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Vliv daidzeinu na metabolom stolice

Souhrn

Daidzein je ptirodni izoflavon s fytoestrogennim ucinkem, vyskytujici se zejména v sdje,
sojovych vyrobcich, fazolich ¢i hrachu. Na obsahu daidzeinu v pfijimané potravé ma tedy
znacny vliv stravovaci kultura. Zatimco asijskd a vegetarianské strava miize poskytovat az
100 mg izoflavont denné, zapadni styl stravovani dodava konzumentovi pouze 0,2-1,5 mg
izoflavoni. Mezi latky s nejsiln€jsim fytoestrogennim uUCinkem se fadi metabolit
daidzeinu — equol. Equol je v zapadni populaci schopno produkovat pouze 20-30 % obyvatel,
zatimco v Asii je to az 60 %. Tito jedinci jsou oznacovani jako producenti equolu. Maji
specifickou stfevni mikrobiotu, ktera je schopna tento fytoestrogen metabolizovat. Cetnost
producentl equolu je u vegetariani oproti béznym konzumentim opét vyznamneé vyssi, z ¢ehoz
lze usoudit, ze slozky stravy jako je vldknina a rostlinné bilkoviny mohou syntézu equolu
podporovat. Mnohé studie jiz potvrdily pozitivni u¢inek daidzeinu a equolu na kardiovaskularni
onemocnéni, diabetes, osteopordzu, starnuti pokozky, ¢i nékteré typy rakoviny. Rovnéz jsou
tyto fytoestrogeny vyznamnym piirodnim antioxidantem a vykazuji protizanétlivou
a neuroprotektivni aktivitu.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSersi na téma daidzein a jeho osud
Vv travicim traktu Clovéka, priC¢emz prakticka Cast prace si kladla za ukol stanovit hlavni
katabolity daidzeinu v modelu tlustého stieva a popsat jejich vliv na metabolom stolice darcd.
Vzorky stolice byly ziskdny celkem od 20 osob, které se délily do dvou skupin. Skupina
A sestavala z 10 darct do 45 let véku a skupinu B tvofilo rovnéz 10 darcti nad 70 let. Tyto
vzorky byly jako fekalni inokulum oSetfeny daidzeinem, fermentovany pomoci fermenta¢niho
systému in vitro a nasledné byly po 0, 2, 4, 8 a 24 hodinach odebrany a podrobeny NMR
analyze. U skupiny A se daidzein nevyskytoval v zadném ¢ase, avSak u skupiny B dosahoval
koncentraci témét 3 mg/ dl. Metabolit daidzeinu equol nebyl detekovan u zadného z darci. Tato
skutecnost mohla poukazovat na velice rychly metabolismus darct ze skupiny A a na fakt, Ze
nikdo z darci nebyl producentem equolu. Druhou moznosti mohla byt nedostate¢na citlivost
NMR analyzy. Vzhledem k tomu by bylo vhodné provést experiment v budoucnu znovu za
pouziti kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (LC/MS), ktera
vykazuje lepSi citlivost v profilovani metabolitd. Dale byl zkouméan vliv daidzeinu na
metabolismus dalSich vyznamnych latek. Daidzein ve vzorcich snizoval celkovou hladinu
SCFA, a to zejména u darct ze skupiny B. Dale zvySoval koncentrace glukdzy a etanolu. Tyto
rozdily koncentraci pravdépodobné souvisely se zménou stfevni mikrobioty ovlivnénou
daidzeinem, coZ vedlo ke zméndm v metabolismu nékterych latek. Daidzein a equol, jakoZto
jedny z nejvyznamngjSich fytoestrogenti s potencidlnim lécebnym ucinkem, by méli byt
s ohledem na v€kové skupiny pfedmétem dal§iho zkoumani.

Kli¢ova slova: Daidzein, metabolizmus, mikrobiota, tlusté stievo, traveni



Effect of daidzein on the stool metabolome

Summary

Daidzein is a natural isoflavone with a phytostrogenic effect. It is mainly found in soy,
soy products, beans or peas. Dietary culture therefore has a significant influence on the daidzein
content of the food intake. While Asian and vegetarian diets can provide up to 100 mg of
isoflavones per day, the Western dietary style provides only 0.2-1.5 mg of isoflavones to the
consumer. Among the substances with the strongest phytoestrogenic effect is the daidzein
metabolite equol. Only 20-30 % of the Western population is able to produce equol, whereas
in Asia it reaches as high as 60 %. These individuals are referred to as equol producers. They
have a specific instestinal microbiota that are able to metabolize this phytoestrogen. As
mentioned above, the frequency of equol producers is significantly higher in vegetarians
compared to omnivores, suggesting that dietary components such as dietary fiber and plant
proteins may promote equol synthesis. Many studies have already confirmed the beneficial
effect of daidzein and equol on cardiovascular diseases, diabetes, osteoporosis, skin ageing and
different types of cancer. These phytoestrogens are also important natural antioxidants and have
both anti-inflammatory and neuroprotective activity.

The aim of this thesis was to conduct a literature research on daidzein and its metabolic
pathway in the human digestive tract, while the practical part of the work aimed to determine
the main catabolites of daidzein in the colon model and to describe their influence on the donor
stool metabolome. Stool samples were obtained from a total of 20 individuals, divided into two
groups. Group A consisted of 10 donors under 45 years of age and group B also consisted of
10 donors over 70 years of age. These samples were treated with daidzein as faecal inoculum,
fermented by in vitro fermentation system and then collected after 0, 2, 4, 8 and 24 hours and
subjected to NMR analysis. In group A, daidzein was not present at any time point, whereas in
group B it reached concentrations of almost 3 mg/ dL, and the daidzein metabolite equol was
not detected in any of the donors. This fact could point to a rapid metabolism of the donors
from group A and the fact that none of the donors were equol producers. A second possibility
could be the lack of sensitivity of the NMR analysis. In view of this, it would be advisable to
perform the experiment again in the future using liquid chromatography combined with mass
spectrometry (LC/MS), which shows better sensitivity in metabolite profiling. Furthermore, the
effect of daidzein on the metabolism of other important substances was investigated. Daidzein
decreased the total SCFA level in the samples, especially in the donor group B. It also increased
glucose and ethanol concentrations. These changes in concentrations are probably related to the
change in gut microbiota affected by daidzein, which led to changes in the metabolism of some
substances. Daidzein and equol, as some of the most important phytoestrogens with potential
therapeutic effects, should be further investigated with regard to age groups.

Keywords: Daidzein, metabolism, microbiota, colon, digestion
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1 Uvod

Moderni zptisob zivota ve 21. stoleti s sebou piinasi celou fadu vyhod. Avsak dani za toto
pohodli je neustaly spéch, stres, hondba za uspéchem, znecisténé Zzivotni prostiedni
¢i konzumace nekvalitnich potravin. VSechny tyto faktory mohou mit spolecny disledek,
kterym je civilizaéni onemocnéni. Tato neinfekéni onemocnéni Gizce souvici se Zivotnim
stylem, zejména s nedostatkem pohybové aktivity, nezdravym stravovanim, konzumaci
alkoholu ¢i s koufenim. Mezi nemoce, jejichz incidence se zvysuje s tim, jak se zemé¢ stavaji
vyspélejsimi a jejich obyvatelé se doZivaji delsiho véku, patii naptiklad Alzeimerova choroba,
aterosklerdza, diabetes mellitus 2. typu, hypertenze, jaterni cirhdza, srdecné cévni onemocnéni
¢i nadorovna onemocnéni (Kopp, 2019; Carrera-Bastos et al., 2011). Vzhledem ke stéle
zvySujicimu se vyskytu téchto onemocnéni se dostava v poslednich letech do poptedi trend
zdravé zivotospravy a zejména tedy zdravého stravovani. Jelikoz znacnou ¢ast prevence proti
vySe zminénym civiliza¢nim onemocnénim sehrava prave zdrava a vyvazena strava, rozmohla
se na trhu propagace tzv. funkénich potravin a superpotravin. Vyraz superpotravina se stal
aktudlné Casto pouzivanym modernim slovem, které vyjadiuje vzah mezi potravinou a zdravim.
Superpotraviny jsou charakterizovany jako potraviny bohaté na vitamini, mineraly, vlakninu,
antioxidanty ¢i enzymy, ke kterym se tadi celd tfada potravin od exotického ovoce az po
lusténiny typu fazole, ocka & soja (Wolfe, 2009). V Ceské republice ani v Evropské unii viak
pojem ,,superpotravina” neni nijak legislavitné definovan a je proto dilezité rozlisit skute¢nost
od reklamnich trikdi. Obdobné jsou na tom funkn¢i potraviny, s nimiz ale uz souvisi fada
predpist. Funk¢ni potraviny se konzumuji jako soucast bézné stravy a maji védecky podlozeny
ptiznivy Gc¢inek na lidské zdravi. Potravina s pfivlastkem funkéni musi také spliiovat zakladni
podminky, mezi které se fadi posilovani imunity, prevence proti nemocem, piiznivé ovlivnéni
fyzického a dusevniho stavu ¢i zpomaleni procesu starnuti (Kubcova Berankova, 2009). Mezi
hlavni slozky funkénich potravin patii predev§sim probiotika, prebiotika, vitaminy
a antioxidanty. Tyto slozky obsahuje opét cela fada potravin, jimiz jsou napiiklad zakysané
mlécné vyrobky, vyrobky s pfidavkem vldkniny nebo fermentované sojové vyrobky. Zdravy
jidelnicek by mél zachovavat pfiznivy pomér tukd, sacharidd, bilkovin, vldkniny a dal$ich Zivin.
Dodrzovanim doporuc¢eného mnoZstvi a slozeni Stravy miize populace zdsadnim zplisobem
piispét ke zlepSeni svého zdravotniho stavu a sniZit tak riziko manifestace nékterych zavaznych
chorob. Doporuceni odbornych spole¢nosti jsou velmi dobfe dostupnd nejen na internetu, ve
specializovanych centrech, ale 1 v ordinacich praktickych 1ékait. Je vSak také jisté, Ze Ceska
spole¢nost nefarmakologickému ovlivnéni chorobnych stavi a jejich prevenci stale nevénuje
dostate¢nou pozornost (Adamkova, 2011).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe zaméfené na
daidzein a osud fenolovych sloucenin v travicim traktu ¢lovéka. Cilem praktické ¢asti bylo
stanovit hlavni katabolity daidzeinu v modelu tlustého stfeva s vyuzitim stolice darcti ze dvou
veékovych skupin (do 45 let a 70 let a vice).

Hypotézy:
1) Daidzein je mikrobialn¢ transformovan mikrobiotou tlustého stieva.
2) Katabolity daidzeinu se mezi dvéma sledovanymi vékovymi skupinami 1isi.



3 Literarni prehled
3.1 lzoflavony

Izoflavony jsou rostlinné metabolity s polyfenolickou strukturou a antioxida¢nimi
vlastnostmi. Nachazeji se vétSinou v rostlinach patficich do celedi Fabeceae. Hlavnim
pfirodnim zdrojem je soja (Glycine max), dale jetel Cerveny (Trifolium pratense), vojtéska
(Medicago sativa) a druhy rodu Genista, pfi¢emz vSechny tyto rostliny maji fototerapeuticky
a nutraceuticky vyznam (Popa and Rusu, 2017). Obsah izoflavont v rostlinach se mize u stejné
odrtdy znacné lisit, a to az trojnasobné€. Rozdily v podilu izoflavonti jsou rizné dle rastovych
podminek, zemépisnych oblasti, staii rostliny, biotickych stresovych faktorti (napt. Skudci)
a abiotickych stresovych faktorti, jako je teplota, zavlaha nebo stav vyzivy (Cederroth
and Nef, 2009). Izoflavony jsou nejpocetnéjsi skupinou fytoestrogenti, polyfenolickych
nesteroidnich sekundarnich rostlinnych metaboliti, které maji estrogenni vlastnosti. Svou
chemickou strukturou jsou podobné lidskému estrogenu. (Ktizova et al., 2019).

Zéakladni strukturni jednotkou izoflavonti jsou dva benzenové kruhy spojené pies
heterocyklicky pyronovy kruh (Rimbach et al., 2008). Jedna se také o zluté pigmenty odvozené
od 3-fenylbenzopyronu. V rostinach se vétsinou vyskytuji jako biologicky neaktivni glykosidy.
U so6jovych izoflavonli jde o genistin, glycitin a daidzin, které jsou nasledné po poziti
hydrolyzovany na odpovidajici biologicky aktivni aglykony: genistein, glycitein a daidzein
(Popa and Rusu, 2017). Pticemz pravé daizdein (viz obrazek 1), vcetné jeho hlavniho
metabolitu equolu, se fadi mezi izoflavony s nejaktivnéjsim fytoestrogennim ucinkem
(Kudou et al., 1991).

OH
O

HO O

Obrazek 1 Chemicka struktura daidzeinu (7,4-dihydroxyizoflavonu)

Obsah izoflavonil v rostlinadch se mize u stejné odridy znacné lisit, a to az trojnasobné.
Rozdily v podilu izoflavonl jsou rtizné dle rustovych podminek, zemépisnych oblasti, stafi
rostliny, biotickych stresovych faktora (napt. Sktidci) a abiotickych stresovych faktort, jako je
teplota, zavlaha nebo stav vyzivy (Cederroth and Nef, 2009).

3.2 Daidzein

Daidzein spolu s ostatnimi izoflavony lze nalézt v luSténinach, ofeSich, ¢i nékterém
ovoci, zejména v rybizu a rozinkach. Dale je jeho vyskyt mozny v kavé a obilovinach,

wevr

sojovymi vyrobky. S6ju Ize konzumovat jako sdjovy texturovany protein, séjové mléko, sojovy
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napoj, ¢i v podobé fermentovanych sdjovych vyrobli. Mize byt také pfidavana do mnoha
obohacenych potravin od energetickych ty¢inek, ptes cerealie, az po kojeneckou vyzivu
(Bhagwat and Haytowitz, 2015). Isoflavony véetné daidzeinu obsahuje také spousta
vyzivovych doplikl, které mohou kompenzovat jejich pfijem béznou stravou
(Liggins et al., 2002). Primérné zastoupeni daidzeinu ve vybranych rostlinach a séjovych
potravinach je znazornéno v Tabulce 1 a 2.

Tabulka 1 Primerny obsah daidzeinu ve vybranych rostlindach, prevzato a upraveno dle
(Bhagwat and Haytowitz, 2015).

Rostlina Obsah daidzeinu
mg/100g
Sojové boby (Glycine max) — zrala semena, syrova 61,70
Sojové boby (Glycine max) — zrala semena, vafena 30,76

Fazol obecny (Phaseolus vulgaris) — zrala semena, syrova (za syrova | 0,29
jedovaté)

Fazole adzuki (Vigna angularis) — zrala semena, syrova 0,36
Fazole ¢erné (Phaseolus vulgaris) — konzervované 5,96
Cizrna (Cicer arietinum) — zrala semena, syrova 0,21
Hrach sety (Pisum sativum) — zrala semena, syrovy 0,32

Tabulka 2 Priimérny obsah daidzeinu ve vybranych potravindch, prevzato a upraveno dle
(Bhagwat and Haytowitz, 2015)

Potravina Obsah didzeinu
mg/100 g

Miso (fermentovana sdjova pasta pochazejici z Japonska) 16,43
Natto (fermentované sdjové boby pochazejicic z Japonska) 33,22
Tempeh (fermentovany s6jovy dort pochazejicic z Indonésie) 22,66
Tofu- syrové, pfipravené se syranem vapenatym 8,56

Séjovy syr 5,79

S6jova mouka 67,69
So6jovy proteinovy napoj 27,98
Soéjovy jogurt 13,77

Na obsahu daidzeinu v potravé ma obzvlasté velky vliv stravovaci kultura. Asijska
a vegetarianska strava poskytuje 20-50 mg izoflavoni denné, ojedinéle az 100 mg denné,
zatimco styl zapadniho stravovani dodava denné konzumentovi pouze piiblizné 0,2-1,5 mg
isoflavoni (Popa and Rusu, 2017). Rozdily mezi typem stravy se vztahuji k mnoZzstvi
isoflavoni v potravinach a také k druhu konzumovanych potravin. V zépadni stravé dominuji
pevné zpracované sdjové produkty, jako naptiklad tofu a také s6jové mléko, které obsahuje jak
glykosidy (daidzin a genistin, které jsou béhem zpracovani stabilni), tak aglykony. Naopak
V asijské stravé se vétSina sojovych produktii ziskdva fermentaci. Tyto vyrobky obsahuji vétsi
mnozstvi aglykond, coz zvysuje jejich biologickou dostupnost (Setchell et al., 2002). B€hem
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fermentacnich procesti se v téchto potravinach také tvoii zdravy prospé$nd probiotika, jez
napomahaji spravnému traveni (Kiss et al., 2010).

