). Asi 70-90 % isoflavonl je
metabolizovano pomoci téchto enzymiti za vzniku glukuronidi a sulfat [69]. Tyto reakce
se odehravaji hlavné ve stfevnich mikrozomech, kdy dochéazi ke kompetici s absorpci.
Podle nékterych studii se ale zapojuji také jaterni isoformy téchto enzymi. Z tohoto
vyplyva, Ze first-pass efekt je vysoky, a to hlavné u isoflavonii jako jsou genistein
a daidzein, které jsou nejvice prozkoumany. Studie uvadéji, ze az 90 % prijaté davky se
neabsorbuje do systémové cirkulace, podlehne first-pass efektu a dojde k exkreci [50, 51,

52].

Podil UGT na metabolismu isoflavonoidi je podle vSeho vyssi. Koncentrace
konjugatt s kyselinou glukuronovou jsou vyssi, nez je tomu u sulfatovanych konjugati.
Existuje n€kolik isoforem UGT, které jsou rozmistény po organismu. Nachdzeji se hlavné
ve stievech, jatrech a ledvinach. Isoforma UGT1A1 se nachézi ve vSech téchto organech,
ale jeji exprese v jatrech je nejspi§ mnohem vétsi, nez je tomu u ostatnich. UGT1A9 je
pfitomna pouze v jatrech, kdezto UGT1A8 a UGT1A10 hlavné v tenkém stievé [21]. U
isoflavonoidi dochazi ke glukuronidaci a sulfataci hlavné v polohach 4 a 7" za vzniku
bud’ monokonjugatl (napf. genistein-7-glukuronid, genistein-4'-glukuronid, genistein-7-
sulfat, genistein-4'-sulfat) nebo dikonjugatii (napt. genistein-7-glukuronid-4'-glukuronid,
genistein-7-sulfat-4'-sulfat,  genistein-7-glukuronid-4'-sulfat,  genistein-7-sulfat-4'-

glukuronid) [21, 69].
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U genisteinu a daidzeinu dochazi ke glukuronidaci v polohéach ¢islo 4 a 7¢, tuto
reakci katalyzuje praveé vySe zminény enzym UDP-glukuronyltransferaza. Zjistilo se, ze
hlavné isoformy UGT 1A1, 1A8, 1A9 a 1A10 jsou zodpovédné za glukuronidaci latek
jako jsou daidzein, genistein, glycitein, biochanin A, prunetin a formononetin [21, 50, 51,

52].

K sulfataci isoflavonoidit dochazi za katalyzy enzymem sulfotransferaza (SULT).
Tento enzym se stejné jako UGT vyskytuje v n€kolika isoforméch a je pfitomen ve stieve
a jatrech. NejdulezitéjSimi isoformami enzymu sulfotransferdza jsou SULT 1A1*2, 1E
a2Al. Zda se, ze isoformy SULT1A1 a SULTIEI jsou dulezitymi pfi regioselektivnich

mono- a disulfata¢nich reakcich isoflavonu [21, 50].

Isoflavonoidy podléhaji také prvni f4zi metabolismu, ale ve vyrazné mensi mite,
nez je tomu u konjuga¢nich reakci. Hlavnimi reakcemi jsou ty hydroxylacni, které
probihaji v jatrech [21, 53]. L. faze metabolismu tudiz neni primarni cestou metabolismu
téchto latek. Oxidac¢ni metabolity z prvni faze isoflavonii byly pozorovany v moci
zdravych dobrovolnikdi u genisteinu, daidzeinu i formononetinu. Pomoci lidskych
jaternich mikrosomil bylo zjisténo, ze za oxidaci isoflavoni jsou zodpovédné enzymy
cytochromu P450. Dal$i pozorovanou reakci hlavné u biochaninu A a formononetinu je
demethylace, kdy in vitro inkubace téchto latek s mikrosomalnimi enzymy vedla ke

vzniku genisteinu a daidzeinu [69].

Isoflavonoidy, které podlehnou glukuronidaci v jatrech, jsou vylu¢ovany do Zluci.
V horni ¢asti tenkého stfeva jsou tyto konjugaty rozlozeny bakteridlni mikroflérou
produkujici mikrobialni B-glukuroniddzy a znovu vstfebany. Tento dé& se nazyva
enterohepatalni cirkulace a vyrazné prodluzuje polocas latek, které mu podléhaji.

Enterohepatalni cirkulaci podléhaji také endogenni estrogeny [54, 55].

