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ABSTRAKT

Fytoestrogeny jsou biologicky aktivni latky, které jsou pfirozené obsazeny v rostlinnych
materidlech. Tvofi je skupina pfevazné polyfenolickych latek, které se vyznacuji
strukturni podobnosti s zenskym hormonem 17-B-estradiolem. Rostliny fytoestrogeny
produkuji jako své sekundarni metabolity, piedev§im v duasledku reakce na razné
stresové faktory. Latky s estrogennim U¢inkem obsazené v potravinach pfinaseji na
jedné stran¢ velmi pozitivni vliv na naSe zdravi. Naproti tomu nékteré estrogenni latky v
zavislosti na koncentraci a komplexnim stavu konzumenta zdravi §kodi, stejn¢ tak jako
mykoestrogeny, xenoestrogeny a antiestrogeny. I z tohoto diivodu je nezbytné umét je
detekovat a kvantifikovat ve vzorku potravy. Hlavnim problémem, s kterym se
setkavdme pii studiu jejich efektu, je velké mnozstvi dalSich rozmanitych latek v
biologickém materialu, a tak i vzhledem k jejich slozité struktufe bylo tieba stanovit
spolehlivou metodu, ktera byla pouzita také v ramci praktické ¢asti této prace. Jedna se
o metodu UPLC-MS/MS, tedy kombinaci vysokoucinné kapalinové chromatografie

vewvr

precisténi pies SPE kolonky (“solid phase extraction”), €ili extrakce pevnym sorbentem.

Klicova slova: fytoestrogeny, isoflavony, stilbeny, equol, estrogenni receptory,

brassinosteroidy, ekdysteroidy, UPLC-MS/MS, SPE



ABSTRACT

Phytoestroegens are biologically active compounds naturally occuring in plant
materials. This group consists mainly of polyphenols characterized by structural
similarities with female hormone 17-B-estradiol. Plants produce phytoestrogens as their
secundary metabolities, primarily due to the reaction as a response to various stress.
Agents with estrogen effect contained in foodstuffs bring very positive impact on our
health. On the other hand, some of the estrogen compounds may be harmful to the
health depending on the concentration and the complex state of the consumer, as well as
mycoestrogens, xenoestrogens and antiestrogens. Also for this reason is necessary to
detect and quantify them in the sample of food. The major problem encountered in the
studies of their effect is large amount of a variety of other substances in biological
material, and according to their complicated structure was important to establish a
reliable method, that was used also in the practical part of my experiment. It is an
UPLC-MS/MS — combination of Ultra High Performance Liquid Chromatography and
Tandem Mass Spectrometry preceded by complex sample preparation which involves

also SPE purification (“solid phase extraction”).

Key words: phytoestrogenes, isoflavones, stilbenes, equol, estrogen receptors,

brassinosteroids, ecdysteroids, UPLC-MS/MS, SPE



OBSAH

L UVOD o s 8
2 CIL PRACE ... 9
3 DEFINICE A HISTORIE OBJEVENIL.......ccccoiiiiiiiieiececeeeee e 10
4 SROVNANTI S ZIVOCISNYMI POHLAVNIMI HORMONY ......cooooomriiniinnniannn. 13
5 ZASTUPCI FYTOESTROGENU, VYSKYT .....ccostiuiriiiriinerinsesieneinessisssseeseeons 17
5.1 FYtOSTIOZENY . ..eeieiiiieiiiiiiie it 17

S L1 ISOTIAVOMY ..t 18
5.1.2 Prenylflavonoidy.......cccoviiiiieiiiieiiesieee s 20

S L3 LIGNANY ..ttt 21
5.1.4 PLerOKAIPANY .....ceiieiieiiiiieieiee e 22
5.1.5 KUMESTANY ...eviiiiiiiiiieiiie e 24
5.1.6 SHIDENY ..o 24

5.2 Fytoestrogeny v potravinach..........ccocviiiiiiiiiiiiiii s 25
5.2.1 SOja a SOJOVE PrOAUKLY.......ccviiiiiiiiiii 26
5.2.1.1 Rozdilné KONCENLIACE. ........ooiuieiiiiiiieiiie e 29

5.2.2 Jetel €erveny @ VOJEESKA .....ccuveiviiiiiiiiicice e 29
5.2.3 Sezamova SEMINKA. ........c.eiiiiiiiiiiciie s 30
5.2.4 CRMEL...ccoiiiiiiiie s 30
5.2.5 ODIOVINLY 1.ttt 31
5.2.6 Fytoestrogeny v potravinach Zivoc¢isného pivodu.........cccceeviiiiiiiiiiiiieenne. 31