Daidzein a vSeobecné 1 ostatni izoflavony jsou v rostlindch biosyntetizovany
prostiednictvim fenylpropanoidové drahy. Ta zacind z aminokyseliny fenylalaninu, ktera
reaguje s malonylem koenzymem A. Nasledné vznika meziprodukt této reakce-nargineninovy
chalkon, jenz se pomoci tii specifickych enzymu pievadi az na daidzein. Do doby nez rostlina
izoflavony pouzije, dochazi k jejich skladovani ve vakuolach (Barnes, 2010). Daidzein
vykazuje v rostlinach nejvyssi antioxidacni aktivitu ze vSech fytoestrogentl, ¢imz je mize
napiiklad chranit pfed skodlivymi G¢inky slune¢niho zafeni. Izoflavony jsou téz zodpovédné
za nahotklou chut’ s6jovych vyrobki (Velisek, 2009).

3.3 Osud daidzeinu v téle ¢lovéka
3.3.1 Metabolizmus daidzeinu

Témér vSachny dietni isoflavony jsou v rostlinach pfitomny ve form¢ glykosidu. Daidzin
je 7-O—glukosid daidzeinu. Glykosidy vykazuji vzhledem ke své vysSi hydrofilité
a molekuldrni hmotnosti zhorSenou biologickou dostupnost. Maji také nizkou estogenni
aktivitu, jelikoz jsou Kk hydroxylovym skupindm, potiebnym k navazani na estrogenovy
receptor (ER), napojeny sacharidové zbytky. Aby se stal daidzin biologicky aktivnim
a dostupnym, je nutna jeho pfeména na aglykon daidzein (Sosvorova et al., 2011; Yuan et al.,
2007). Po poziti je daidzin hydrolyzovan v tenkém stfevu, nejcastéji v jejunu, pomoci
glukosidaz produkovanych stievnim kartaovym lemem a bakterialnich B-glukosidaz (Rafii,
2015). Timto procesem dojde K uvolnéni daidzeinu, ktery je nasledné absorbovan epitelem
traviciho traktu a ptechazi do krevniho obéhu (Sosvorova et al., 2011). Poté co je daidzein
vstieban, mize dojit pomoci krevni cirkulace k jeho transportu do jater, kde je konjugovan
s jaternimi enzymy za vzniku sulfatovych, glykosilovych a glukuronidovych forem (Gu et al.,
2006). Tyto metabolity jsou nasledné spolu se Zlu¢i vyluovany zpét do tenkého stieva, coz
umoziuje jejich opétovnou dekonjugaci a vznika tak enterohepatalni ob&h (Rafii, 2015).

Znacna c¢ast glykosidl vSak neni ani hydrolyzovana, ani vstfebavana a postupuje spolu
s produkty jaterntho ob&hu do tlustého stieva, kde jsou glykosylované, sulfatové
a glukoronidové formy daidzeinu opét dekonjugovany bakteridlnimi enzymy a poté
absorbovany nebo podrobeny dalSimu metabolizmu stievni mikroflérou. Ta redukuje aglykony
daidzeinu na O-desmethylangolensin (O-DMA) a equol (viz obrazek 2). Mimo to vznikaji také
dyhidrodaidzein, tetrahydrodaidzein, 3'—hydroxy—daidzein, 6-hydroxy—daidzein, 8-hydroxy—
dadizein, 3—(4-hydroxyfenyl)-benzopyran—4,7—diol a 2-dehydro-O-DMA, jez se rovnéz
povazuji za metabolity daidzeinu (Yuanet al., 2007).
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Mayo et al. (2019)

(o]
Daidzin

Pokud je daidzin v tenkém stfevé hydrolizovan na aglykon, jenz dokaze byt sliznici
vstfeban, dochazi k narlstu koncentrace daidzeinu v plazmé pomérné rychle, a to v rozmézi
30 az 120 minut (Zubik and Meydani, 2003). Tato rychlost zavisi na mnoha faktorech, jimiz
jsou stravovaci navyky, potravinova matrice, rozsah stievni bakteridlni fermentace, doba
prichodu traveniny sttevem ¢i veék (Setchell, 1998). Dle studie Zubik and Meydani (2003)
dochéazi nasledné k druhému koncentra¢nimu narustu, ktery nastava pfiiblizné po 4 az
8 hodinach od podani substratu, coz odrazi enterohepatalni cirkulaci. Mezi 12 a 24 hodinami je
ziejmy pokles koncentrace daidzeinu v télnim ob&hu a po 42 hodinach neni detekovan jiz
vibec. Setchell et al. (2001) také popsali biologickou dostupnost izoflavont. Zaméfil se vSak
na rozdily pfi pfijmu aglykononovych a glusosidovych forem daidzeinu. Primérny cas pro
dosaZeni maximalnich koncentraci v plazmé byl po pfijmu daidzeinu jiz ve formé agylkonu
stanoven na 6,6 hodin, zatimco u jeho glykosidové podoby byl tento ¢as prodlouzen na 9 hodin.
Toto zdrZeni se ukézalo jako doba potiebna pro Stépeni daidzinu na jeho biologicky aktivni
verzi. Dle vysledkd Murot et al. (2018) se izoflavony v¢etné daidzeinu a jeho metaboliti
vyskytuji v lidské plazmé pievazné ve formé glukuronida (75 %), z 24 % ve form¢ sirant
a méné nez 1 % tvroii prislusné aglykony.

3.3.2 Equol

Jednim z nejvice studovanych metaboliti daidzeinu je (3S )-3—(4—hydroxyfenyl)—7—
chromanol, trivialnim nazvem equol (Mayoet al., 2019; Setchell and Clerici, 2010). Diky své
vysoké estrogenni aktivité je v dne$ni dobé povazovan za nejsilnéjsi fytoestrogen (Setchell
et al., 2005). Struktura equolu ma dva fenolové kruhy s reaktivnimi hydroxylovymi skupinami
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a centralni furanovy kruh s inertnim kyslikem. Jedné se o latku nerozpustnou ve vodé a malo
odolnou vuci kyselinam. Vyskytuje se ve dvou enantiomernich formach, jako R-equol a S-
equol, které jsou biologicky aktivni, pfi¢emz v lidském téle vznikda pouze S-enantiomer
(Setchell and Clerici, 2010). V roce 2006 publikovali Riifer et al. svou studii, dle které vSak
equol neni kone¢nym metabolickym produktem daidzeinu a mutze byt pomoci mikrozomu
lidskych jater konvertovan na hydroxylové metabolity. Navic se také ukazalo, Ze je substratem
skupiny enzymu cytochromu P450.

Existuji znacné rozdily mezi lidskym a zvifecim metabolizmem izoflavond, a proto
nejsou vysledky in vivo pro ¢lovéka zcela relevantni. U zvifat jsou koncentrace equolu v moci
ve srovnani s lidmi vyrazné vyssi. Zejména u hlodavcet predstavuje equol 70-90 % ze sérovych
izoflavont, pficemz lidé mohou metabolizovat na equol piiblizné pouze 30 % absorbovaného
daidzeinu (Setchell and Clerici, 2010). Pfeména a piipadné rychlost pfemény daidzeinu na S-
equol je ovliviilovana stravovacimi navyky, potravinovou matrici, slozenim stievni mikrobioty,
rozsahem intestindlni bakteridlni fermentace, dobou prichodu traveniy stfevem a hladinou
redoxniho potencialu v tlustém stifevé (J.-P. Yuan, Wang and Liu, 2007). Zejména stievni
mikrobioty, ktera se mize u kazdého jedince zna¢né liSit, je zodpovédna za nerovnomérné
zastoupeni osob napii¢ vSemi kontinenty, jeZ jsou schopny metabolizovat equol (Sosvorova
et al., 2011). V zapadnim svété dokaze produkovat equol 20—30 % populace, avsak v asijskych
zemich je schopno tento vyznamny isoflavon syntetizovat az 50-60 % obyvatelstva (Rafii,
2015). Jako producenti equolu jsou brani jedinci, jejichz plazmatické koncentrace celkového
equolu ptesahuji 83 nmol/l (J. P. Yuan, Wang and Liu, 2007). Opakované testovani populaci
ukézalo, ze produkce ekvolu je pomérné stabilni jev a tito jedinci jsou jeho producenty po cely
zivot (Setchellet al, 2002). Strava mtze definovat dominantni bakterialni kmeny v zazivacim
traktu a urcité dietni zmény mohou ovlivnit bakterialni profil stfeva. Setchell a Cole (2006)
prokazali, Ze cCetnost producentd equolu je u vegeteraidnd vyznamé vysSi nez u lidi
konzumujicich béznou stravu (59 % ku 25 %). Tento fakt mize nazvafovat, ze slozky stravy
jako jsou vlaknina a rostlinné bilkoviny mohou syntézu equolu podporovat. Magee (2011)
i Mayo et al., (2019) ve svych studiich zjistili, Ze u osob s vyssim podilem sacharidi a nizSim
podilem tukili na celkovém energetickém dennim piijmu vzrista schopnost produkovat equol.
Jeho tvorbu také pozitivné ovliviiuje piijem masa, polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA)
a alkoholu. Tyto zavéry vSak plati pouze u jedinct schopnych pfeméinovat tento metabolit.

U jedinct neschopnych produkovat equol, nedoslo k jeho vzniku ani po déle trvajici
konzumaci sdjovych izoflavoni (Védrine et al., 2006). Spekuluje se 0 mozném vysvétleni
rozdilu ve frekvenci producentl equolu, které miiZze souviset s typem konzumovanych s6jovych
potravin. Jak jiz bylo zminéno v kapitole ,,Daidzein®, existuji rozdily ve sloZeni ajiskych a
zapadnich sojovych potravin. JelikoZz Asiaté konzumuji na rozdil od zapadni populace velké
mnozstvi sojovych fermentovanych produktli, dostavd se jim s nimi také zna¢né mnoZzstvi
aglykonu (Setchell et al., 2002). Odhaduje se, ze z celkového mnozstvi pfijimanych izoflavont,
predstavuji 10-30 mg denné aglykony, které jsou u vétsiny dospélich absorbovany rychleji nez
glykosidy a také je lze snadnéji prevézt na equol (Setchell and Clerici, 2010). Tuto teorii
potvrzuje studie Clerici et al. (2007), kteti zkoumali nizujici se hladinu cholesterolu po
konzumaci téstovin obohacenych o sojové klicky, které obsahovaly pievazné izoflavony ve
formé aglykont. Bylo zjisténo, ze 69 % pacientli bylo producenty equolu, coz je znateln€ vyssi
frekvence neZ byla u obyvatel Zapadu ocekavana. Ackoliv druh konzumovanych séjovych
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potravin mize ovlivnit produkci equolu, pfevazujici faktory pro jeho vznik ziistavaji stale
stejné. Zasadni je pritomnost specifickych stievnich bakterii produkujicich equol a pfitomnost
substratu, tedy daidzinu ¢i daidzeinu (Peeters et al., 2007). U osob s absenci stfevnich bakterii
produkujici equol je zfejmé, Ze tento vyznamny fytoestrogen nejsou schopny metabolizovat,
av8ak muze dojik i k situaci, kdy jsou specifické bakterie piitomny, ale nejsou aktivni (Setchell
and Clerici, 2010).

Znalosti ohledné vSech mikroorganizmt ziicastnénych v procesu pfemény daidzeinu na
equol jsou stale znaén¢ omezené (Mayo et al., 2019). Jesté pied rokem 1995 nebylo zcela jasné,
zda je pfeména daidzeinu na equol provadéna pouze jednou bakterii, nebo zda existuje vice
druhi, jez se na tomto procesu podileji. Diikaz o rtiznorodosti téchto mikroorganizmu piinesl
az fakt, ze u producentti equolu se v moci vyskytovala velka variabilita hladin jak tohoto silné¢ho
fytoestrogenu, tak dihydrodaidzeinu (Joannou et al., 1995). Toto tvrzeni rovnéz podporuje
studie Frankenfeld et al. (2004), ktera zjistila, ze néktera antibiotika jsou schopna selektivné
inhibovat tvorbu equolu, ale nikoliv dihydrodaidzeinu. Seznam stfevnich bakterii schopnych
produkovat equol u lidi se mize vzhledem k novym studiim stale zvétSovat (Mayo et al., 2019).
Bakterialni biosyntéza equolu z daidzeinu probiha prostfednictvim fady po sob& nasledujicich
redukénich  reakci, které  zahrnuji ~ produkci  meziprodukti  dihydrodaidzeinu
a tetrahydrodaidzeinu (Setchell a Clerici, 2010). Setchell a Clerici (2010) také popsali fadu
kment, které provadi pouze konverzi daidzeinu na dihydrodaidzein, zatimco jiné se zdaji byt
schopny pfevézt daidzein az na equol (viz tabulka 3). VétSina dosud izolovanych
mikroorganismi produkujicich equol patii do ¢eledi Coriobacteriacaea (Clavel et al., 2014).
Patii sem zejména bakterie podilejici se na katabolismu slouc¢enin odvozenych od cholesterolu,
jako jsou zZlu€ové kyseliny ¢i kortikoidni hormony, coZ naznacuje jejich funkéni specializaci ve
sttevé (Ridlon et al., 2006). Celed Coriobacteriacaea zahrnuje podle dosavadnich informaci
druhy produkujici equol, jimiz jsou Adlercreutzia equolifaciens, Asaccharobacter celatus,
Enterorhabdus mucosicola, Slackia isoflavoniconvertens a Slackia equolifaciens (Clavel et al.,
2014). Neni ale stale jasné, zda je produkce equolu u Coriobacteriacaea specifickou dovednosti
celé Celedi, ¢i jen konkrétnich rodti nebo druhi (Clavel and Mapesa, 2013). Mayo et al., (2019)
popsali i n€kolik kment jinych taxonu, které dokazi produkovaz equol. Jedna se zejména
o Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Lactobacillus intestinalis, Lactobacilllus
paracasei, Lactobacillus sakei, Pediococcus pentosaceus, Proteus mirabilis a Lactococcus
garvieae. Lactococcus garvieeae, nachazejici se v italskych syrech Toma Piemontese, byl
izolovan z lidskych vykali a prokazal schopnost u¢inn€é pfeménovat daidzein na equol
(Uchiyama et al., 2007). Nasledné byl pouzit pro vyrobu prvniho ptirodniho nutracieutika
obsahujiciho equol, coz vyrazné ptispélo k moznosti testovat G€inky tohoto metabolitu u zvitat
i u lidi (Murota et al., 2018; Setchell and Clereci, 2010).
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Tabulka 3 Vybeér strevnich bakterii metabolizujicich dadzin/daidzein na equol nebo jeho
meziprodukty (Setchell and Clerici, 2010; Mayo et al., 2019; Murota et al., 2018; Yuan et al.,

2007).