Diilezité je zminit se také o roli efluxnich transportért jako jsou MRPs (multidrug
resistence proteins) a BCRPs (breast cancer resistance proteins), které patii do rodiny
ABC transportérii (z anglického ATP-binding cassette). Tyto transportni proteiny hraji
svou roli pifi enterohepatalni cirkulaci isoflavonoidli a mohou byt predmétem genovych
polymorfismu. Studie z roku 2012, ktera byla provedena na mysich, ukéazala, ze mysi,
které postradaji BCRP vykazuji vyznamné niz$i vylu¢ovani konjugati isoflavonoidi, nez

je tomu u mysi konven¢nich s BCRP [68]. A podobna studie, ve které byly testovanymi
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subjekty mysi s deficienci MRP-2, prokazala vyssi plazmatické koncentrace genisteinu a
daidzeinu po peroralnim podani, a to diky snizené biliarni exkreci [67]. Z provedenych
studii vyplyva, ze interindividualni rozdily v pfitomnosti efluxnich transportérti mohou

vyznamné ovlivnit farmakokinetiku isoflavonoidu piijimanych ve straveé [21, 67, 68].

4.3.1 Metabolismus genisteinu, daidzeinu a produkce equolu

V této podkapitole bych se chtéla opét zaméfit na genistein a daidzein, tentokrat

pujde o jejich metabolismus.

Po tom, co glykosidy daidzin a genistin podlehnou hydrolytické reakci za vzniku
aglykonu, dojde k jejich vstfebani ve sttevé nebo podléhaji dalsi preméné pomoci stievni

mikroflory [35].

Co se tyCe genisteinu, ten podléha ¢innosti bakteridlni mikroflory pfeméné na p-
ethylfenol a 4-hydroxyfenyl-2-propionovou kyselinu. Oproti tomu u daidzeinu dochazi
k reduk¢ni reakei za vzniku o-desmethylangolensinu (O-DMA) a equolu (viz Obr. 17, 18)
a ty jsou nasledné absorbovany prosttednictvim pasivni difuze do centralniho obéhu. Byly
objeveny ale také dal$i metabolity daidzeinu jako jsou naptiklad tetrahydrodaidzein, 3-
(4-hydroxyfenyl)-benzopyran-4,7-diol a 2-dihydro-O-DMA [21, 33]. Co se tyce
informaci o jednotlivych metabolitech, tak studie se vénuji hlavné equolu, a to hlavné
kvili jeho biologické aktiviteé podobné estrogennim hormontiim, ten je predmétem
nasledujici podkapitoly 4.3.1.1. JelikoZz u O-DMA zatim biologickd aktivita nebyla

prokazana, nevénuje se mu tolik pozornosti.

V poslednich letech se védci ve studiich zabyvali bakteriemi, které jsou
zodpové&dné za metabolismus daidzeinu a genisteinu ve stfevech. V roce 2000 naSel Hur
et al. [44] pti pozorovani fekalnich bakterii zdravého jedince kmen E.Coli — HGH21
a grampozitivni bakteridlni kmen - HGH6, které se podileji na pfeméné genistinu
adaidzinu na aglykony genistein a daidzein. Obé& tyto bakterie maji totiz
betaglykosidazovou aktivitu. Za anaerobnich podminek kmen HGH6 také redukuje tyto
dva isoflavony na dihydrodaidzein a dihydrogenistein. Také se zjistilo, Ze tato redukce
vazby mezi uhliky C2 a C3 v molekule daidzeinu a genisteinu je nejspis selektivni pro
isoflavony. Kmen HGH®6 totiZ tuto vazbu neredukuje u flavonoida apigeninu a chrysinu
[44]. Ve stejné studii se zjistilo, Ze i1 ptesto, Ze dihydrodaidzein je prekurzorem equolu,

tak pfi inkubaci kultur stouto latkou at uz pfirodniho nebo syntetického pivodu,



38

nevznikaji zadné dal$i metabolity. To ukazuje na fakt, ze k produkci equolu jsou

zapotiebi odlisné bakterie a enzymy [44].

Hur et al. [45] se tomuto tématu ale vénoval 1 dale a podatilo se mu pfi pozorovani

fekalnich bakterii, které jsou zodpovédné za metabolizaci daidzeinu, izolovat anaerobni

grampozitivni bakterii — HGH136. Tato bakterie $t€pi v anaerobnim prostfedi kruh C

daidzeinu za vzniku O-DMA. O-DMA kromé¢ toho vznika také pfi inkubaci synteticky

ziskaného dihydrodaidzeinu s HGH136. Pii inkubaci této bakterie s daidzeinem

a dihydrodaidzeinem nebyla zjisténa ptitomnost zddnych jinych metabolitii: Tudiz ani

tato bakterie nejspis neni zodpovédna za vznik equolu [44, 45]. Dalsi informace o equolu

a jeho produkci v lidském organismu jsou uvedeny dale v podkapitole 4.3.1.1.
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4.3.1.1 Equol