5.3 MYKOCSIIOZEIY ...vviviieiieiiie sttt ettt 31
5.4 EXPOZICE XENOESITOZENUITL .....vvvvvieieieariesieeeieesire et nee e 32
5.5 Alkaloidy s estrogennim UCINKEM..........cccviriiiiieiieiiee e 34
5.6 ANTIESTIOZEIY ...vvivviiieiiieeiteet sttt e et 34

6 VZNIK A METABOLICKE CESTY ...coocoiiiiiieieieieeseseetee e eseesee st 36
7 VLIV NA LIDSKY ORGANISMUS ......coovuiiriiriiereieieieeieeiesieseesesss s sesses e seneenens 39

7.1 MENOPAUZA. ......viiiiiiiiiiiii ittt 40



7.2 VIIV D VYVOJ .ttt nne s 42

7.3 PrOLETACE ... ettt b e ne e e e 42
7.4 Role v ochrang proti rakOVIng...........ccoieeiiiiiiiiiiniisiceee s 43
7.5 VIIV M@ KUZL ettt ettt et ne e nee e 44
7.6 Kardiovaskuldrni 0nemoOCHEN ..........eeiuiiiiiiiii it 44
7.7 Mechanismus U€InKu 1SOflaVON .......cceviiiiiiiiiieiie e 45
7.8 Vybrané ptipravky s obsahem isoflavonii na nasem trhul...........ccccovvvieiiiiniiinnnnne, 46

8 METODY STANOVEN{ STEROIDN{CH HORMONU ROSTLIN.........cocccorrrirmnne. 48
8.1 BrassiNOStEIOIAY .. c.uvieieiiiieiieiiee sttt 48
8.1.2 Chemicka struktura brassinosteroidli............ccvereerieeeniinieeiie e 49

8.2 ECAYSLEIOIAY ...veeeiiiiiieiiieii ettt 50
8.3 TechniKy StANOVENT .......oiviiiiiiiiiiieie e 50
8.3.1 Extrakce pevnym sorbentem (SPE — "solid phase extraction™)..................... 51
8.3.2 Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie .................. 52
8.3.2.1 Kvadrupolovy hmotnostni analyzZator...........cccccveriieeiiiieiniie e 53

9 EXPERIMENTALNT CAST ... 55
9.1 Rostlinny material a pfiprava VZorku..........c.ccoooviiiiiiiine e 55
9.2 Identifikace a kvantifikace..........cccoiuiiiiiiiiiiii e 56
10 VYSLEDKY A DISKUZE ........c.ooiisuisrrieesessssissssesissssesessesssessesssssssssssssssssnenns 57
10.1 Spravnost METOAY ......c.ovviiiiiiiiieiic e 61
10.2 Srovnani NOVOStE POSTUPTL......viiveeiiiiiiiiieiiieie e 61

11 ZAVER oot 62
12 LITERARNI PREHLED ....cccooutvimiimiirieieeiseiesseessesssssss s ssassssssnsens 63
13 SEZNAM OBRAZKU A TABULEK ....cocootiirriiriririeeriesisssesssssssessses s 72

14 SEZNAM ZKRATEK .....ooiiiiiiiiii i 73



1 UVOD

Obohacovani funkénich potravin bioaktivnimi fyto-chemickymi latkami se neustéle
objevuje v oblasti zajmua spousty védcl. Nedavné studie podkladaji ndvrh pro skupinu
funk¢nich potravin znamych jako “potraviny obohacené fytoalexiny” Fytoalexiny, kam
zafazujeme 1 fytoestrogeny, jsou nizkomolekularni latky produkované rostlinami
jako odpovéd’ na rozlicné formy abiotického a biotického stresu, stejné tak
jako mikrobidlni infekci a ultrafialové zateni. Tyto fytochemikalie, nejcastéji polyfenoly
ale 1 terpenoidy a alkaloidy, maji dulezitou funkci v ochrané¢ poskozenych
nebo infikovanych rostlinnych bunék. Objevuji se stile nazory, Ze vlastnosti
fytoalexinl/fytoestrogeni mohou byt vyuzity na rozvoj a podporu zdravotnich piinost
uznavanych funkénich potravin nebo pro produkci novych a zdravi prospésnych
potravin. Nékteré potraviny rostlinného ptivodu obsahuji fytoalexiny ze s6jovych bobi,

hroznt, hrasku, fazoli, vojtésky nebo plody brukvovitych (Udenigwe, Aluko; 2012).