Bakterialni druh

Reakce

Adlercreutzia equolifaciens

Daidzein —Equol

Bifidobacterium breve

Daidzein —Equol

Bacteroides ovatus

Daidzein —Equol

Bifidobacterium longum

Daidzein —Equol

Clostridium sp.

Daidzein—Dihydrodaidzein

Bakterie podobna Clostridiu

Daidzein—Dihydrodaidzein

Eggerthella sp. (kmen YY7981)

Daidzein —Equol

Eggerthella sp. (kmen 732)

Dihydrodaidzein —Equol

Enterococcus faecium

Daidzein —Equol

Escherichia coli (aktivita f-glukosidazy)

Daidzin —Daidzein

Finegoldia magna
Lactobacillus sliznice
Lactococcus garvieae
Ruminococcus productus
Slackia equolifaciens
Slackia isoflavoniconvertens
Streptococcus intermedius
Veillonella sp.

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Daidzein —Equol

Equol je stabilnéjsi, snadnéji se vstiebava epitelem tlustého stieva ale rychlost jeho
vylucovani z plazmy je oproti daidzeinu nizsi. (Setchell et al., 2009). Ma silngjsi afinitu
k estrogenovym receptoriim nez jeho prekurzor, a dokaze tak jesté 1épe napodobovat estrogenni
aktivitu (Markiewicz et al., 1993).Vzhledem k ostatnim izoflavonim vykazuje nejsilngjsi
antioxidacni aktivitu (Magee, 2011;Choi a Kim, 2014). Navic existuji studie, které naznacuji,
ze schopnost metabolizovat equol je u jeho producentil spojena se snizenym rizikem vzniku
rakoviny prsu (Duncan et al., 2000), prostaty (Akaza et al., 2004) a kardiovaskularniho
onemocnéni (Sekikawa et al., 2018). Soucasné mize dochazet ke zlepSeni stavu kosti (Lin et
al., 2016), a tlumeni piiznakd menopauzy (Aso et al., 2012).

3.3.3  O-desmethylangolensin

Druhym popsanym metabolitem daidzeinu je O-desmethylangolensin (O-DMA).
Zatimco daidzein a equol jsou slou¢eniny strukturalné podobné Zenskému hormonu estradiolu
(Frankenfeld, 2011), O-DMA vznika $tépenim prostfedniho pyronového kruhu daidzeinu
a stava se tedy svou strukturou podobnéjsi jinym latkam, jako naptiklad phloretinu, jenz je ve
vysokém mmnozstvi obsazen v jablkach (Lee et al., 2003). Metabolismus O-DMA probiha
podobné jako u equolu. Nejprve dochézi k preméné aglykonti, nasledné muze ve stievni sliznici
¢i jatrech dojit ke konjugaci za vzniku O—-DMA glukuronidii ¢i O-DMA sulfatti a nakonec je
V tlustém stievé daidzein metabolizovan na dihydrodaidzein, jenz je prekurzorem O-DMA
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(Frankenfeld, 2011). Vice nez 95 % O-DMA cirkulujiciho v télnim ob¢hu se vyskytuje
Vv glukukoronidové formé, kterd je rozpustna ve vodé a muze byt vyluCovéna ledvinami
(Adlercreutz et al., 1993). K pieméné dihydrodaidzeinu na O—-DMA dochazi pomoci stievnich
bakterii, které se vSak od téch produkujicich equol 1isi. Bylo potrvzeno, ze bakterie Stépici
daidzein na O-DMA, zahrnuji Eubacterium ramulus (Schoefer et al., 2002) a Clostridium sp.
z kmene HGH 136 (Hur et al., 2002). Studie Simmering et al.,(1999) zaméfena na kvantifikaci
bakterii degradujicich flavonoidy testovala koncentrace E. ramulus v travicim traktu ze vzroku
stolice 20 osob. Ve vysledku zjistili, ze E. ramulus osidlovala tlusté stfevo darct v rozmezi
0,01 az 0,36 % z celkového poctu bakteridlnich bunék, coz naznacuje, Ze se jeji zastoupeni
Vv gastointestindlnim traktu riznych jedinci mize zna¢né liSit. Vzhledem k tomuto faktu se
stejn¢ jako u equolu v populaci vyskytuji producenti O—-DMA a rovnéz i jedinci, ktefi tuto
schopnost nemaji. Pozorovaci studie Frankenfeld et al. (2004) nazancila, Ze fenotypy
producenta O-DMA a producenta equolu jsou na sob& nezavislé a schopnost pfechovavat
Vv travicim traktu bakterie metabolizujicimi O-DMA nemd souvislost S pfitomnosti bakterii
produkujicich equol. Metoda klasifikace vyrobct a nevyrobci O—-DMA neni standardizovéna.
Hodnoti se vétSinou jeho absolutni vylu¢ovani nebo vyluovani v poméru k daidzeinu
(Frankenfeld, 2011). Producenti O—-DMA je mnohem vice nez u equolu, odhaduje se, Ze tento
metabolit je schopno syntetizovat 80 az 90 % svétové populace (Atkinson et al., 2005).

Byly zkoumany biologické t¢inky O—-DMA vzhledem k inhibici riistu rakovinnych bunék
(Magee, McGlynn and Rowland, 2004), tvorbé osteoklastti (Ohtomo et al., 2008), modulaci
imunologickych markert (Gredel et al., 2008), antioxida¢ni aktivité (Liang et al., 2010) ¢i
inhibi¢ni aktivité sekrece leptinu (Niwa et al., 2010). Vysledky téchto studii naznacuji, ze O—
DMA vykazuje obecné slabsi fytoestrogenni ucinky a tedy i mensi lé€ebny potencidl, nezli
daidzein ¢i equol. Hedlund et al. (2006) ve své studii zkoumajici vliv fytoestrogent a jejich
metaboliti na rakovinné bunky prostaty linieLNCaP poznamenali, Zze u testovanych muzt
produkovalo O-DMA az 98 % z nich. Pouze vSak 4 z 36 ucastniki méli cirkulujici koncentrace
O-DMA vétsi nebo rovny 1umol/l, coz byla davka stanovena autory k dosaZzeni minimalnich
antiproliferacnich c¢inkd. Toto pozorovani zduraziiuje, Ze ani pritomnost bakterii
produkujicich O-DMA v kombinaci s dostate¢nou konzumaci s6ji, nevede u vSech jedinci
K vysokym koncentracim O—-DMA v krevnim tecisti (Frankenfeld, 2011). O-DMA se u svych
producentli ve srovnani s equolem a svym prekurzorem daidzeinem jevi jako minoritni
metabolit s velmi nizkymi koncentracemi v plazmé (Heinonen et al., 1999). Jeho terapeutické
ucinky proto nemusi byt vzdy relevantni (Frankenfeld, 2011). Bylo vsak zjisténo, ze stievni
bakterie Eubacterium ramulus, vyskytujici se v travicim traktu producentt O-DMA, byla
schopna metabolizovat in vitro dalsi polyfenolové slou¢eniny na fenolové kyseliny. Jednalo se
napiiklad o kvercetin (Blautet al., 2003) obsazeny v jablkach ¢i cibuli, phloretin (Schneider and
Blaut, 2000) v jablkach a raj¢atech nebo luteolin (Braune et al., 2001) nachazejici se v mrkvi
a paprice. Dle téchto informaci by producenti O—-DMA mohli profitovat z terapeutickych
ucinkt i dalsich fotochemikalii (Frankenfeld, 2011).
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3.4 Vyznam daidzeinu pro lidsky organismus

3.4.1 Hormonalni udinek fytoestrogeni

v

Role estrogent je velice dilezitd v fad¢ fyziologickych déji. Nejzasadnéjsi je jejich vliv
na reprodukéni systém a sexuldlni chovani, avSak je znam 1 vztah estrogeni
ke kardiovaskularnimu systému, ¢i napiiklad k remodelizaci kosti. Biologicky ucinnou latkou
Vv téchto procesech je 17— estradiol, ktery je svou strukturou podobny fytoestrogenim (Vviz
obrazek 3) (Sliva, 2010).

Estradiol

Obrazek 3 Porovnani chemické struktury isoflavonii a lidského estrogenu - estradiolu, prevzato
a upraveno dle Matthai et al. (2003).

Sojové izoflavony veetné daidzeinu vykazuji vlastnosti blizké estrogenim, ale jsou méné
aktivni nez lidsky hormon 17-B estradiol (Mayo et al., 2019). Uginky jak estrogent tak
fytoestrogenil jsou zprostiedkovany predevSim estrogenovymi receptory (ER) (Sliva, 2010).
VétsSina ER je lokalizovana v jadfe buniky a po navazani na estrogen €i fytoestrogen tvori
dimery. Tyto dimery v jadfe interaguji s estrogen responsivni jednotkou (ERE), coz je
specifickd oblast DNA, kterd reguluje transkripci gend reagujicich na estogen, piipadné
fytoestrogen. Existuje také malé procento ER (2-3 %), které se nachazi na bunécnych
membrandch a pii jejichz navazani nedochazi ke genomickym u¢inkim. U lidi zname dva typy
ER, jedna se o ERa a ERP. Ackoliv tyto ER mohou byt lokalizovany ve stejné buiice, v ramci
organismu jsou specificky rozmistény v riznych tkanich. Oba ER se nachazeji naptiklad ve
vajeCnicich, kde ovliviiuji vyvoj folikull, déle v bunikdch vaskuldrniho endotelu, bunkéach
myokardu a prsni tkani. U Zen se v kostech nachazi ERa i ERp, které se podileji na zrani
a udrzbé kosti, avSak v muzskych kostech se vyskytuji pouze ERp. Dalsi rozdily miZeme najit
v mozku, kde je ERa dulezity pfi udrZzovani spravné hladiny luteinizacniho a folikuly
stimulujicicho hormonu v krvi a ER je zase zapojen do schopnosti uc¢eni se a paméti (Cornwell
et al., 2004).

Fytoestrogeny mohou vykazovat agonisticky nebo antagonisticky ucinek vzhledem
K hormontm a diky své rozdilné afinité k obéma skupinam receptori se o nich také mluvi jako
o selektivnich regulatorech receptort estrogent. Antagonistické uc¢inky mohou nastat, pokud
je fytoestrogenni sloucenina schopna se navazat na ER, ale nedojde ke vzniku dimeru,
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i spravné konfiguraci a nasledné interreakci s ERE. Agonistické selektovni regulatory
receptori estrogenu vyvolavaji hormondlni odezvu (napf. pusobeni na vajecniky)
a antagonistické regulatory hormonalni odezvu brzdi (napt. ptuisobeni na délohu). Pokud
fytoestrogeny receptory blokuji, estradiol nemuze ptsobit (Becket al., 2005; Cornwell at al.,
2004).

Daidzein, jakozto jeden z hlavnich zastupcu fytoestrogent, nesteroidnich estrogent, je
vyznamnym piedmétem zkoumani pii prevenci a 1é¢bé ruznych zdravotnich obtizi. Jedna se
zejména o onemocnéni spojena s regulaci estrogenové aktivity, jako je rakovina prsu (Liu et al.,
2012), osteoporoza (Setchell et al., 2002), cukrovka (Ae Park et al., 2006), ¢i choroby
kardiovaskularniho systému (Rostagno et al., 2010). Mimo to nelze také opomenout jeho
antioxida¢ni u¢inky (Choi, 2006).

3.4.2 Antioxidaéni aktivita

Antioxidanty sevyskytuji voln¢ v ptirodé a stejné tak mohou byt vyrabény i synteticky.
Dokazi v tél¢ riznymi mechanizmy snizit aktivitu volnych radikald, coz jsou Vv organizmu
ptirozené se vyskytujici vedlejsi produkty metabolizmu. Volné radikaly vykazuji agresivni
oxida¢ni pusobeni na buiiky a maji za nasledek jejich pied¢asné starnuti. Mohou také ptisobit
jako spoustéci mechanizmy mnoha zdravotnich problémt vcetné kardiovaskularnich
onemocnéni (KVO) a n€kterych druhd rakoviny. Antioxidanty jsou schopny pievadét volné
radikaly na jejich méné reaktivni a nereaktivni formy (Paulova et al., 2004). Volné radikaly
mohou byt neutralizovany enzymatickymi antioxidaénimi systémy, stejné jako
neenzymatickymi antioxidanty, véetné vitaminu, gluthationu a flavonoidt (Choi, 2006).

Daidzein je pfirodnim antioxidantem a jeho antioxidacni aktivitu zprostiedkovavaji dva
mechanizmy. Prvni z nich probiha v lipozomalni membrané, kde je daidzein schopen inhibovat
oxidaci lipidl pfimym odstraniovanim volnych radikald. DokaZze také zabranit migraci volnych
radikall pomoci vazby na membranu, ¢imz mize zménit tuhost/tekutost této lipidové
dvojvrstvy (Liang et al., 2008)

Endogenni ochranou proti oxida¢nimu poSkozeni jsou antioxidac¢ni enzymy. Druhym
nepiimim antioxida¢nim mechanizmem daidzeinu je zvySeni aktivity téchto enzym. Daidzein
dokéze indukovat enzym superoxiddismutazu , kterd preménuje superoxidovy radikal na méné
toxicky peroxid vodiku. Ten je dale rozkladan pomoci enzymi katalazy ¢i gluthationperoxdazy,
K jejichz zvysené aktivaci dochazi rovnéz pomoci daidzeinu (Kampkétter et al., 2008). Katalaza
a gluthathionperoxidaza funguji jako katalyzatory peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Chelikani
et al., 2004). Studie Rohrdanz et al. (2002) na buinkach krysiho hepatomu dosla k zavéru,
ze lécba daidzeinem dramaticky zvySila expresi mRNA katalazy, coz bylo zplsobno
transkrip¢ni aktivaci promotoru kataldzy. Ov§em o transkrip¢ni aktivaci genu katalazy je dosud
znamo pouze malo informaci. Post—transkripéni procesy jsou pro regulaci tohoto genu velmi
dalezité. K urceni, zda zySena exprese katalazy u krysich hepatomt chrani bunky pred
oxida¢nim poskozenim, byly hepatocyty piedem oSetieny daidzeinem a nasledné vystaveny
peroxidu vodiku. Vysledky této studie byly vSak piekvapujici, protoze ackoliv daidzein
vyznamné ovlivnil produkci kataldzy, oxidacni stres nebyl timto mechanismem ovlivnén.
Daidzein tak nevykazoval antioxidac¢ni potencidl a zdalo se, Ze je naopak prooxidacni
(Rohrdanz et al., 2002). Témto vysledkiim oponuje novéjsi studie Choi a Kim (2014b), v niz
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byl zkoumén ucinek daidzeinu na hepatocelularni bunky lidského karcinomu. Lécba
daidzeinem a jeho metabolity vykazovala vyznamné antioxidacni vlastnoti. Exprese katalazy
byla nejvice vyvolavana daidzeinem a nasledné¢ equolem. Ten byl naopak v né&jvétsi mife
schopen exprimovat superoxiddismutazu. Pfiznivy antioxida¢ni u¢inek vyvolaval daidzein také
napiiklad pii 1é¢b¢ diabetickych potkant ve studii Roghani et al. (2013), kde redukoval zvysené
mnozstvi molonylaldehydu, coz je marker peroxidace lipida a =zvySil aktivitu
superoxiddismutazy Vv aortalni tkdni potkand. To naznacuje, ze daidzein se svou antioxidacni
aktivitou mtze podilet na zlepSeni endotelidlni dysfunkce. Vzhledem k témto protichidnym
zavérim je nutno zamyslet se nad otazkou, zda daidzein ptuisobi pouze jako antioxidant, nebo
opravdu za jistych podminek dokaze vykazovat i prooxidacni vlastnosti. Tato hypotéza by se
dalacastecné vysvétlit pomoci studie na potkanech, kterou se zabyval Choi (2006). Jedné
skupiné byl z potravy odebran vitamin E a druhé skupina potkani, ktera byla normalné krmena,
slouzila jako kontrola. Experiment s odebranim vitaminu E byl ucinén z toho divodu, Ze jiz
diivé nékteré in vitro studie naznacily schopnost flavanoidi regenerovat, ¢i pievzit roli
vyznamného antioxidantu ziskavaného z potravin prostfednictvim vitaminu E-a-tokoferolu
(van Acker et al., 2000; Hwang et al., 2000). Bazalni koncentrace v séru a organech potkanti
zbavenych vitaminu E byla vyrazné nizsi nez u potkanti krmenych normalné. Je zajimavé, ze
koncentrace a-tokoferolu v séru a mozku u potkand zbavenych vitaminu E byly po 1é¢bé
daidzeinem zvySeny, ackoliv hladiny a-tokoferolu v kontrolni skupiné daidzein neovliviioval.
Pfesny mechanismus tohoto ptisobeni vsak neni jasny (Choi, 2006). V této studii Choi (2006)
doslo po podani daidzeinutaké k vyznamnému snizeni obsahu malonylaldehydu v organech
potkanii u obou skupin. Skutecnost, ze daidzein snizil peroxidaci lipidit a zaroven zvysil
koncentrace a-tokoferolu, mize byt povaZzovana za ditkaz jeho antioxidacni aktivity. Inhibi¢ni
ucinek daidzeinu na peroxidaci lipida byl vyraznéjsi v mozku. Ten mé v porovnani S ostatnimi
organy zvysené riziko tvorby a nésledné detoxikace volnych kyslikovych radikalii. Mozek vSak
vykazuje nizkou az stfedni aktivitu superoxiddismutazy, kataldzy a gluthationperoxidazy ve
srovnani s jarty, i ledvinami a to 1 pfesto, Zze mozkové bunky spottebovavaji az 20 % kysliku
spotfebovaného télem. Hladiny vyznamného antioxidantu gluthationu v jatrech nebyly v této
studii po podani daidzeinu potkanim nijak zmény. Naproti tomu koncentrace gluthationu
v mozku poklesla u vSech potkani, kterym byl podavan daidzein v koncentracich 20 mg/den
(Choi, 2006). Je vsak znamo, ze dysfunkce metabolismu gluthationu zpusobuje oxidacni
poskozeni (Comporti et al, 1991). Tato dysfunkce byla také zaznamenana u
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napiiklad Huntingtonova choroba (Cruz-Aguado
et al., 2000), Alzeimerova choroba (Adams et al., 1991) ¢i Parkinsonova chorba (Bharath et al.,
2002). Daidzein mohl tedy v mozku vykazovat prooxidac¢ni aktivitu, avSak pfesné mechanismy
snizujici hladinu gluthationu jsou stale nejasné (Choi, 2006).