Equol, chemicky [7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-chroman], je produktem
metabolismu isoflavonu daidzeinu a jedna se o nesteroidni fytoestrogen, ktery se vaze na
estrogenni receptory. Poprvé byl izolovan z moci koni v roce 1932 a o 50 let pozdéji
1 identifikovan. Na jeho produkci se velmi vyznamné podili bakterie ve stievech urcité
skupiny lidi (tzv. producenti equolu) po podani potravy obsahujici s6ju. Prave soja je totiz

nejveétsim zdrojem isoflavont [36, 37].
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Podle studii je absorpce equolu ptes stfevni sténu efektivnéjsi, nez je tomu
u daidzeinu. V plasmé¢ se objevuje po prijeti potravy s obsahem daidzeinu jako
enantiomer (S)-equol a zlstavd vni o néco delsi dobu nez daidzein a genistein.
Koncentrace equolu v plasmé¢ je v prubéhu prvnich 4 hodin po poziti isoflavoni
zanedbatelna a své maximum dosahuje asi po 24 hodinach. Po tomto ¢asovém useku se
koncentrace equolu pomalu snizuje. Jesté 48 hodin po peroralnim podéni isoflavont se

ale koncentrace equolu v plasmé¢ pohybuje nad bazalnimi hodnotami [33].

N¢ékolikanasobné vyssi koncentrace equolu byly pozorovany u lidi, ktefi piijali
isoflavony ve formé glykosidu nez aglykonu [33]. To je nejspi$ zplsobeno tim, Ze
daidzein jako aglykon je v této podobé¢ vstteban z tenkého stieva. Na rozdil od aglykonu
se glykosid nedostane pies sténu tenkého stfeva do enterocytl a pokracuje tak do
distalnich ¢asti tenkého stieva a do stieva tlustého. Glykosid tudiz ziistava ve stieve delsi
dobu a tim padem mutze podléhat jak pfeméné prostfednictvim stfevnich bakterii, tak

rozkladu pomoci intestinalnich B-glukosidéaz [33, 34, 35].

N¢kolik studii prokazalo, ze na tvorb¢ equolu maji obrovsky podil bakterie sttevni
mikroflory. Studie potvrzuji, Ze u zvifat bez bakteridlni mikroflory se po piijeti potravy
obsahujici soju jako zdroj isoflavonu daidzeinu neobjevuje jeho metabolit equol v moci,
rovnéZ ani u déti, které jeSt€ nemaji vyvinutou stievni mikrofléru [37]. Dalsi studie
potvrzuji také sniZzeni produkce equolu pifi uzivani nékterych antibiotik, ktera velmi
zasahuji do slozZeni stfevni mikroflory [39, 40]. Produkce equolu sttevnimi bakteriemi je

stereoselektivni, kdy vznika (S)-equol, nikoliv R-forma [41, 42].

Zjistilo se, Ze pouze 30 % zapadni populace mé ve stievech piitomny bakterie,
které metabolizuji daidzein na equol. Z tohoto hlediska rozliSujeme lidi na producenty
equolu a ty, ktefi ho nevytvafi. Mezi producenty se fadi hlavné asijskd populace, jejichz
potravu z velké ¢asti tvoii soja a produkty z ni vyrobené. Asi 50-60 % Asiatil patii mezi
jedince schopné equol produkovat. Producenti equolu mohou ze s6ji tézit vice, jelikoz se
prokazalo, ze equol ma vétsi estrogenni ucinek nez daidzein samotny. Navic u jedinct,
ktefi equol neprodukuji, je daidzein pfeménén na O-DMA a ten, jak uz bylo zminéno

vyse, tento Ucinek nema [36, 37, 41, 42, 43].

Setchel et. al [33] uvadi, Ze jedince, u kterych je po podéani potravy bohaté na soju

koncentrace equolu v plasmé pod 40 nmol/L (10 pg/L) se oznacuji jako ,,neproducenti
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equolu. Naopak ty, u kterych je tato koncentrace vyssi nez 83 nmol/L (20 pg/L) mizeme
povazovat za jeho producenty. To, zda jedinec equol produkuje nebo nikoli mizeme
zjistit 1z jeho koncentrace v moci, kdy u producentii se pohybuje nad 1000 nmol/L.
A ackoliv je koncentrace v moc¢i mezi lidmi velmi variabilni, 1ze pozorovat velky rozdil
mezi jedinci a rozdé€lit je tak na producenty a ,,neproducenty*. Mezi jedinci dosud nebyly

pozorovany zadné rozdily podle pohlavi [36, 43].

Jak je uvedeno vyse, védci objevili kmeny bakterii, které jsou zodpovédné pouze
za preménu daidzeinu na dihydrodaidzein, zatimco dalsi studie odhaluji druhy bakterii,
které metabolizuji daidzein az na equol. Téchto druhi je spousta, ptehledné viz Tabulka
¢. 1 [37]. Jednim z druht bakterii, kterd se ucastni pfemény daidzeinu na equol je
Lactococcus garvieae, kteréd se nachazi v nékterych italskych syrech [46]. Isolovédna byla
z lidské stolice, a pravé diky ni byl vyroben uplné prvni dopln€k stravy s obsahem (S)-
equolu [37]. Zajimavé je, ze v dne$ni dob¢ se equol ziskava prave jako doplnék stravy
uréeny pro ty jedince, ktefi ho neumi sami syntetizovat, a to hlavné kvili jeho silnym
biologickym ucinkim a také tim, Ze je selektivni k B-estrogennim receptorim, ¢ehoz by

se pravdépodobné dalo vyuzit pii 1é¢be hormon-dependentnich onemocnéni [58].

Co se tyce dalSiho metabolismu equolu, zd4a se, Ze nepodléhd Zzadné dalsi
biotransformaci krom¢ faze II. Dominantni cestou této druhé faze je glukuronidace,
ostatn€ jako je tomu i u genisteinu a daidzeinu, v mensi mife potom sulfatace. Ke
konjugaci nejspiS dochdazi jiz po prvni absorpci equolu pies enterocyty, coz bylo zjisténo
ve studii na potkanech z vysokych hladin equolu v portalni krvi v roce 1981. Specificky
enzym katalyzujici glukuronidaci equolu neni dosud znam, potvrzeno ale je, Ze nejde

o UDP-glykuronyltransferazu 1A10, ktera katalyzuje tuto reakci u genisteinu [36].

Jak je zminéno v pfedchozich odstavcich, jsou rozdily v produkci equolu mezi
jedinci v zavislosti na slozeni intestindlni mikrofléry. Tudiz jsou odlisné i koncentrace

equolu v moci [36].
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Bakterialni kmen Zdroj Reakce
Adlercreutzia equolifaciens ¢lovek Daidzein — Equol
Bacteroides ovatus Clovek Daidzein — Equol
Bifidobacterium clovek Daidzein — Equol
Bifidobacterium animalis cista Daidzein — Equol
Bifidobacterium sp (22 kmeni) ¢lovek Daidzin — Daidzein
Clostridium sp HGH6 skot Daidzin — Dihydrodaidzein
Clostridium-like bacterium ¢lovék Daidzin — Dihydrodaidzein
Coriobacteriaceae sp MTIB9 mys$ Daidzein — Equol
Coriobacteriaceae sp MT1B9 mys Genistein —
5-hydroxyequol
Eggerthella sp Julong 732 ¢lovék  Dihydrodaidzein — Equol
Eggerthella sp Julong 732 ¢lovék  Dihydrodaidzein — Equol
Eggerthella sp YY7918 ¢lovek Daidzein — Equol
Enterococcus faecium clovek Daidzein — Equol
Escherichia coli (HGH21 a HGH6) ¢lovek Daidzin — Daidzein
Eubacterium sp D1 and D2 prase Daidzein — Equol
Finegoldia magna clovek Daidzein — Equol
Lactobacillus mucosae clovek Daidzein — Equol
Lactobacillus sp Niu-O16 clovek Daidzein — Equol
Lactococcus garvieae (Lc 20-92) clovek Daidzein — Equol
Ruminococcus productus clovek Daidzein — Equol
Slackia sp HES clovek Daidzein — Equol
Slackia sp HE9 Clovek Genistein —
5-hydroxyequol
Slackia equolifaciens (Strain DZE) Clovek Daidzein — Equol
Strain PUE ¢lovek Puerarin — Daidzein

Tabulka 1 — Prehled bakterii strevni mikroflory, jejich zdrojit a metabolickych reakct,

za které jsou zodpovedné. Vytvoreno podle Setchell and Clerici (2010).
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4.3.2 Metabolismus glyciteinu

Glycitein je dal$im dilezitym isoflavonem, ktery se nachazi v sdji, a to zejména
v sojovych kliccich, kde tvoii az 40 % isoflavonii. Studii o jeho farmakokinetice je

k dispozici mnohem méné¢, nez je tomu u znamych latek daidzeinu a genisteinu [70].

Heinonena et al. roku 2003 [70] popsali piredpokladané metabolity glyciteinu
vzniklé plisobenim bakteridlni mikroflory. Jsou jimi pravdépodobné dihydroglycitein, 6-
methoxyequol, 5’-methoxy-O-desmethylangolensin (O-DMA), 6-hydroxydaidzein,
6-hydroxydihydrodaidzein (DHD), 6-hydroxyequol a 5’-hydroxy-O-DMA. Tyto
metabolity mohou byt ale rovnéz produkovany z daidzeinu a to hydroxylaci, redukci

a methylaci.
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Obrazek 20 — Predpokladané metabolické cesty daidzeinu a glyciteinu. Prevzato z [70)].
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4.4 ExKkrece

Posledni fazi farmakokinetiky je exkrece latek z organismu. Exkrece miize byt
renalni, biliarni nebo k ni dochazi plicemi. Existuji také jeji minoritni formy, coz jsou

exkrece slinami a potem nebo matefskym mlékem [20].