Celkové lze fici, ze diadzein mize kromé antioxidac¢nich U¢inkli vykazovat v urcitych
ptipadech také mirné prooxidacni ptisobeni (Choi, 2006). Daidzein ma vyznamny potencial pro
1é¢bu mnoha onemocnéni, avsak jeho dlouhodobé nadmérné uzivani mize vyvolat i negativni
efekt na lidské zdravi (Sun et al., 2016; Choi, 2006).
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3.4.3 Rakovina

vV

21. stoleti. Tento problém je velmi akutni jak celosvétové, tak i v Ceské republice, kde se
projevi jeden z mnoha typt maligniho (zhoubného) nadorového onemocnéni v prubéhu zivota
u kazdého tietiho obcana a kazdy ¢tvrty ¢lovek této zaketné nemoci podlehne (Prausova, 2010).
2018 trpi timto karcinomem 133 ze 100 tisic zen (SVOD, 2010). Je nadorem hormon
dependentnim. Zenské pohlavni hormony — estrogeny maji na jeho vzniku a ristu
nejvyznamngjsi vliv. Také indukuji expresi onkogenl a rlstovych faktord, jejichz produkty
podnécuji proliferaci bun¢k (Prausova, 2010). Dlouhodoba vyssi aktivita estrogend narusi
rovnovahu mezi ptisobenimprolifera¢nich a antiprolifera¢nich faktorti ve prospéch proliferace.
Delsi expozice estrogenlim nastava pii asném ndstupu menstruace, pozdni menopauze, ¢i pii
pozdni prvni gravidité (Koukolis, 2006). Riziko vzniku rakoviny prsu taktéz roste s vékema
nepochybné hraji podstatnou roli i dietni €initelé, a to zejména konzumace alkoholu, ¢i vysoky
ptijem tukt (Prausova, 2010).V epidemiologickych studiich (Stanford et al., 1995; Tominaga
and Kuroishi, 1995; Adlercreutz, 2002) jiz bylo zjisténo, ze vyskyt rakoviny prsu u asijskych
zen je podstatné nizsi, nez u Zen zapadniho svéta. Tato skutecnost je pfisuzovana vyssi spotiebé
s0ji a sojovych produktii a tedy zvySenému piijmu fytoestrogent. Byla také prokéazéna
antiproliferacni schopnost daidzeinu, pti¢emz dochazi k zastaveni bunééného cyklu ve fazich
G1, G2 ¢i M, coz nasledné indukuje apoptdzu, neboli bunécnou smrt nadorovych bunék (Choi
and Kim, 2008). Tento jev zkoumali Liu et al. (2012) na potkanech, ktefi nesli tumory mlé¢né
zlazy indukované 7,12—dimethylbenzen(a)athracenem, coz je silny laboratorni karcinogen
a imunosupresivum. Potkani byli rozdéleni do tii skupin, pficemz prvni byla 1é¢ena daidzeinem,
druha tamoxifenem, coz je komeréné uzivanylék proti nékterym typtim rakoviny prsu a tieti
slouzila jako kontrola. Nadory u kontrolni skupiny potkanurychle rostly a po 3 tydnech se
zvétsily az 8,1 krat Mirné inhibice rstu nadort v priibéhu prvnich 15 dni byla pozorovéana u
skupiny, jiz byl podavan tamoxifen, ale nasledné doslo opét k jejich zvétSovani. Naopak
U potkant lécenych daidzeinem byl rlst nadori vyrazné inhibovan v pribéhu celé medikace
a velikost tumorti se béhem3 tydnu zvysila pouze 2,9 krat. Vysledky tohoto pozorovani tedy
ukazaly, Ze protinadorovy potencial daidzenu byl vyrazné silngjsi nez potencial tamoxienu.
Bunéény cyklus a stadia apoptozy u tumorti indukovanych DMBA mlé¢né zlazy potkant byly
analyzovany prutokovou cytometiri (Liu et al., 2012). Jedna se o metodu, kterd umoziuje
méfeni a analyzu fyzikalné chemickych vlastnsti buniky nebo jinych biologickych ¢astic béhem
jejich prichodu laserovym paprskem (Langhansova, 2011).Vysoka troven apoptozy (25%)
byla naméfena pfi tfitydenni 16bé daidzeinem, naproti tomu mira apopt6zy u kontrolni skupiny
byla vyrazné€ nizsi (1,1%). Pti podani stejné davky equolu byly také zaznamenany vyznamné
hladiny apoptézy (17,6%), naopak bunécna smrt indukovana TAM byla nizsi (6,2%). Daidzein
a equol tedy opét vykazovali lepsi vlastnosti pro zastaveni riistu nddoru. Dle téchto zjisténych
informaci by mohly byt daidzein a equol pouzity jako zakladni struktury pro vznik novych,
antiestrogennich 1€kt a soucasné lze fici, ze konzumace potravin s obsahem daidzeinu muze
slouzit jako prevence pted vznikem Zenského karcinomu prsu (Liu et al., 2012).

Jednim z hlavnich zdravotnich problémd, kterym c&eli muzska populace, je karcinom
prostaty. Celosvétové si tuto diagndézu vyslechne az 13 milioni muzii ro¢né, z cehoz
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2,6 milionl pifipadi se tyka Evropant. Rakovina prostaty ma 11% zastoupeni ve vsech
nadorovych onemocnénich v Evropé a piedstavuje na nasem kontinentu 9 % muzskych amrti
(Heidenreich et al., 2007). Ruast a vyvoj prostaty je regulovan muzskym pohlavnim
hormonem — testosteronem. I piesto, Ze testosteron se fadi do skupiny androgennich hormond,
byla jiz v mnoha studich sledovana role fytoestrogent v karcinogenezi prostaty. Jednim
z dtvodu je, Ze i v muzském téle vznika estrogen, avSak v porovnani s testosteronem ve velmi
malé mife. Hraje vSak nezanedbatelnou hormonalni roli ve vyvoji prostaty a mtize se tedy také
podilet na vyvoji nadoru prostaty, ¢i ochrané pied jeho vznikem. Ve studii Adjakly et al. (2015)
namysich bylo prokazano, ze pii kombinaci estrogenu s dyhydrotestosteronem, tedy vlastni
ucinou formou testosteronu, dochazelo k abnormalnimu ristu rakovinnych bunék.
Fytoestrogeny daidzein a geinstein maji schopnost vazat se na ERp v bunkach prostaty, a dokazi
tak napodobovat plisobeni estrogenti, aniz by dochazelo k rakovinnému bujeni. Dalsi studie
(Rabiau et al., 2010) také naznacila, ze stejné jako u rakoviny prsu ma daidzein schopnost
zastavit bunécny cyklus, a to ve fazi GO/GL. V neposledni fad¢ je nutno zminit G¢inek daidzenu
na expresi androgenem indukovaného transkriptu prostaty 1 (PATR-1), coz je androgenem
regulovany gen exprimovany zejména v tkani prostaty. PART—1 se vyskytuje ve vétsi mife
vV malignich (zhoubnych) nez benignich (normalnich, nezhoubnych) tkanich, coz naznacuje, ze
jeho exprese se béhem rakoviny méni (Yu et al., 2003). Exprese genu PART-1 byla regulovana
androgeny v bunkach rakoviny prostaty citlivych na androgen, ale nikoliv v bunikach na
androgen  nezavislych.  Daidzein  inhiboval  expresi PART-1  indukovanou
dyhydrotestosteronem, coz znamena, e daidzein miZze mit antiandrogenni aktivitu. Tyto
zjisténi naznacuji, Ze PART-1 mtiZe slouZit jako biomarker pro hodnoceni u¢innosti daidzeinu
pfi prevenci rakoviny prostaty (Yuet al., 2003). Roli daidzeinu v 1é¢b¢ a prevenci karcinomu
prostaty potvrzuje také fakt, ze dle epidemiologickych idaji je prevalence rakoviny prostaty
Vv asijskych zemich mnohonéasobné niz8i, nez v Evropé¢ a Severni Americe. Riziko vzniku
onemocnéni muze rovnéZ stoupat u Asiati, kteti pfijali vychodni styl stravovani (Rabiau et al.,
2010),

Studie Guo et al. (2004) ukazala spojitost daidzeinu se snizenym rizikem vzniku rakoviny
tlustého stfeva. Byly zkoumany lidské bunécné linie rakoviny tlustého stteva LoVo, které byly
osetfeny daidzeinem v 6 rGznych koncentracich od 0,1 uM az do 100 uM. V nejniZSich
koncentracich 0,1 uM a 1 pM dochdazelo ke stimulaci bunééného riistu, naproti tomu pfi oSetfeni
Vv koncentracich od 5 do 100 uM byl bunéény rist inhibovan v zavislosti na davce. Pfi vyssich
koncentracich byly buiky zastaveny v GO/G1 fazi bunééného cyklu a podstoupily apoptozu.
Dle téchto vysledkti ma daidzein terapeuticky potencial proti karcinomu tlustého stfeva

Byl dokazan i mozny lécebny G¢inek daidzeinu na rakovinu jater. Ve studii Park et al.
(2013) byly zkoumany lidské bunky hepatocelularniho karcinomu (SK-HEP-1) a vysledky
prokézaly, ze daidzein inhiboval bunécny rustu SK-HEP-1 a indukoval buné¢nou smrt. Tyto
SK-HEP-1 bunky oSetfené¢ daidzeinem vykazovaly morfologické rysy apoptodzy, jako je
smr$tovani membrany, ¢i kondenzace chromozomtl.

3.4.4 Kardiovasularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) je v Ceské republice, stejné jako v ostatnich
ekonomicky vyspélych zemich hlavni pficinou morbidity a také mortality. KVO se fadi mezi
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tzv. chronickd neinfekéni onemocnéni, ke kterym patii také obezita, osteoporoza, diabetes ¢i
chronické nemoci dychaci soustavy. V CR je vyskyt KVO vys§i neZ ve vétsing
zédpadoevropskych zemi. Umrtnost u Zen na tyto choroby &ini 50 % a u muzi 42 %. Vékové
standardizovand mira Umrtnosti na KVO je o 60 % vys§i nez je primér ve statech EU
(OECD/European Observatory on Health System and Policies, 2017). Vice nez polovina vSech
umrti v nasi zemi je zptsobena KVO a ro¢né podlehne této diagndze ptiblizné 40 tisich osob
(Cesky statisticky Gfad, 2019).

Na zna¢n¢ snizeny vyskyt KVO v asijskych zemich ve srovnani se zapadem poukazuje
hned nékolik studii (Thamet al., 1998; Moriguchiet al., 2004; Yan et al., 2017). To nazancuje,
ze zvySeny pfijem izoflavoni u Asiath mulze souviset s prevenci tohoto
onemocnéni (Rostagno et al.,, 2010). Zminénou hypotézu zkoumala vroce 2013
randomizovanad, dvojité zaslepena a placebem kontrolovana studie Qin et al. (2014). Studie se
zGcastnilo dvésté deset pacientii (108 muzi a 102 Zen), ktefi se po dobu trvani vyzkumu, tedy
6 mésicil, vyhybali pfijmu s6ji a s6jovych produkti a zdroven udrzovali svlij obvykly Zivotni
styl. Utastnici bylindhodn& rozfazeni do ti skupin, kterym bylo podavano
0, 40 a 80 mg daidzeinu denné. Vysledky ukazaly, ze po podani daidzeinu doslo k vyraznému
snizeni koncentrace triglyceridi v séru, ale nikoli Vv zavislosti na davce. Pravé vysoké
koncentrace trigliceridi spolu s LDL cholesterolem a nizkymi koncentracemi
HDL cholesterolu jsou rizikovymi faktory ve vzniku KVO. Suplemetace daidzeinem vyrazné
snizila i koncentraci kyseliny mocové. Mechanizmy spojujici zvySené hladiny kyseliny mocové
(hyperurikemie) s KVO dosud nejsou pIné objasnény. Cibickova a Zurek (2020) viak uvadgji,
Zze ma vliv na vznik zanétu, oxidac¢niho stresu a endotelialni dysfunkce, coz vede k rozvoji
KVO. Hyperurikemie tedy piedstavuje nezavisly faktor kardiovaskularni morbidity a mortality.

Hypertenze, jakoZto dalsi z rizikovych faktorti spojenych s KVO muzZe byt také ovlivéna
ptijmem sojovych potravin. Isoflavony mohou ovliviiovat regulaci krevniho tlaku, jelikoz se
dokazi chovat jako ihibitofi tyrosinkinazy, coz je enzym podilejicic se mimo jiné i na kontrole
vaskularniho tonusu (Rostagno et al., 2010). Daidzein dokaze snizit hladinu LDL, inhibovat
prozanétlivé cytokiny, vyvolat produkci oxidu dusného a zlepsit vaskularni reaktivitu (Gao
etal., 2008). Oxid dusny je zasadni vazodilatator, ktery zabranuje intravazalni koagulaci,
agregaci krevnich desticek, adhezi leukocytl a imigraci zanétlivych bunék do stén cév. Snizena
tvorbaoxidu dusného tedy vede k endotelové dysfunkci, ktera miize mit za nasledek rozvoj
aterosklerozy (Rostagno et al., 2010).