Podle studii je hlavni eliminacni cestou isoflavonoidt exkrece rendlni. Jeji mira
zavisi na konkrétnim isoflavonoidu. Napiiklad daidzein se moc¢i vylucuje ve vétsi miie
nez genistein a glycitein. Nejveétsi ¢ast v moci tvoii konjugaty s kyselinou glukuronovou,

méné pak sulfatované derivaty a aglykony [21].

Co se tyce exkrece biliarni, stolici se vylucuje pouze mala ¢ast isoflavonoidu. Je
to asi kolem 1 aZ 4 % a nejvetsi Cast tvoifi isoflavonoidy v podobé aglykonu.

Isoflavonoidy se nachéazeji také v matetském mléce, plodové vodé a v prostaté [21].

se zjistilo, Ze po podani isoflavond se u vSech testovanych subjektli v moci vyskytuji
daidzein a genistein. Equol, kone¢ny metabolit daidzeinu, pouze u jedinct, ktefi jsou
schopni ho produkovat (tzv. producenti equolu) — o produkci equolu z daidzeinu vice
v podkapitole 4.3.1.1. Nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily v pfitomnosti

isoflavonil v moc¢i mezi jedinci az na rozdil mezi producenty a neproducenty equolu [70].
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Obrazek 21 — Celkovy iontovy chromatogram vzorku moci jednoho testovaného subjektu
pred a po konzumaci soji. Metabolity identifikované v mocovéem extraktu jsou: 5-OMe-O-
DMA (1); 5 -OH-O-DMA (2); 3-OH-O-DMA (3); 3,4 ,7-trihydroxyisoflavanon (4); 4,7,8-
trihydroxyisoflavanon (5); 4,6, 7-trihydroxyisoflavanon (6); 3 ,4 ,7-trihydroxyisoflavon (7);
4 ,78-trihydroxyisoflavon (8); 3 ,4 ,5,7-tetrahydroxyisoflavanon (9); and 4 ,6,7-
trihydroxyisoflavanon (10). Prevzato, prelozeno a upraveno podle [70)].
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Obrdazek 22 — Celkovy iontovy chromatogram vzorku moci odebraného testovanému subjektu
oznacovaného jako , producent equolu‘ pred a po suplementaci sojou. ldentifikované
metabolity jsou: 5-OMe-O-DMA (1); 5 -OH-O-DMA (2); 3-OH-O-DMA (3); 3 -OMe-equol (4);
6-OMe-equol (5); 3 ,4 ,7-trihydroxyisoflavan (5); 3,4 ,7 trihydroxyisoflavanon (7); 4,7,8-
trihydroxyisoflavanon (8); 4 ,6,7-trihydroxyisoflavanon (9); 3 ,4 ,7-trihydroxyisoflavon (10);
4, 7, 8-trihydroxyisoflavone (11), 3 4’ 5, 7-tetrahydroxyisoflavon (12),
4’, 6, 7-trihydroxyisoflavon (13). Prevzato, preloZeno a upraveno podle [70)].

Farmakokinetiku isoflavont popisuje také studie Watamabe et al. (1998), ve které
byly zkoumany hladiny isoflavont v plazmé, moci a stolici sedmi muzi po konzumaci
60 g prazené sojové mouky (tzv. kinako). Co se ty€e vzorkli moci z této studie, exkrece
daidzeinu a genisteinu dostahla rovnovazné koncentrace v moci po 8 aZ 12 hodinach od
podani kinaka. Vylu¢ovani genisteinu moc¢i probihalo paraleln€ s exkreci daidzeinu, ale
mnozstvi genisteinu v moci bylo pfiblizn€ polovi¢ni oproti daidzeinu (viz Obrazek 22).
Ten se v moci objevil jiz kratce po tom, co se zvysila jeho koncentrace v plazmé&. Exkrece
daidzeinu dosédhla své stfedni hodnoty 2,4 pmol/hod 7 hodin po piijmu kinaka.
VyluCovani genisteinu moci bylo nejvyssi 8 hodin po suplementaci a dosahlo hodnoty
1,2 pumol/hod. V kumulativnim vyjadieni byla vyloucena davka daidzeinu 37,0 + 13,9
umol a u genisteinu 19,7 = 14,0 pmol. O-DMA se zacalo vylucovat kratce po tom, co

vylu¢ovéani daidzeinu dosdhlo vrcholu a equol se v moci objevil pouze u nékterych
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testovanych subjektd, producentii equolu. Jak je jiz zminéno vyse, equol se totiz
z daidzeinu netvofi u kazdého jedince. Kumulativni kiivky vylucovani téchto latek viz

Obrézek 23 [71].

pmol/h

-48 -24 0 6 12 24 48 72
h

Obrdazek 23 — Vylucovani daidzeinu a genisteinu. Prevzato z [70].

Stejna studie zkoumala také vylu¢ovani téchto isoflavont stolici. Od testovanych
subjektli se odebiraly vzorky stolice kazdé rdno po suplementaci. Pii podani kinaka
testované subjekty piijaly také gram indigokarminového barviva (Sigma), stolice
obsahujici zbytky pozitého zdroje isoflavonii se tak barvila do cCervena. Nejvice
indika¢niho barviva ve stolici se objevilo 24 hodin po suplementaci a hlavnim

metabolitem objevujicim se ve stolici byl O-DMA [71].

60 gramu kinaka, které bylo poddno testovanym subjektim obsahovalo po
hydrolyze glykosidu 103 pumol daidzeinu a 112 pmol genisteinu. Co se tyce dalSich
isoflavond, jejich mnozstvi bylo zanedbatelné. Primérné se v moci nachazelo 35,8 %
pfijatého daidzeinu, 4 % jeho metabolitu O-DMA a 7 % equolu. Z celkového mnozstvi

daidzeinu se ve stolici nachdzelo primémeé 4,4 % daidzeinu, 1,9 % O-DMA a 1,6 %
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equolu. Udaje pro genistein jsou takoveé, ze z celkového mnozstvi genisteinu se do moci

dostalo 17,6 % a do stolice 1,6 % [71].

40 ¢
Daidzein
35 F
30 F
25 }" %--—" Equol i (producent equolu)
©
£ 20 _l' - -—I Genistein
3 ’ -
15 b}
10 «-I’""I'E'f
B [
" J-F-1 E“"I“'I"'"i O-DMA (producent O-DMA)
l‘ -2
° “’:rfg*-fj 0D
R . Ll MA  ("neproducenti"

f !

Equol equolu a O-DMA)

Obrdazek 24 — Kumulativni vyjadreni exkrece daidzeinu, genisteinu, O-DMA a equolu po

suplementaci prazenou séjovou moukou (kinako). Vysvétleni v textu. Prevzato a upraveno

podle [71].

Setchell et al. (2003) ve studii uvadi, Ze existuji zna¢né interindividuani rozdily
v urinarni exkreci isoflavond. Testoval biodostupnost a urinarni exkreci isoflavonti
obsaZenych v sgji u deseti zdravych zen po podani 10, 20 a 40 g sdji obsahujici
konjugované formy daidzeinu (6,6; 13,2 a 26,4 mg) a genisteinu (9,8; 19,6 a 39,2 mg).
Nejveétsi mnozstvi téchto latek v moci se objevovalo prvni dva dny po peroralnim podani
s0j1 (viz Obrazek 24). Obsah daidzeinu v moci vyjadien jako procento podané davky byl
v této studii primerné 63,2 + 8,0; 54,4 £+ 8,1 a 44,0 &+ 4,3, kdyz bylo podano 10, 20 a 40
g s6jovych bobl. Vysledky pro genistein jako v ostatnich studiich byly o néco nizsi —
25,2+5,3;13,4+2,1 a 15,8 +2,7 % ptijaté davky. Tyto zjisténé vysledky by odpovidaly
tomu, Ze farmakokinetika daidzeinu a genisteinu je nelinearni. V ptipadé€ farmakokinetiky
linearni je totiz frakce latky vyluCovand moc¢i pfimo imérna k systémové biodostupné
frakei, pfijata latka se vyluc€uje stale stejnou rychlosti. V tomto piipadé€ ale doSlo u obou
isoflavont k poklesu procenta latky vylu¢ované do moci se zvySujici se pfijatou davkou.

Jedinym testovanym metabolitem v této studii byla equol, jelikoz ostatni se v ni
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nachdzely v minoritni koncentraci. Znovu se potvrdilo, ze lidé se d€li do dvou skupin — ti
co jsou schopni ho produkovat a ti, co ne. V tomto konkrétnim ptipadé¢ z deseti Zen byl
equol objeven v moci i krvi u tfi Zen a vSech néjakou dobu trvalo, nez se equol v moci
objevil. Coz potvrzuje jeho vznik pisobenim bakterii v distalnéjSich ¢astech stieva (viz

Obrézek 25) [56].

12

Daidzein Genistein 10 g s

B 20 g sdji

40 g sdji

Urinarni exkrece (mg)

Cisla dnt (0 = den podani séji)

Obrdazek 25 — Urinarni exkrece daidzeinu a genisteinu 5 dni od podani soji. Nejvice téchto
latek se v moci nachazelo prvni dva dny po podani. Mnozstvi genisteinu v moci bylo o

téemer polovinu nizsi nez u daidzeinu. Prevzato a upraveno podle [56].



51

5-
—O— 10gsdji
= 44| e
_E. == 40 g sdiji
3
£ 39
=
g
T 2
@
)
O
g 17
" MR § $
G e
0C ¥ F +F ¥ F F F 1

12 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132

Cas (hod)

Obrazek 26 — Kumulativni vyjadreni urindrni exkrece equolu od tri z deseti Zen

schopnych produkovat equol. Prevzato a upraveno podle [56].