Vzhledem k $patné oralni absorbci a biologické dostupnosti daidzeinu, zkoumali Gao et
al. (2008) stéricky stabilizované lipidové nanocastice obsahujici daidzein, které by mohli
zefektivnit jeho terapeutické ucinky. Tyto nanocastice dokdzi mnohonasobné prodlouzit dobu
cirkulace daidzeinu v krevnim ob&hu na rozdil od oraln¢ podavané suspenze, ¢i intravendzniho
roztoku. Stéricky stabilizované lipidové nanocastice ve srovnani s oralni a intravendzni davkou
prokazaly pfi testech na psech lepsi ucinek na kardiovaskularni systém, ¢ehoz dosahly snizenim
spotteby kysliku v myokardu a koronarni rezistenci. Rovnéz se dostavil velmi pozitivni u¢inek
na cerebrovaskularni systém. DoSlo ke zvySeni pritoku krve mozkem a sniZeni
cerebrovaskularni rezistence. Tento pevny lipid s obsahem daidzinu méa do budoucna znacny
potencial pro 1é¢bu KVO, a tojak pro svou dobrou biologickou dostupnost, tak pro nizké
naklady.
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3.45 Osteoporoza

Osteopordza je progredujici systémové onemocnéni skeletu charakterizované ubytkem
kostni hmoty. MiiZze byt nazvana jako tzv. ticha epidemie. VétSina ptipadt probiha naprosto
bez ptiznakl a projevi se az nahlymi komplikacemi, kterymi jsou fraktury vzniklé bez vétSiho
nasili. Ackoliv jsou Cisla nepiesna, pravé pro tichy prubéh choroby, udava se, ze prevalence
tohoto onemocnéni stale stoupa a v civilizovanych zemich se udava kolem 7-10 %.
Osteopordza postihuje zejména star$i obyvatelstvo a piedev§im zeny V postmenopauzalnim
veéku. Tato skutecnost je dana poklesem zenskych hormont. U Zen nad 50 let je postiZzena
priblizné tfetina polulace a u zen nad 70 let dokonce az polovina populace. Typyckymi
frakturami jsou zlomeniny obratld, dolniho piedlokti a kréku stehenni kosti. Mortalita se u
zlomeniny kréku udava do 1 roku po arazu na 10-15 % (Hrékova and Sarapatkova, 2004).

Kostni tkan tvofi dva typy bunék: osteoklasty a osteoblasty, pficemz i remodelace kosti
sestava ze dvou fazi. Prvni je kostni resorpce osteoklasty, které pii své aktivité rozvoliiuji kostni
matrix a druhou je nova tvorba kosti pomoci osteoblasti. Tyto buiiky maji tedy opac¢nou funkci
a jejich specifické schopnosti odbourdvat ¢i syntetizovat kostni tkan probihaji kontinualné a
soudasné na vice mistech v kostie (de Wilde et al., 2004). Ubytek kostni hmoty ve staii a po
menopauze je dan nedostatkem estrogenu. Nedostate¢né mnozstvi estrogenu Vv téle vyvolava
zvySenou tvorbu a aktivitu osteoklastli, ¢imz se snizuje sila kosti a jak jiz bylo vySe zminéno,
znasobuje se riziko zlomenin (Hughes et al., 1996). Lécba osteopordzy pomoci estrogenu se
nabizi jako efektivni varianta, avSak nelze piehlizet jeji negativni G¢inky spojené se zvySenym
nebezbe¢im vzniku rakoviny prsu, ¢i endometria a s vysSim kratkodobim rizikem
tromboembolickych ptihod u Zen s KVO (Rassi et al., 2002). Daidzein jakozto fytoestrogen
vykazuje ucinky podobné lidskému estrogenu, piicemZz jeho metabolit equolprokazal
mnohonasobné vétsi estrogenni aktivitu oproti jinym izoflavonim. Néasledujici skute¢nost by
mohla vézt K zjisténi, ze daidzein ma pravdépodobné vyznamny potencial v 16€bé osteopordzy
(Setchell et al., 2002). Tato hypotéza byla zkoumana ve studii de Wilde et al. (2004) na
metatarzalnich a metakarpalnich kostech mladych selat, jelikoZ prase je pro analyzovani uc¢inki
nutri¢nich faktord na remodelizaci kostry ¢i kosti vhodnéj§im kandidatem nez hlodavci. Bylo
zjisténo, ze nizka koncentrade daidzeinu (1 nM) stimuluje diferenciaci osteoblastl
prostfednictvim ERp, zvySuje mineralizaci kosti, sekreci osteokalcinu a aktivitu alkalické
fosfatazy. Alkalickd fosfatdzase uplatiiuje v metabolismu kostni tkané, kontkrétn€ v procesu
osteogeneze a je citlivym markerem kostni novotvorby. Daidzein pfitom vykazoval v téchto
parametrech silngjsi ucinky nez ekvivalentni mnozstvi 17—Bestradiolu (de Wilde et al., 2004).
Daidzein je navic schopen stejn¢ jako 17— estradiol inhibovat diferenciaci a aktivitu
osteoklasti (Rassi et al., 2002).

Dal§im dualezitym faktorem podilejicim se na spravné stavbé kosti je hormon
produkovany C-buiikkami §titné zlazy, kalcitonin. Ukézalo se, Ze u potkantis orchidektomii
(model pro osteoporozu), kteti byli 1€¢éni daidzeinem, doslo k stimulaci C—bunék a zvyseni
trabekularni (spongiézni/houbovité) kostni hmoty. Daidzein muize tedy pies C—buiiky i neptimo
stimulovat kalcitonin, ktery ptisobi jako inhibitor kostni resorpce (Filipovi¢ et al., 2010).

StudieWong (2009) poukazala na schopnost daidzeinu lokalné zvySovat tvorbu nové
kosti. Jedna se o vyzkum provanény na novozélandskych bilych kralicich s kostnimi defekty

24



vV temenni kosti. Ve skupin¢ 1é¢ené kolagenovou matrici obohacenou o daidzein dochézelo
k 602% nartstu kostni tkan¢ oproti kontrolni skuping.

3.4.6 Diabetes

Diabetes mellitus (DM) je zavazné metabolické onemocnéni, jehoz hlavnim projevem je
hyperglykémie vznikla z Gasteéného &i uplndho nedostatku inzulinu (Ceska et al., 2020).
V poslednich letech se z divodu zvysSeni zivotni irovné a soucasnému Zzivotnimu stylu stal
diabetes celosvétovym epidemiologickym onemocnénim. Mezinarodni federace pro diabetes
(IDF) uvadi tvaly narast diabetikii a prepodklada, ze v roce 2030 bude timto autoimunitnim
chronickym onemocnénim trpét az 439 milionti lidi na celém svété. Az 90 % diagnostikovanych
pacientil bude pravdépodobné postizeno diabtem 2. typu (DM2) (Getek et al., 2014). V Ceské
republice je v soucasnoti evidovano 9 % osob s diabetem a piedpoklada se, ze alespon dalSich
5 % populace stimto onemocnénim zustava nediagnostikovano. V 93 % piipadd vsech
chorychse jednd o DM2. Diabetes mellitus prvniho typu (DM1) tvofi pfiblizn¢ pouze 5 % a
zbylé 2 % tvoii pacianti se vzacnymi specifickymi typy DM (Ceska et al., 2020).

Inzulinova rezistence v kosternich svalechje hlavnim faktorem podilejicim se na rozvoji
DM2, jez se vyznauje snizenou schopnosti inzulinu regulovat hladiny glukézy v krvi. Je
prokazano, ze adenosinmonofosfatem aktivovana protein kinaza (AMPK) je hlavnim
regulatorem bunécné a celotélni homeostazy energie. Tento enzym pisobi jako jakysi senzor
energetickych zmén v butice. Reaguje na stresové podminky, jako je nizkéd hladina glukdzy
v krvi, hypoxie, ¢i tepelny Sok, pfi¢emz dochazi k poklesu zdsob bunééného adenosintrifosfatu.
Aktivovand AMPK se podili na fadé ptiznivych G¢inkii od udrzovani energetické homeostazy
az po modulaci citlivosti bunék na inzulin. Z téchto divodat je AMPK povaZovana za novou
potencialni terapeuticou latku v 1é¢bé DM2 (Towler and Hardie, 2007).

Vliv daidzeinu na tyto mechanismy byly zkoumany ve studii Cheong et al .(2014)
Vv in vitro modelu svalovych diabetickych bunék mysi, myotubech L6. Vysledky ukazaly, Ze
daidzein stimuloval absorpci glukdzy v myotubech L6. K tomu dos§lo zvySenim translokace
glukozového transportéru 4. typu (inzulinem regulovany transportér glukozy) na plazmatické
membranég prostiednictvim aktivace AMPK, cozZ vedlo ke gluk6zové homeostaze nezavisle na
inzulinu. Cheong et al. (2014) nasledn¢ provedli dalsi experiment in vivo. U diabetickych mysi
bylo zjisténo, Ze suplementace daidzeinem vyrazné snizila hladinu glukézy v krvi, aniz
by snizila hladinu inzulinu ¢i C—peptidu. Ten se odstépuje z proinzulinu pted sekreci inzulinu
a jeho koncentrace v séru odpovida hladingé inzulinu. Tato zjisténi dohromady podporuji
antihyperglykemicky ti¢inek daidzeinu in vivo i in vitro. Studie Ae Park et al. (2006) ukazala,
ze daidzein zlepSuje koncentraci glukézy v krvi stimulaci aktivity glukagonu a inhibici aktivity
glukézy—6—fosfatazy v jatrech mysi s hyperglikemii. Podanim daidzeinu byl ve srovnani
s kontrolni skupinou snizen pomér glukozy—6—fosfatazy/glukagonu az o 52 %, coz vyrazné
ptispiva ke stalé hladiné krevniho cukru. V této studii bylo také zjisténo, ze akumulace lipida
Vv jatrech byla spojena s vyvojem jaterni inzulinové rezistence. Az 50 % inzulinové rezistence
u obéznich pacient s DM2 tvoii zvySené plazmatické hladiny volnych mastnych kyselin
(VMK). U mysi suplementovanych daidzeinem byla koncentrace VMK vyrazné niz§i ve
srovnani s kontrolou, coz by mohlo naznacovat, Ze daidzein mlize byt u¢innym antidiabetikem
i vtomto sméru. Reesterifikace VMK v adipocytech, buiikkach tukové tkané, je u obéznich
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diabetikll znacné snizena. To ma za nésledek zvySenou cirkulaci VMK a také jejich zvySenou
dodavku do jater (Boden, 2002). Zvysené hladiny VMK u obéznich pacientd s DM vedou k
nadmérné -oxidaci mastnych kyselin (MK), ktera zptisobuje naruseni vyuziti glukozy v jatrech
(Katsanos, 2004). Potencialnim feSenim jak snizit hladinu glukozy v krvi u téchto pacientt je
snizeni ptilisné B-oxidace (Vickers, 2009). Toho lze dosahnout nizsi dostupnosti MK a krokem
k omezeni rychlosti regulace MK s dlouhym fetézcem je transport VMK do mitochondrii
pomoci enzymu karnitinpalmitoyltransferazy 1 (KPT1) (Mcgarryet al., 1978). Ae Park
et al. (2006) ve své studii na diabetickych mysich dosli k zavéru, ze po 1é¢bé daidzeinem doslo
ke snizeni jaterni KPT1 i B-oxidacni aktivity ve srovnani s kontrolou. Soucasné bylo
dosazeno inhibice glukozy-6-fostazy a aktivace glukagonu, coz naznacuje, ze daidzein je
vyznamnou antihyperglykemickou slozkou sdji a ze je do jeho pisobeni proti diabetu
z vyznamné Casti zapojena i jaterni tkan. Daidzein navic také snizil postprandialni hladinu
glukdzy v krvi a to inhibici aktivity travicich enzymu sacharidd, konkrétné o—glukosidazy a o—
amylazy.

Suplementace daidzeinem muze hrat ptiznivou roli pii regulaci krevni glukézy na la¢no
u DM, ktery je znamy jako DM zavisly na inzulinu, neboli inzulin dependentni diabetes
mellitus. Praveé nedostatek inzulinu produkovaného f—buiikami Langerhansovych ostrivki je
hlavnim patogenetickym mechanismem odpovédnym za vznik DM 1. Neobéznim diabetickym
mys$im, jez jsou modelem lidského DM1, byl podavén daidzein, coz indukovalo pteziti B—bunck
pankreatu a sekreci inzulinu, aniz by dochazelo k jakémukoliv u¢inku na glukagon (Choi et al.,
2008).

3.4.7 Starnuti pokozky

KuZe je nejveétsim organem téla a stéjné jako vSechny ostatni tkané pocas starnuti prochazi
degenerativnimi procesy (Ma et al., 2020). Na pokozku maji vyznamny vliv estrogeny, které
mohou modulovat fyziologii kiize. Nedostatek estrogenu po menopauze ma za nasledek
atrofické zmény kaze a zrychleni starnuti pokozky. Tloustka ktize byva snizena o 1,13 % a
obsah kolagenu o 2 %, pfi¢emz tyto zmény probéhnou jiz béhem prvniho roku po menopauze
(Brincat et al., 2005). Estrogenova nedostatecnost také snizuje obranu proti oxida¢nimu stresu.
Pokles kolagenu zpusobi ztenceni kliZe, snizeni elasticity, prohloubeni a zvétSeni poctu vrasek,
zvySenou suchost a snizeni prokrveni pokozky (Thornton, 2002).Faktorem podilejicim se na
tzv. ,,vn&$im™ starnutim pokozky je ultrafialové (UV) zafeni. Tomuto jevu se fika také
fotoaging. Vyznacuje se obdobnymi negativnimi dusledky stejné jako tomu je u absence
dostate¢ného mnozstvi estrogenu a navic muze zpusobovat i pigmentové skvrny (Choi et al.,
2007).

V lidském téle se vyskytuje celd fada riznych typi kolagent, pficemz starnuti pokozky
primarné souvisi s jeho redukci. Nejhon€j$im strukturnim proteinem v pojivové tkédni kiize je
kolagen 1. typu, ktery ji dodéava silu a odolnost. Kolagen 1. typu je syntetizovan fybroblasty.
Jedna se o burniky, které jsou kromé néj zodpovédné i za tvorbu extracelularni matrix. Kolegen
1. typu je syntetizovan jako rozpustny prekurzor prokolagenu 1. typu, jenz je vylucovan
z fybroblastl a nasledné proteolitycky zpracovavan za vzniku nerozpustnych kolagenovych
vlaken. Fragmentace a disperze kolagenovych svazkl jsou hlavnimi znaky poskozeni kiize
sluneénim zafenim (Quan et al., 2004). V této souvislosti bylo prokazano, ze UV zafeni
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narusuje drahu transformacniho ristového faktoru B, ktery je hlavnim regulatorem syntézy
prokolagenu 1. typu (Choi et al., 2007). Vysledky in vitro a in vivo studie Zhao et al. (2015)
ukézaly, ze exprese prokolagenu 1. typu byla v koznich fybroblastech po oSetfeni daidzeiem
vyrazné¢ zvysSena. Lécba daidzeinem stimulovala novou produkci kolagenu a soucasné
v koznich fibroblastech inhibovala jeho degradaci, coz v kuzi vedlo ke kolagenové akumulaci.

Starnuti pokozky indukuje zejména UVB zéieni, jez je na rozdil od UV A paprskii silné;jsi
a vytvari opaleni, ¢i spaleni pokozky. Pii pokusu na modelu vepfové kuze, ktery je svymi
vlastnosmi podobny lidské kizi, UVB zéfeni indukovalo v pokoZce produkci volnych radikalt
kysliku, coz proces strarnuti pokozky urychlilo (Lin et al., 2008). Dle Huang et al. (2008)
vykazuje daidzein ochranu pfed UV poskozenim klze pouze svou antioxidacni aktivitou.
Studie z roku 2011 vsak zjistila, ze primarni mechanizmus ochrany souvisi s ERp. Equol je
schopen aktivovat ER, coz néasledné zvysuje expresi antioxidac¢nich enzymu a kolagenu 1.
typu. Estrogen je diky své afinité¢ k ER samoziejmé také velmi ucinny v boji proti starnuti
pokozky, avSak kviilli moznym zdravotnim rizikiim spojenym s hormonalni terapii se zda byt
equol, ¢i daidzein jednoznaéné vhodnéjsi variantou (Jackson et al., 2011).

Starnuti pokozky je také spojeno se ztratou jeji vlhKosti a tim i elasticity. Klicovou
slouceninou podiejici se na jeji hydrataci je kyselina hyaluronova. Je jednou z hlavnich slozek
extracelularni matrix, kde vykazuje vyznamnou afinitu k vodé (Papakonstantinou et al., 2012).
Koncentra kyseliny hyaluronové stejné jako tomu je u kolagenu vékem v téle klesa. Studie
in vitro a in vivo na mysi kuzi zjistila, ze daidzein dokaze stimulovat produkci kozni kyseliny
hyaluronovéa redukovat tak starnuti pokozky (Miyazaki et al., 2002). O rok pozdé¢ji odhalili
Miyazaki et al. (2003) pfi in vitro a vivo zkoumani pozitivni ¢inky extrakti z fermentovaného
sojového mléka na kultury lidskych koznich fibroblastii a na kiizi bezsrstych mysi. Na rozdil
od nefermentovaného sdjového mlécného extraktu vykazoval ten fermentovany vyrazné
zvysené hladiny produkce kyseliny hyaluronové v pokoZce. Tento potencial je dan hlavné diky
daidzeinu uvolnénému z jeho glykosidu béhem prosecu fermentace.

3.4.8 Protizanétliva aktivita

Zanét jde vSeobecné charaktrerizovat jako odpoveéd’ organizmu na poSkozeni tkang.
Fyziologicky zastavd obranou funkci, ale pfi rozvoji chronického zinétu se miZe stat
poskozujici reakci organismu (Libby, 2008). Zanét muze byt vyvolan chemickymi C¢i
fyzikalnimi vlivy, infekénimi mikroorganizmy nebo ischemii tkan¢. Prvotni reakce organizmu
na zanét je odpovéd lokalni, pfi niZ dochéazi k aktivaci koagula¢niho, ¢i fibrinolytického
systétmu a poté nasleduje odezva systémova, charakterizovana horeckou, tachykardii nebo
leukocytézou. Cilem zanétlivych procesu je ohrani¢it poSkozenou tkan, eliminovat Sifeni
patogentl, stimulovat imunitni odpovéd’ oragismu a navodit ztracenou homeostazu (Hoftejsi
etal., 2017).

Proces, pii kterém jsou apoptické buiiky odstraiiovany bunkami fagocytujicimi se nazyva
eferocytdza. Lze ji chdpat jako jakési ,,pohibivani mrtvych bun€k”. Bylo prokazéano, Ze
eferocytoza spousti uvoliiovani molekul, které se podileji na regulaci imunitniho systému a jsou
faktor B, interleukin—10 a prostaglandin E2 (Savill et al., 2002; Michlewska et al., 2007;
Ravichandran, 2011). Eferocytézu lez povazovat za jeden z mechanizmi rozvoje
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autoimunitnich a chronickych zanétlivych onemocnéni. Spravné fungujici eferocytéza je
nezbytnd pro udrZeni télni homeostazy. Selhdni tohoto vyznamniho procesu miize vést
k onemocnéni tim, ze se organismus nebude moci vyporadat se zanétem a snizi se jeho
schopnost udrzovani integrity tkani. Zvyseni eferocytdozy mize mit tedy terapeuticky potencial
u chorob, pfi nichz je tento proces narusen (Boada-Romero et al., 2020). Mozné 1é¢ebné G¢inky
daidzeinu na eferocytézu byly zkoumany Yen et al. (2014) na makrofazich mysi. Praveé
makrofagy jsou jedny z buné€k, které jsou schopny fagocytovat buiiky apoptické. Vysledky
experimentu nakonec skutecné ukazaly, ze daidzein miize zvySovat aktivitu eferocytozy, a to
prostiednictvi zvySené regulace transglutamindzy 2. typu V makrofazich. Pravé
transglutamindza 2. typu je nezbytnym enzymem pro u¢innou fagocytézu bunck.

Ve studii Choi et al. (2012) ukazal daidzein sviij uc¢inny farmakologicky potencial pii
1é¢bé periodontalniho zanétu, ktery byl vyvolan lipopolysacharidem z patogenu Prevotella
intermedia. 1 pfesto, ze je pediodentalni onemocnéni lokalni poruchou, chronické zanéty
ozubice mohou mit vliv 1 na nékteré ostatni organy. O tom exisistuji ditkazy, které¢ oznacuji
periodontalni chorobu jako rizikovy faktor rliznych systémovych onemocnéni. Jednad se
zejména o KVO, diabetes, ¢i mrtvici (Seymour et al., 2007). Daidzein pii 1é¢b¢ periodonalniho
zanétu vyrazné ihniboval vyluCovani prozanétlivych faktorti prostiednictvim signalnich drah
transkrip¢nich faktord STAT1 a NF-kB (Choi et al., 2012).

Sakamoto et al. (2014) ve své studii zjistil, Ze zanétliva aktivita makrofagu, ktefi jsou
schopni infiltrace do bilé tukové tkan¢, hraje hlavni roli v inzulinové rezistenci vyvolané
obezitou. Obezita je spojena se zménou aktivacniho stavu bunék tukové tkané smeérem
Kk prozanétlivéjsimu fenotypu, ktery produkuje cytokiny, zptsobujici inzulinovou rezistenci.
Daidzein je schopen snizovat zanét v bilé tukové tkani prostfednictvim zvySené regulace
y receptoru aktivovaného peroxizomovym proliferadtorem (PPARY). Tento receptor reguluje
expresy genil podilejicich se na matabolismu gluko6zy a navic se ukézal jako kli€ovy regulator
zanétu spojeného s obezitou. Zminény vyzkum opét potvrdil protizanétlivy potencial daidzeinu
a navic pomoci dal§iho mechanismu osvétil jeho 1é¢ebny ucinek na inzulinovovou rezistenci
u obéznich pacientti

3.4.9 Neuroprotektivni aktivita

Mozkova mrtvice patii mezi jedno z nejb&znéjSich neurologickych onemocnéni. Je
zpusobena pieruSenim krevniho zasobovani nékteré ¢asti mozku a Casto vytvaii trvalé
poskozeni motorickych, senzorickych a kognitivnich funkci. Tyto deficity mohou jak
samostang, tak ve své kombinaci vyrazné sniZit kvalitu Zivota. V soucasnosti neexistuje Zadna
schalena 1é¢ba, kterd by po ischemické mrtvici napoméhala k uc¢innéjsi obnové mozkovych
funkci (Cheatwood et al., 2008) . Ackoliv jiz byly identifikovany rizikové faktory pro vznik
tohoto onemocnéni, je cévni mozkova piihoda stale nahlou udélosti a preventivni 1écba, jako je
dietni intervence, neni vZdy moZzna. Z toho diivodu ma velky vyznam objev sloucenin, jez
budou béhem nebo po mozkové mrtvici vykazovat neuroprotektivni a regeneracni Gc¢inky (Stout
et al., 2013). Jiz dtive bylo zjisténo, ze estrogen vykazuje neuromodulaéni a neuroprotektivni
roli v neuronech, avSak hormonalni substituéni 1lécba neni vzhledem k moznym
kontraindikacim vhodnym feSenim (Choi et al., 2013b). V této souvisloti byl zkouman
potencialni 1éCebny efekt daidzeinu. Ve studii Stout et al. (2013) podstoupili potkani trvalou
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jednostrannou operaci okluze sttedni mozkové tepny, ¢imz doslo k vyvolani mozkové mrtvice
Vv levé hemisféfe. U téchto potkantibyly zkoumany zmény chovani a motorické dovednosti pfi
lezeni po zebiiku. Potkani, kterym byl subkutanné podavan daidzein po dobu dvou tydnt od
mrtvice, vykazovali pii pokusech vyrazné lepsi zotaveni oproti kontrolni skupiné. Tento fakt
naznacuje, ze daidzein pravdépodobné skutecné ptisobi jako zprostiedkovatel neuroprotekce a
funk¢ni obnovy po mrtvici. Ackoliv pfesné mechanismy obnovy mozkovych funkci nejsou
stale piimozjiStény, existuje né€kolik moznych hypotéz. Prvni znich polemizuje o
neuroprotektivnich G¢incich dadzeinu vazbou na ER v mozku. Pfi vazbé na mozkovy ERp a
specificky receptor spojeny s G-proteiny vykazoval daidzein na mysich primarnich kulturach
nervovych bunékantiapoptické a neuroprotektivni G¢inky (Kajta et al., 2013). Druha varianta
pusobeni je spojena s argindzou. Arginaza je enzym, ktery prevadi L—arginin na mocovinu
aornithin. Souvisi vSak také s axonalni plasticitou a neuroprotekci. Bylo prokazano, ze
daidzein indukuje expresi tohoto enzymu, ktery jiz u nékolika in vitro a in vivo modelt dokazal
své piiznivé G¢inky na plasticitu neuront (Ma et al., 2010). Tfeti mechanismus neuroprotekce
mize byt vysledkem vazby daidzeinu na PPARy. Antidiabetické 1é¢ivo rosiglitazon, coz je
ligand specificky pro PPARY, poskytoval neuroprotekci po cévni mozkové piihodé u potkanti
(Fong et al., 2010). ZvySeni exprese PPARy vede mimo jiné ke zvySené regulaci
superoxiddismutdzy a katalazy, které snizuji zanét a bunécnou smrt zprosttedkovanou
apoptozou (Cho et al., 2010). Tyto tfi mechanismy pusobeni se vzajemné nevylucuji a nékteré
nebo vSechny tyto drahy by mohly hrat roli pfi neuroprotekci, ¢i regeneraci bunék pii nervovych
onemocnénich (Stout et al., 2013).

Studie Kim et al. (2010) prokazala pozitivni G¢inky daidzeinu na pamét’ mysi. Poskozeni
paméti bylo vyvolano skopolaminem, coZ je rostliny alkaloid z blinu ¢erného vyvolavajici
pamétové poruchy. Mysi byly nésledné testovany v Morrisové vodnim bludisti. Vysledky
naznacily vyrazné zmirnujici i€¢inky naruSeni paméti, kterd jespojena cholinergnim systémem,
jenz ovliviiuje pamétovy vykon. Akutni 1écba daidzeinu plisobila na ER v mozku a zapfticinila
zlepSeni poruchy paméti vyvolané cholinergni dysfunkci. Dle dostupnych informaci by
daidzein mohl také inhibovat Skodlivé procesy v mozku probihajici pfi Alzeimerové chorobg.
Lze fici, ze daidzein by mohl do budoucna ptedstavovat potencidlni 1é¢ivo pro
neurodegenerativni onemocnéni spojené s mentalni dysfunci (Wei et al., 2019; Choi et al.,
2013).

3.5 Fermentacni modely

Jiz v roce 1992 byla stievni mikrobiota charakterizovana jako jakysi ,,virtudlni organ®
(Bocci, 1992). Stievni mikrobiota je komplexni ekosystém obsahujici vice ne 1000 druhti
mikroorganizmi zahrnujici vSechny oblasti zivota: archaea, bakterie a eukarya (Kastl et al.,
2020). Mikrobiota ma §iroky vliv na metabolismus hostitele a jeho imunitni systém (Tremaroli
and Béckhed, 2012), coz se mlize odrazet na celkovém zdravotnim stavu a psychycké pohodée
(Round and Mazmanian, 2009). Hodnoceni stievniho slozeni a jeho dopadu na traveni potravy
se ex vivo ¢asto omezuji pouze na vzorky stolice, které v§ak nemohou poskytnout informace o
dynamickych mikrobialnich procesech v konkrétni ¢asti stfeva. Proto se nabizeji simulace
in vitro. Ac¢koliv velkym minusem téchto modeli je nepfitomnost fyziologického prostiedi
hostitele, mohou ale napodobovat mikrobidlni sloZeni a aktivitu v riznych oblestech traviciho
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traktu. In vitro zkoumani tedy nabizi moznost machanistickych studii a vypracovani védeckych
hypotéz, které je tieba nasledné testovat v klinickych studiich na zvifecich modelech ¢i na
lidech (Venema and Van Den Abbeele, 2013).

Pii in vitro studiich je dulezité vytvofit pominky, které se co nejvice podobaji situaci
invivo. Cim vice dokaZe systém simulovat skute¢nou situaci, tim vys§i je fyziologicka
vyznamnost ziskanych informaci (Guerra et al., 2012).

3.6 Luminalni modely stieva

Vybér vhodného in vitro modelu je velmi dilezitym parametrem pro dosazenicili
konkrétni studie. Jednotlivé typy systému vykazuji specifické vyhody i riizna omezeni (Payne
etal., 2012).

3.6.1 Davkové modely fermentace

Déavkova fermentace popisuje rust Cisté nebo smisené bakterialni suspenze ve vybraném
médiu bez dalsiho ptidavani zivin. Tyto modely se nejcastéji objevuji jako uzaviené systémy
vyuzivajici uzaviené zkumavky nebo nadoby reaktoru obsahujici suspenze fekalniho materialu,
ktery musi byt udrzovan v anaerobnich podminkach (Payne et al., 2012). Tyto systémy nejsou
fyziologicky piesné. V situaci kdy dojde k akumulaci mikrobialnich metabolitt, které inhibuji
dalsi mikrobidlni aktivitu, dochdzi obvykle k prodlouZeni inkubace az na 24 a vice hodin. Ze
rychleji, coZ naznacuje omezeni téchto davkovych inkubaci (Venema and Van Den Abbeele,
2013). Ve skutecnosti tyto modely kvili zménam pH, redoxniho potencidlu a stuktuie
mikrobialni komunity nepiinesou piesné vysledky (Gibson and Fuller, 2000). Avsak
individudlni variace sloZeni mikrobioty znich ¢ini vyznamné systémy pro pocatecni
screeningové testy (Venema and Van Den Abbeele, 2013).

3.6.2 Modely kontinudlni fermentace

Kontinuélni kultivacni fermenta¢ni modely se vyskytuji jako jednostupiiové nebo
vicestupiiové systémy. Jsou nezbytné pro provadéni dlouhodobych studii, jelikoZ je v nich
usnadéno dopliiovani substratu a odstranovani toxickych produktd (Payne et al., 2012).
Jednostupniové modely kontinudlni fermentace jsou casto vyuZivany k objasnéni fuknce
proximalni ¢asti tlustého stieva a jeho metabolické aktivity (Macfarlane and Macfarlane, 2007).
Lidské tlusté stievo se vSak sklada ze vzestupné, pticné a sestupné Casti, pticemz v kazdé této
oblasti byla prokdzana jind metaboliské aktivita a rozdilné zastoupeni mikroorganismi
(Macfarlane et al., 1992). Rozvoj vicestupniovych fermenta¢nich modelt byl proto vyznamnym
pokrokem v in vitro zkoumani tlustého stfeva. Tyto systémy umoziuji simulaci procest v jeho
dil¢ich ¢astech diky kombinaci tii chemostati zapojenych do série, jez replikuji proximalni,
pti¢nou a distalni ¢ast tlustého stieva (Macfarlane et al., 1998). Jednim z hlavnich rozlisujicich
faktorti mezi riznymi systémi kontinualni fermentace in vitro je technika pouzivana pro fekalni
inokulaci. Vétsina in vitro systému uziva jako inokulum kapalnou fekalni suspenzi (Cinquin
etal., 2004). U modelu s tekutym fekalnim inokulem dochazi k rychlému vymyvani méné
kompetitivnich bakterii, pfi¢emz je jejich provozni doba omezend na maximalné 4 tydny
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(Macfarlane et al., 1998; De Boever et al., 2001). Cinquin et al. (2006) popsal ve své studii
feSeni problému spojené¢ho s vymyvanim inaokula, a to prostfednictvim imobilizace fekalni
mikrobioty. Ta zptisobuje suspendaci fekalni mikrobiotyv porézni polysacharidové matrici, coz
vede ke vzniku fekalnich kuli¢ek, které jsou pieneseny do ristového média v proximalni ¢asti
vice stupniového modelu kontinualni fermentace. Tyto kulicky se vyznacuji velmi dobrou
stabilitou a vysokou bunéc¢nou hustotou. Nasledné z nich dochazi k postupnému uvolinovani
bun¢k, které jsou transportovany do pficné a distalni oblasti stieva. To vede k samostatnému
modelu kontinualni fermentace s velmi vysokou hustotou bunék a zna¢nou mikrobilani
populaci, jez je blizka té v gastrointestinalnim traktu ¢loveéka.