Co se tyCe exkrece isoflavoni, studie se téméf shoduji v jejim prabéhu i

v mnozstvi vyloucené frakce isoflavonli v moci.
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5. Diskuze

Uz velmi dlouhou dobu je zndmo, ze s6jové boby obsahuji isoflavony ve vysokeé
koncentraci. Naptiklad genistein byl poprvé izolovan ze s6jovych bobtl jiz v roce 1941.
Od t¢ doby byly isoflavonoidy izolovany nejen ze s6ji, ale i1 z dalSich rostlin a zabyvala
se jimi celd fada védcii. Na téma isoflavonoidy vzniklo mnoho studii, a to hlavné téch
farmakodynamickych. Isoflavonoidy se fadi mezi fytoestrogeny. Védecké databaze
obsahuji velké mnozstvi publikaci, které¢ se snazi potvrdit jejich pfiznivé ucinky pfi
prevenci a doplitkové 1éCbé zejména hormon-dependentnich onemocnéni. Prokazatelné
bylo zjisténo, Ze u ¢asti populace, kterd pravidelné konzumuje s6jové produkty, je Cetnost
téchto chorob niz8i nez u osob, které je nekonzumuji. Tyto ucinky se pficitaji pravé
fytoestrogeniim. Isoflavonoidy spolu s dalSimi fytoestrogeny tak predstavuji zajimavou
skupinu pfirodnich latek s terapeutickym potencidlem. Informace o nich jsou zatim
neuplné, z ¢asti pouze empirické. Pro pochopeni G¢inki isoflavonoidi je dilezitd nejen
znalost jejich farmakodynamiky, ale i farmakokinetiky [56, 72] a ta byla cilem této

diplomové prace.

Oproti farmakodynamickym studiim je téch, které se zabyvaji farmakokinetikou,
vyrazné¢ méné&. Isoflavonoidy sice tvoii velkou skupinu latek vyskytujicich se napftic
mnohymi druhy rostlin, nicméné informace o farmakokinetice fady z nich zatim mnohdy
nejsou k dispozici. Tato prace se proto zaméfila na isoflavony, zejména na daidzein

a genistein, o jejichZ farmakokinetice existuje dostate¢né mnozstvi vérohodnych studii.

Dostatek informaci je kdispozici hlavné¢ o absorpci, biodostupnosti
a metabolismu, méné potom o distribuci nebo exkreci téchto latek. Zdroje, ze kterych
jsem pii své préci Cerpala, se relativné shodovaly v podavanych informacich anebo se
dopliovaly. K sepséani této prace mi nejvic pomohly studie doktora Kenetha Setchella,

ktery se studiem nejen farmakokinetiky isoflavonii zabyva dlouhodobé a systematicky.

Z dostupnych informaci je patrné, Ze farmakokinetika isoflavonoidi je slozitd a
variabilni. Pfi hledani informaci jsem dala pfednost huméannim studiim in vivo, protoze
pfenos udaju ze zvifecich modelti na ¢lovéka je neptesny, a ne vzdy mozny. I proto je
tato prace zacilena zejména na farmakokinetiku isoflavon, o nichz je k dispozici nejvice

studii provedenych na lidskych jedincich.
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V potravé se isoflavonoidy nachézeji hlavné v podobé glykosidii. Pro vstiebani ve
sttevé a pro ucinek je nejprve tieba, aby doslo k jejich rozkladu na aglykony. Tento
rozklad zacind jiz v dutin€ ustni pomoci B-glykosidaz a pokracuje déle az do stfeva, kde
k rozkladu pfispivaji také enzym laktaza a bakterie sttevni mikrofléry. Ty se mimo jiné
podili i na metabolismu isoflavonii. Po rozkladu glykosidu dochéazi k pasivni difuzi
aglykonu pfes sténu stfeva do systémové cirkulace. Tam se aglykony mizou véazat na
plazmatické bilkoviny (hlavné lidsky sérovy albumin), které slouzi jako rezervoar, ¢cimz

se prodluzuje jejich plazmaticky polocas [31-35].

Co se ty¢e metabolismu, isoflavonoidy podléhaji hlavné konjugaénim reakcim
druhé¢ faze metabolismu, a to pomoci enzymu UDP-glukuronyltransferazy
a sulfotransferazy za vzniku glukuronidii a sulfatd. Prvni faze metabolismu pfies
cytochrom P450 tvofi minoritni metabolickou cestu, vznikaji pfi ni hlavné oxidacni

produkty [21, 50-53].

Za zminku stoji equol, vyznamny metabolit isoflavonu daidzeinu, ktery u ¢asti
populace vznika ve stfevech piisobenim bakteridlni mikrofléry. Podle toho, zda je ¢lovék
schopen tvofit equol, se populace déli na jeho producenty a ,,neproducenty. Zda se, Ze
equol poté nepodléha zadné dalsi metabolické preméne kromé konjugacnich reakei [21,

36, 37].

Exkrece isoflavonoidli probiha hlavné moci, kde se nachazi zejména ve forme
konjugath s kyselinou glukuronovou nebo jako sulfatované derivaty a také ve formé
aglykont. Ze studii vyplyva, ze farmakokinetika isoflavonii je nelinearni, jelikoZ se
zvysujici se podanou davkou se sniZzuje jejich podil v moci. Daidzein se moc¢i vylucuje
ve vetsi mife nez genistein a glycitein, equol se v ni vyskytuje pouze u jedincti, kteti jsou
schopni ho tvofit. Exkrece stolici pfedstavuje minoritni cestu vylucovani isoflavonoida
a nejvice isoflavont ve stolici se objevovalo prvni dva dny po suplementaci [21, 56, 70,

71].

Farmakokinetika isoflavonoidl neni stale dostatecné¢ znama. V budoucnu by se
védci mohli zaméfit na bliz§im zmapovani role BCRP, MRP a ostatnich efluxnich
transportérii v lidském organismu. Tyto transportéry mohou vyznamné ovlivnit pohyb
xenobiotik v lidském téle, v€etné fady 1é¢iv [21]. Velmi znama je napf. jejich role pii

vzniku rezistence nddorovych bunék. Je mozné, Ze efluxni transportéry obdobné
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vyznamnych zptisobem zasahuji i do osudu isoflavonoidt a jejich metabolitd. Objasnéni
tohoto procesu by se nasledné mohlo uplatnit naptiklad pii prevenci a pomocné 1écbé

nekterych onemocnéni, jako jsou karcinom prsu ¢i prostaty.

Budouci vyzkum by se mohl zamé&fit také na to, jaky vliv maji na farmakokinetiku
isoflavonoidil jedinec a interindividualni variabilita. Soucasti toho by mohla byt otazka,
jakou roli hraji etnické rozdily. Jiz dnes je znamo, Ze mezi Asiaty je vice producentt
equolu nez v zapadni populaci [37]. Je pravdépodobné, Ze obdobnych faktort je vice, a to

nejen v zavislosti na etniku.

Isoflavonoidy jsou vyznamnou soucasti potravy, kde se vyskytuji spolu s dal§imi
latkami. Tim se nabizi dalsi oblast vyzkumu, a to v oblasti interakci jednotlivych slozek
potravy mezi sebou. Ve farmakokinetickych studiich jsou ¢asto pouzivany pouze
izolované isoflavonoidy. VE&dci by se mohli zaméfit jak na vliv podani riznych kombinaci

isoflavonoidd, tak 1 na vliv stravy na farmakokinetiku téchto latek.

Lidské populace se doziva stale vyssiho véku, s kterym se pfibyva i medikace.
Bylo by proto dillezité zmapovat interakce isoflavonoidil s dalsi farmakoterapii. Soucasti
by mél byt vyzkum vlivu na cytochrom P450, ptes ktery se metabolizuje velké mnoZzstvi
1éCiv. Podobné je stale malo vérohodnych informaci o enterohepatalnim obchu
a first-pass efektu isoflavonoidii. Vyzkum v této oblasti by eventualné mohl byt

prospésny pii piipraveé derivatl isoflavonoidl s delSim polocasem.

Dalsi velkou oblasti, ktera zatim zstdva neznamou, jsou kolonické metabolity. Je
tteba objasnit, které konkrétni kolonické metabolity isoflavonoidii vznikaji ve stfevé
pusobenim bakteridlni mikrofléry, do jaké miry se absorbuji a zda vyvolavaji
farmakologicky ucinek na lidsky organismus. Jako piiklad takové studie lze uvést
nedavny vyzkum Najmanové et. al (2016), pti kterém byla popsana vazodilatacni aktivita
kolonického metabolitu flavonoidu kvercetinu, 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny.
Je prvni studii popisujici fakt, ze fenolické kyseliny produkované lidskou bakterialni
mikroflérou mohou byt pfinejmenSim c¢aste¢né zodpovédné za sniZeni arteridlniho

krevniho tlaku po peroralnim podani kvercetinu [73].
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7. Zaveér

Rada latek pfirodniho ptvodu je vyznamnym zdrojem novych 1éGiv.
Isoflavonoidy jsou polyfenolické slouceniny z rozsdhlé skupiny flavonoidd, které se
nachdzi v mnohych celedich rostlin. V poslednich letech je jim vénovana velka védecka
pozornost, a to hlavné¢ kvili moznym farmakodynamickym ucinkiim. Ty vychazeji
z faktu, ze struktura isoflavonoidii se velmi podoba estrogennim hormoniim, a proto se
fadi mezi fytoestrogeny. Pokud by se prokazala jejich klinickd prospésnost, mohly by se
v budoucnu vyznamnéji uplatnit v terapii nebo prevenci fady onemocnéni. Podminkou
toho by mimo jiné byla dobra znalost farmakokinetiky téchto sloucenin, ktera je nezbytna

pro navrzeni vhodné 1ékové formy a urceni spravného davkovani.
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