3.6.3 Umélé travici systémy

Kombinace zazivacich pochodi hostitele in vitro ve spojeni s vicestupiovym modelem
kontinualni femrnetace pfedstavuje dosud nejpokrocilejsi systém, ktery simuluje vzajemné
zavislé fyziologické funkce v tenkém i tlustém stfevé (Blanquet-Diot et al., 2009). V roce
1993 byl Molly et al. vyvinut multikompaktni dynamicky simulator lidského stieva (SHIME).
Tento systém zahrnuje sérii péti fermenta¢nich nadob za sebou, provozovanych v sekvenénim
davkovacim rezimu. Prvni dva chemické reaktory Simuluji prosecy traveni v duodenu/jejunu a
ileu a zbylé reaktory ptredstavuji tfistupiovy model tlustého stteva. Pomoci syst¢ému SHIME
byla napfiklad stanovena uloha mikrobiadlniho metabolismu pii zvySovani biologické
dostupnosti toxickych slouéenin, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (Van de Wiele
et al., 2003) nebo arsen (Laird et al., 2007). Vysledky ziskané fermantaci pomoci modelu
SHIME vsak nejsou 100%, jekiloz stile chybi imunomodulaéni a neuroendokrinni odpovédi
(Payne et al., 2012).
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4 Metodika
4.1 Chemikalie

K analyze byl pouzit NH4HCO3, NAHCO3, NazHPO4¢2H,0, KH2PO4, MgSO4.7H20,
CaCl2¢2H20, MnCl2¢4H20, MnClze4H20, CoCl2+6H20, FeClze6H20, trypton, glukoza,
maltoza, kvasnicovy extrakt, resazurin, hydrochlorid cysteinu, 1M NaOH, Na>S«9H.0, OFN
plyn, 6M HCI, vitamin K1 a hemin. Dale byl vyuzit 1.5 M fosfatovy pufr, azid sodny
a5 mM TSP.D:0.

4.2 Fermentaéni médium

Pro piipravu fermentaéniho média bylo pouzito 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukozy, 1,125 ¢
maltozy, 2,25 g kvasnicového extraktu, 50,7 ul vitaminu K1 (0,5 mg/l) a 5,07 mg heminu
(5 mg/l) rozpusténych ve 450 ml destilované vody. Nasledné bylo ptidano 112,5 ul
mikromolekularniho roztoku (CaClz, MnCl>*4H,0, CoCl,*6H20, FeCly), 225 ml pufru CO3
(hydrogenuhli¢itan amonny, hydrogenuhli¢itan sodny), 225 ml makromolekularniho roztoku
(Na2HPO4, KH2PO4, MgS04) a 1,125 ml 0,1% roztoku resazurinu. Vsechny chemikalie pro
vyrobu fermenta¢niho média byly zakoupeny ve spolecnosti Merck (Darmstadt, Germany).

4.3 Redukéni ¢inidlo

Reduk¢ni ¢inidlo bylo pfipraveno smési 312,5 mg cystein hydrochloridu, 2 ml 1M NaOH
a 101,5 mg NazS, k nimz byla pfidana destilovana voda do pozadovaného objemu 50 ml.

4.4 Zasobni a pracovni roztok daidzeinu

Pro pfipravu zasobniho roztoku byl daidzein rozpustén v dymethylsulfoxidu (DMSO)
v koncentraci 10 mg/ml (finalni koncentrace DMSO modelu byla 0,5 %) a takto byl skladovan
pii teploté 4 °C. V den experimentu byl pfipraven pracovni roztok daidzeinu 0 koncentrace
2 mg/ml, jenz se skladal z 500 pg zasobniho roztoku a 2000 ul fermenta¢niho média.

4.5 Fekalni inokulum

K experimentu byla vyuzita erstva stolice 20 darcti. Jednalo se o dobrovolniky, kteti byli
rozdéleni do dvou skupin. Skupinu A tvofili jedinci do 45 let a skupina B sestavala z osob
z déarct poskytl pred zdhdjenim studie souhlas se zafazenim se do studie, kterd byla taktéz
schvalena Etickou komisi Ceské zemé&délské univerzity v Praze. Vzorek stolice od jednotlivych
darcii byl odebran do jednorazovych sad, uzavien do sdCku s anaerogenem a maximalné do
2 hodin byl vzorek zpracovan. Z kazdého vzorku bylo navazeno 24 g a zhomogenizovano se
75 ml sodno-fosfatového pufru (KH2POs a NaxPOs). Nasledné byl vzorek piefiltrovan pres
nylonovy filtr za vzniku 24% roztoku fekalniho inokula.
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Tabulka 4 Blizsi specifikace darcii z vékové skupiny A

Déarce Vék (roky) Vaha (kg) Vyska (cm) BMI Pohlavi
Al 12 36 149 16,22 Muz
A2 42 87 193 25,98 Muz
A3 45 63 171 21,55 Muz
Ad 41 57 165 20,94 Zena
A5 28 56 163 24,46 Zena
A6 26 81 186 23,41 Zena
A7 30 60 162 22,86 Zena
A8 25 105 185 30,68 Zena
A9 32 78 165 28,65 Zena
A10 24 80 177 25,24 Zena

Tabulka 5 Blizsi specifikace darcii z vékové skupiny B

Darce Vék (roky) Vaha (kg) | Vyska (cm) BMI Pohlavi
B1 80 69 167 24,74 Zena
B2 75 74 173 24,73 Zena
B3 76 66 160 25,78 Zena
B4 76 91 185 26,59 Muz
B5 75 67 167 24,02 Zena
B6 75 93 173 31,07 Muz
B7 70 72 160 28,13 Zena
B8 72 76 170 26,30 Muz
B9 74 74 163 27,85 Zena
B10 71 80 170 24,69 Muz

4.6 Priprava 96-jamkovych deep-well destic¢ek

Fermenta¢ni médium bylo pfevatreno po dobu 7 minut a poté bylo zchlazeno na teplotu
37 °C, za stalého ptisunu plynného dusiku. Pomoci 6M HCI bylo pH upraveno na hodnotu 7.
Kazda jamka z 96-jamkové deep-well desticky byla naplnéna 835 ul fermenta¢niho média
a 40 pul redukéniho Cinidla. Poté byly destiCky spolu s anaerogenem zataveny do vakuovych
sacku a skladovany pfi teploté 4 °C. Nasledujici den byly fermenta¢ni desticky zahtaty na
37 °C, do jamek bylo napipetovano 100 pl fekélniho inokula a 25 pl pracovniho roztoku
daidzeinu (konecna koncentrace 50 pg/ml). Do jamek ptedstavujicich kontrolu byl pfidan pufr
fosfore¢nanu sedného.

4.7 Inkubace in vitro

Pripravené deep-well desticky sanaerogenem byly vlozeny do inkubatoru (37 °C,
100 ot/min), ktery mél simulovat podminky v lidském stfevé. V €asovych bodech 0, 2, 4, 8 a
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24 hodin byly odebrany vzorky (950 ul), do nichz bylo pfidano 50 ul azidu sodného (3 mg/ml)
k zastaveni metabolickych reakci. Vzorky byly az do samotné analyzy hluboce zmrazeny na
teplotu —80 °C.

4.8 Priprava vzorka pro NMR analyzu

Vzorky byly rozmrazeny pii pokojové teploté, zhomogenizovany pomoci vortexu a
zcentrifugovany (10 minut, 15 000 rpm, 4 °C). Odebrany supernatant o objemu 600 pl byl
smisen spolu s 66,6 ul NMR pufru (1.5 M fosfatovy pufr, pH 7,4 0,2% azid sodny a 5 mM TSP
v D20) a znovu zcentrifugovan (5 minut, 15 000 rpm, 4 °C). Do NMR kyvet bylo ptepipetovano
600 pl supernatantu a ihned zméfeno pomoci NMR.

4.9 NMR analyza

Spektra byla zméfena na spektrometru Bruker Avance III vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko) pracujici pii protonové frekvenci 500,23 MHz. Teplota métfeni byla
298 K (25 ° C). 1H NMR spektra byla ziskdna a zpracovana za stejnych podminek. Pro
potlaceni signalu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyprld pii 4,704 ppm. Pro kazdy
vzorek byl pouZit jednodimenziondlni 1H experiment s nasledujicimi parametry: pocet skenii
NS 128, pocet datovych bodl 32k pfi Sifce spektra 16 ppm, relaxacni prodleva 1 s, akvizi¢ni
cas 4 s, sméSovaci Cas 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovéani byly
optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga,
pulsecal a topshim). Signal volné precese (FID) byl pied Fourierovou transformaci zpracovan
zero filling, line broadening 0,3 Hz a exponencialni multiplikaci. Spektra byla manudlné
fazovéna a referencovana na TSP 0.00 ppm v programu Topspin. Alignment a export spekter
byl proveden v programu Mestrenova, anotace latek a kvantifikace v programu Chenomx 8.5.

4.10 Statistické analyzy

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica a SPSS (IBM corp.) verze 27.
Byl proveden parovy t-test pro jednotlivé ¢asy odbéri mezi vzorky kontrol a oSetfenych
daidzeinem. Dale byl proveden dvouvyb&rovy t-test pro jednotlivé ¢asy odbérti mezi skupinou
A a skupinou B, oddélené pro oSetfenou a neoSetfenou variantu daidzeinem.
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5 Vysledky

Pomoci NMR analyzy bylo zjisténo, ze u darcii ze skupiny A nebyl v Zadném case
detekovan ptidavek daidzeinu a stejné tak se nevyskytoval ani u kontrolnich vzorka. Naopak
jak je vidét v Grafu 1, ve skupiné B byly naméfeny statisticky vyznamné rozdily mezi
oSetfenymi vzorky a naoSetfenou variantou v ¢asech 0, 2, 4 a 8 hodin. Daidzein se u kontrolniho
méfeni nevyskytoval ani v jednom z piipadu.

Daidzein
2.0
I Eontrola
1,5 OiEetfena
vananta

1,0

0,5

Kmncentrace mg/ dL.
Vv

0,0
2,0

eurdnyyg

1,5
1,0

0,5

Koncentrace mg/ dL

0 2 4 8 24
Cas (h)

Graf 1 Primeérna koncentrace daidzeinu (+ smérodatna odchylka) v zavislosti na case u
oSetrené varianty po pridavku daidzeinu (n =20) a u kontroly bez daidzeinu (n =20) ve vekové
skupiné A (mladsi 45 let) a B (starsi 75 let).

Koncentrace daidzeinu v oSetfené varianté se znac¢né liSily i u konkrétnich darci ze
skupiny B. U dvou z nich byly naméteny nulové hodnoty a u zbylych osmi darct se koncentrace
daidzeinu v raznych ¢asech pohybovaly od 0 do 2,92 mg/dl, pti¢emz nejvyssich koncentraci
bylo ve vét§in¢€ ptipadl dosahovdno mezi casy 4 a 8 hodin. Rozdil v koncentracich daidzeinu u
jednotlivych darca je zndzornén v Grafu 2. Krom¢ véku (70 +) nebyla mezi darci s nejvyse
dosazenymi koncentracemi daidzeinu prokazana blizsi spojitost. Metabolit daidzeinu, equol
nebyl detekovan u zadného z darci.

35



Daidzein - oSeti'ena varianta
Darce
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Graf 2 Koncentrace daidzeinu v jednotlivych casech u darcu z vékové skupiny B (starsi 75
let).

Kromé analyzy metabolismu daidzeinu a jeho metaboliti byl sledovan také vliv daidzeinu
na metabolom. Statisticky vyznamné ovlivnéni koncentraci jednolivych latek po ptidavku
daidzeinu oproti kontrole je blize znazornéno v Tabulce 6.
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Tabulka 6 Souhrn sledovanych latek a vysledkii ze statistickych analyz, * p < 0,05;

N (B) =10, N (A) = 10; B: starsi 75 let; A: mladsi 45 let; |1 Sipky zndzornuji snizenou nebo
zvySenou priumérnou koncentraci sledované latky, DAI: vzorky osetrené daidzeinem; KON:
vzorky bez daidzeinu

Sledovana  DAI vs KON B vs A KON B vs A DAI

latka oSetiena var. B A B A
Timepoint 024824 024824 024824 024824 024824
Acetat Tl L A I I
Alanin
Betain (R A A A At O O A A A A A
Butyrat (A L )
Daidzein PHEpEPEPEY L D e R At A At Aty
Equol
Etanol
Glukoza T L0 A St A A A A I A A A
Glutamat
[zobutyrat
Izovalerat
Laktat
Metanol T1*l 1!
Methionin
Propionat VEI*L L |
Pyroglutamat R Y Y R A
Sukcinat 1L 1™
Valerat VEL*L* ] L
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6 Diskuze

Ziskana data ukazuji, ze se daidzein svou stabilitou v prostiedi tlustého stieva u dvou
sledovanych vékovych skupin lisil. Zatimco u vékové skupiny A byl daidzein ihned intenzivné
metabolizovan, u 80 % darct ze skupiny B doslo k jeho preméné az po 24 hodinach. Toto
zjisténi mize poukazovat na o mnoho rychlej$i metabolismus skupiny darcti A, jez sestavala
pouze z osob do 45 let véku. Vyznamny metabolit daidzeinu equol vSak nebyl detekovan
U zaddného darce v ani jedné vékové skuping. Tato skutecnost miize byt dana faktem, ze nikdo
z darcti neni producentem equolu, silného fytoestrogenu, ktery dokaze v zapadni populaci
produkovat pouze 20-30 % obyvatelstva (Rafii, 2015). Jak uz je zminéno vyse v kapitole Equol
tyto rozdily jsou dany sloZzenim stfevni mikrobioty, pficemz vyznamnou roli sehrava taktéz
strava (Sosvorova et al., 2011). Jak jiz Setchell a Cole (2006) uvedli ve své studii, strava muze
definovat bakterialni profil stfeva a soucasné¢ i slozky stravy jako je vladknina a rostlinné
bilkoviny mohou syntézu equolu podporovat. VSechny latky v nasi studii byly analyzovany
pomoci NMR, coz je metoda vhodna k tzv. ,,fingerpritingu* metabolomu. Mezi vyhody NMR
se fadi zejména nedestruktivni technika, minimalni pfiprava vzorkl ptfed analyzou, snadna
identifikace neznamych slouc¢enin. Naopak nevyhodou této metody je nizka citlivost méfent,
ktera by taktéz mohla souviset s nedekovanymi koncentracemi equolu v nasi studii. Nami
provedenou analyzou byly naméfeny nizké koncentrace daidzeinu, v fadech jednotek mg/dl,
a proto nemusel byt jeho metabolit equol vibec detekovan. K bliz§imu zkoumdani by bylo
vhodné v budoucnu pouzit metodu kapalinové chromatografie s kombinaci hmotnostni
spektrometrie (LC/MS), ktera je charakterizovana vysokou citlivosti, zejména pak v profilovani
primarnich i sekundarnich metaboliti (Musilova a Glazt, 2011).

Na zéklad¢ analyzy metabolismu daidzeinu a dalSich sledovanych latek doslo po
oSetefeni vzorki daidzeinem k potlaceni produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(SCFA). Mezi hlavni zastupce SCFA se tadi acetat, propionat, butyrat a dale kyselina valerova
a kyselina koproova. SCFA jsou tékavé mastné kyseliny produkované specifickymi
anaerobnimi bakteriemi V tlustém stiev€. Jedna se 0 fermentacni produkty potravinovych
slozek, kterymi jsou zejména nestravitelné sacharidy (Rios-Covian et al., 2016). Tyto
polysadacharidy se nazyvaji fermentovatelné polysacharidy a jsou dale klasifikovany jako
neSkrobové polysacharidy, dietni vlaknina a rezistentni Skrob. Vldknina se déle déli na
rozpustnou a nerozpustnou. Mezi nerozpustnou vlakninu je fazena celuldza a lignin a naopak
pektinové latky a gumy tvofici gel ve vod€ patfi mezi vlakninu rozpustnou. Zatimco
nerozpustna vlaknina je charakterizovana nizkou fermentovatelnosti, pti¢emz slouzi zejména
ke zvySeni objemu stolice a jeho rychlej§im priichodem tlustym stievem, nerozpustna vldknina
je vysoce fermentovatelnd, a proto generuje veétsi mnozstvi SCFA. Jako substraty pro SCFA
jsou povazovany také oligosacharidy — galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy,
mannanoligosacharidy ¢i chitooligosacharidy. V neposledni tadé jsou nékteré SCFA,
konkrétné izobutyrat a izovalerat, produkovany béhem katabolismu aminokyselin
S rozvétvenym fetézcem valinu, leucinu nebo isoleucinu a soucasné muze byt na SCFA
metabolizovan také laktat ¢i ethanol (Tan et al., 2014). SCFA jsou nasledné absorbovany
kolonocyty, epitelovymi buiikami tlustého stfeva, pro které jsou hlavnim energetickym
zdrojem. Kolonocyty zmetabolizuji 70 — 90 % butyratu, a ten se tak stava pro jejich latkovou
preménu nejdulezitéjsi SCFA (Cook and Sellin, 1998). Acetat a propionat jsou kolonocyty
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mén¢ intenzivné metabolizovany a nasledné se dostavaji do jater, kde mohou byt substratem
pro jaterni glukoneogenezi a biosyntézu lipidu (Tan et al., 2014; Rios-Covian et al., 2016).
Kromeé energetického zdroje kolonocytli je SCFA pftipisovana fada pozitivnich G¢inkt na lidské
zdravi. Jednim z nich je schopnost SCFA snizit lumindlni pH, coZ samo o sob¢ inhibuje
patogenni organismy a zvySuje absorbci nékterych zivin (Macfarlane et al., 1998). Dale bylo
pozorovano, ze SCFA, zejména butyrat, chrani pfed rozvojem kolorektalniho karcinomu
(Canani etal., 2011; Keku et al., 2015), ¢i pfed zanétlivym onemocnénim stiev (Donohoe et al.,
2014). Mira produkce SCFA opét zna¢né zavisi na dietnich faktorech. Jak jiz zminil Wanders
et al. (2012) ve své studii, tak strava mize zménit slozeni sttevni mikrobioty jiz béhem jednoho
dne a dokonce i nepatrnd obména dietnich zvyklosti, jako je pfidavek vlakniny, by mohla
formovat mikrobialni komunitu (Donohoe et al., 2011). Opét se dostavame k ne pfilis
vhodnému slozeni zapadni stravy, které je typické vysokym obsahem tuku a stravitelnych
sacharidu, jez jsou absorbovany v duodenu a zanechavaji tak malo substratu pro bakterie
tlustého stieva. Tyto dietni chyby maji za nésledek dysbiézu, zhorSené sloZeni stievni
mikrobioty a vedou k nachylnosti k vy$e uvedenym onemocnénim (Tan et al., 2014). Z téchto
poznatkl vyplyva, Ze ptijem daidzeinu m¢l u vSechn dércii negativni vliv na produkci SCFA,
S niz muze souviset fada jiz popsanych zdravotnich dopadi. U skupiny B byl tento jev navic
pozorovan intnezivnéji nez u skupiny mladsich darcti. Z nami provedené statistické analyzy
bylo také zjisténo, ze daidzein zvysSoval hladiny glukozy u vsech sledovanych darct, pfi¢emz
u skupiny B dochézelo ke statisticky vyznamnéjSimu vzriistu oproti skupiné skupiné A. Tato
skute¢nost by mohla taktéz souviset se snizenymi hladinami SCFA. Pokusaeva et al.,(2011) ve
své studii zamétené na metabolismus sacharidii u bifidobakterii totiz uvadi, ze jako substrat pro
SCFA mohou fungovat i monosacharidy nachazejici se v tlustém stfevé. Ze zminéného zjisténi
by tedy $lo usuzovat, ze daidzein mohl inhibovat produkci SCFA z monosacharidt, ¢imz doslo
v konecném dusledku ke zvySeni koncentrace glukozy a snizeni koncentraci SCFA oproti
kontrolnim vzorktm.

Daidzein ve stolici zvySoval u obou sledovanych skupin produkci sukcinatu. Tato
dikarboxylovd kyselina je aniont kyseliny jantarové a hraje kli€ovou roli pfi tvorbé
adenosintrifosfatu v mitochondriich (Mills and O’Neill, 2014). Sukcinat vznika v téle jako
intermediarni metabolit cyklu trikarboxylové kyseliny nebo krebsova cyklu, coZ je centralni
cesta v bunééném dychani, ktera probiha v mitochondridlni matrici (Tretter et al., 2016).
Sukcinat je dale syntetizovan teké ve stieveé jako vedlejsi produkt anaerobni fermentace, jehoz
hlavnim producentem jsou bakterie kmene Bacteroidetes. V tlustém stievé je sukcinat typycky
detekovan v relativné nizkych koncentracich, jelikoZz se velmi rychle pfeménuje jako
meziprodukt pfi produkei propionatu. Poruchy metabolismu stfevni mikrobioty, které narusuji
normalni fermentaci, mohou tedy zptisobovat akumulaci sukcinatu ve stfevé (Connors et al.,
2018). Daidzein pravdépodobné inhiboval pfeménu sukcinatu na propionat, coz také opét
koreluje se snizenymi hladinami SCFA v nami sledovanych vzorcich. Tuto teorii podpofil
I Connors et al. (2018) ve své studii, kde uvadi, ze akumulace sukcinatu v lumenu stieva souvisi
se zménami hladiny SCFA. Déle popisuje schopnost zvySené hladiny sukcinidtu ménit
metabolismus stfevni mikrobioty, coZ potencidlné€ ovliviiuje expanzi patobionti, ktefi vyuzivaji
sukcinat jako zdroj Zivin.

Pridavek daidzeinu rovnéz zvysil u skupiny starSich darcti hladiny aminokyseliny betainu
a aminokyselinovy derivat pyroglutamat vykazoval oproti mladsi skupin€ vyssi koncentrace uz
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Vv kontrolnich vzorcich. Betain neboli trimethylgicin je pfijman potravou, ke které se fadi
napiiklad pSeni¢né otruby a klicky, fepa ¢i Spenat. V lidském téle mize byt syntetizovan také
z cholinu (Zhao et al., 2018). Betain je zivotn¢ dulezitym donorem methylové skupiny pii
transmethylaci, coz je reakce katalyzujici homocystein za vzniku methiotinu, ktery je zakladni
enescidlni aminokyselinou v lidském téle (Hoffmann et al., 2013). Zarovén funguje jako
dalezity osmoprotektant, pfedevsim v lednivach, jatrech a mozku, ¢imz chrani bunky, proteiny
a enzymy pii osmotickém stresu (Kempson et al., 2013). Zhao et al. (2018) ve své studii
mechanistickych aspektd a aplikaci betainu shrnul, ze v disledku vySe zminénych funkci mé
tato aminokyselina pfiznivé u¢inky u nékolika lidskych onemocnéni, jako je obezita, cukrovka,
rakovina a Alzeimerova choroba. JelikoZ se jedna o onemocnéni, jejichz prevalence se zvySuje
s vékem, lze usuzovat, ze daidzein mtize u starSich osob ptiznivné ovliviiovat jejich zdravotni
stav v souvislosti s témito chorobami. Pyroglutamat neboli také 5-oxoprolin je cyklicky laktam
kyseliny glutamové. Vznikd jako meziprodukt degradace gluthationu nebo pifi spontanni
cyklizaci aktivovaného glutamatu. Pyroglutamat je bran jako dulezity determinant funk&nosti
mnoha neuropeptidil, které plisobi na uvoliiujici hormon thyrotropin, gastrin ¢i neurotensin. Je
také nezbytny pro funknci thyrotropinu a jakékoliv zména nebo substituce v laktamovém kruhu
pyroglutamatu vyznamné snizuje G¢innost hormonu (Kumar and Bachhawat K., 2012).
Pyroglutamat byl také sledovan u Alzeimerovi choroby, kde glutamatem modifikované
amyloid-p peptidy ziskavaji znacnou pozornost jako potencialni klicovi tcastnici patologie
tohoto onemocnéni, kvili jejich hojnosti v mozku u osob postizenych Alzeimerovou chorobou,
vysoké nachylnosti k agregaci, stabilité¢ a buné¢né toxicité (Jawhar, Wirths and Bayer, 2011).
Funkce pyroglutamétu jako volné kyseliny jsou vSak méné jasné, jelikoZ je analogem glutamatu
a jeho potenciondlnim prekurzorem a rezervou, ¢imz je siln€¢ spojen se vSemi procesy
zahrnujicimi tuto aminokyselinu (Kumar and Bachhawat K., 2012). Ponnusamy et al. (2011)
ve své studii metabolomu stfevni mikrobioty u pacient postizenych syndromem drazdivého
traCniku kromé nekolika dalSich metabolitl detekoval vysoké hladiny kyseliny pyroglutamové,
které korelovaly se zvySenou pritomnosti laktobacili a klostridii. Zda mohlo zvySeni
pyroglutamatu v naSem ptipadé taktéz souviset se zvySenou pfitomnosti téchto bakterii je
nejasné a mélo by byt predmétem dal$iho zkoumani.

V nasem experimentu byl analyzovan také metanol, ktery je nejjednodussim
jednosytnym alkoholem. U lidi je povaZovan za jed, jelikoZ se v téle metabolizuje predevsim
na toxicky formaldehyd (Cederbaum, 2012). Metanol vznika jako nezadouci produkt pfii
vyrobé ovocnych a zeleninovych §tav, a to hydrolyzou metylesterovych skupin v pektinech
pusobenim enzymu pektinesterdzy. Vyskytuje se proto piirozené v nizké koncentraci
v Cerstvych ovocnych a zeleninovych §tavach a ve vétsiné alkoholickych napojt (Dorokhov et
al., 2015). Z tohoto duvodu jsou stanoveny bezpe¢nosti limity metanolu, které maji zamezit
rizikovosti vyrobku pro sportiebitele. V EU je tento limit stanoven na 10 g methanolu v 1 litru
etanolu (Commission Directive 2010/59/EU, 2010). V nasi analyze doslo po oSetieni
daidzeinem ke zvyseni hladin matanolu oproti kontrolnim vzorcim, a to v primeéru o 0,1 mg/dl.
Tato skutecnost je pravdépodobné zpiisobena endogennim zdrojem metanolu, jimz je stfevni
mikrobiota. Dorokhov et al. (2015) ve své studii molekularnich drah a fyziologickych roli
metanolu uvadi, Ze mezi nejhojnéjsi bakterie, které ve vzorcich stolice nesly geny kodujici
enzymy produkujici metanol, se fadi Eubacterium rectale, Escherichia coli ¢i Bacteroides
vulgatus. Tyto ucastnici stievni mikrobioty jsou tedy nejdulezitéj$im kandidatem na produkci
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endogenniho metanolu, po niz nasleduje jeho oxidace na formaldehyd, kyselinu mravenci
a oxid uhli¢ity. Koncentrace metanolu u ndmi sledovanych vzorkti se pohybovala v priméru
okolo 3,77 mg/dl, coz jsou bézné hodnoty odpovidajici norm¢ (Dorokhov et al., 2015).
Katabolismus téchto hladin metanolu a formaldehydu je v téle komplexni, vicevrstvy a vysoce
ucinny proces. Naruseni kontroly metabolismu formaldehydu vsak mtze byt kauzalni faktor u
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzeimerova choroba ¢i demence (Tong et al., 2011,
Tong et al., 2013).
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo potvrdit ¢i vyvratit dvé stanovené hypotézy. Prvni
hypotéza uvadi, ze bude daidzein transformovan tievni mikrobiotou a druha tika, ze zjistime
rozdily mezi katabolity daidzeinu ve dvou sledovanych vékovych skupinach. Z nami
provedeného experimentu bylo zjisténo, Ze koncentrace dadzeinu v jednolivych ¢asech se mezi
skupinami zna¢né¢ liSily a hlavni analyzovany metabolit daidzeinu equol, nebyl detekovan ani
v jedné vékové skupiné. Koncentrace daidzeinu u veékové skupiny A sestavajicich z osob do
45 let véku byly ve vSech Casech nulové a naopak u skupiny B nad 70 let dosahovaly az
ptiblizn¢ 3 mg/dl. Tento jev mohl byt zptisoben velice rychlym metabolismem mladych darct,
daidzeinu — equolu u vSech darci mohla poukazovat na fakt, Ze nikdo z téchto osob nemél
ptizplisobenou sttevni mikrobiotu k tomu, aby mohl byt producentem equolu. Druhou moZznosti
byly nepiesné vysledky vychazejici z NMR analyzy, ktera je méné citliva a nemuse tak velmi
nizké hladiny equolu vibec detekovat. Z tohoto diivodu by bylo vhodné provést analyzu
daidzeinu a jeho katabolitl jest¢ jednou, ale tentokrat za pomoci kapalinové chromatografie
v kombinaci s hmotnosti spektrometrii (LC/MS), ktera vykazuje lepsi citlovost v profilovani
metabolitd. Dale bylo v nasem experimentu analyzovano dalSich 16 latek a mozny vliv
daidzeinu na tyto latky. Z tohoto zkoumani bylo zjisténo, Ze daidzein pisobi na SCFA a snizuje
jejich koncentraci, pticemz byl tento jev pozorovan intenzivnéji u star$i skupiny darcu.
U glukézy daidzein naopak napomahal zvySovat jeji koncentraci a to opét intenzivnéji uskupiny
B (>70 let). Soucasné byly po oSetieni vrozkii daidzeinem zjistény vyssi primérné koncentrace
etanolu. Mezi témito skute¢nostmi byly nalezeny mozné souvislosti, které pravdépodobné
prameni z ovlivnéni stfevni mikrobioty daidzeinem, coZz vede k naslednym zménam
v metabolismu nékterych latek. Rozdil mezi metabolismem daidzeinu a jeho vlivem na dalsi
dilezité latky v téle evropanti mezi riznymi vékovymi skupinami je stale nepfili§ objasnéné
téma. Daidzein a equol jakoZto jedny z nejvyznamnéjsi fytoestrogent s potencidlnim lécebnym
ucinkem by méli byt s ohledem na vékové skupiny obyvatel pfedmétem dal$iho zkoumani.
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