Pocatek rozsifovani podvédomi konzumentii o funkénich potravinach pied
dvéma desitkami let pfidalo novou dimenzi v pfistupu a krocich pouzZivanych pro
zvladnuti alécbu lidskych onemocnéni, pfedevSim kardiovaskularnich a
neurodegenerativnich, obezité, diabetu a rakoviny. Funkéni potraviny také zacaly
¢astecné pfitahovat zdjem pro svoji schopnost v prevenci proti chorobdm a udrzovani
zdravého Zivotniho stylu. VétSina z farmakologickych vlastnosti pfipisovanych
funkénim potravindm jsou pravé diky fytochemikaliim. Tyto latky, které se nepiimo
podileji na primarnim metabolismu rostlin, hraji obranou roli proti napadajicim
organismiim a dal$im environmentalnim faktordm. Fytochemikalie jsou produkovéany z
jednoduchych prekurzorii, jako acetatu, Sikimdtu, mevalonatu a deoxyxylulosy,
fytoinducibilni latky jsou produkovany jako odpovéd’ na environmentélni stres nebo

infekci. Inducibilni fytochemikalie jsou pravé fytoalexiny.

Pouzivani extrinktnich faktort indukujici tvorbu fytoalexinli je dnes bé&zné
vyuZivano a pak diky tomu dochézi k obohacovani potravin bioaktivnimi komponenty,
navic s vyhodou snadné metody a nepozménénému piirodnimu slozeni celého
rostlinného zdroje. Bylo popsano mnoho rostlinnych zdrojt, které produkuji fytoalexiny
ve vyuzitelném mnoZstvi, zejména luSténiny, soja a hrozny jsou uznavany pro zdravotni

pfinosy lidskému zdravi (Renard et al., 2002; Udenigwe, Aluko; 2012).



2 CiL PRACE

Cilem préace je podrobny literarni piehled o nejvyznamnéjSich typech fytoestrogend,
mechanismu uc¢inku, podobnosti se savéimi estrogennimi hormony a vlivu na ¢lovéka.
ReserSe bude doplnéna struénymi informacemi o historii objeveni téchto latek a pieh-
ledem potravin a vyrobkli vyznacujici se vyssim obsahem fytoestrogenti. Teoreticka ¢ast
je pak uzaviena popisem metody pouzivané ke stanoveni steroidnich fytohormonu
v rostlinnych matricich. V experimentalni ¢asti bude popsan postup pfi vlastnim stano-

veni a nakonec ptedlozeny vysledky métfeni a diskuze



3 DEFINICE A HISTORIE OBJEVENI

Fytoestrogeny jsou rostlinami produkované chemické latky, které svoji strukturou
a velikosti molekuly pfipominaji sav¢i estrogenni hormony. Termin fytoestrogeny je
odvozen z nazvu pro Zenské pohlavni hormony, tedy estrogeny. Délime je do n€kolika
skupin, z nichZ jsou ty nejrozsifenéjsi isoflavony, lignany, kumestany a stilbeny. Jedna
se 0 velmi riznorodou skupinu pfirozené¢ se vyskytujicich nesteroidnich sloucenin.

Po chemické strance jde o vicesytné fenoly (Yildiz, 2006).

Nekteii védci tvrdi, ze fytoestrogeny produkuji rostliny na svoji obranu,
aby zabranili nebo omezili predaci bylozravcei, a tak namisto vytvofeni trnd, bodlak
nebo $patné chuti produkuji tyto chemikalie, které ovlivni plodnost predatora. Pfestoze
toto vysvétleni se miize zdat jako prehnané, dava smysl z evoluc¢niho hlediska i proto,
ze existuje mnoho realnych piikladi o tom, jak Zivocichové a rostliny podstupuji zmény
spole¢né¢ a jak se spole¢né vyviji v prubéhu ¢asu. Vysvétleni se opird o teorii, Ze rostliny
produkuji tyto specifické latky omezujici reprodukci bylozravcl. Tak se populace

predatora sniZuje a rostliny mohou vice prosperovat (Hudges, 1988).

Na zakladé této charakteristiky se mizeme domnivat, Ze i1 v rostliné budou mit
isoflavony funkci hormondlni, ale neni tomu tak. Podporuji pteZziti rostliny tim, Ze maji
napf. antifungélni, antimikrobidlni a antioxidacni vlastnosti. Z toho je zfejmé,
ze koncentrace isoflavonll se vyrazné zvySuje, pokud je rostlina vystavena stresu, napf.
piinedostatku vldhy a je ovlivnéna podminkami, pfi nichz je péstovana

(Dakora, Phillips 1996; Eldridge, Kwolek 1983; Wang, Murphy 1994).

Je znadmo, ze fytoestrogeny jsou schopny Sirokého spektra biologickych aktivit;
v zazivacim traktu se méni na latky s estrogennimi Uc¢inky, nebo také, v zavislosti
na véku, pfijimané davce a pohlavi, s antiestrogennimi u¢inky. Vazi se na estrogenové
receptory v mnoha tkénich ale pravdépodobné nejsou schopny stimulovat Uplnou
estrogenni odezvu. V porovnani s estrogenem produkovanym bézné v naSem organizmu

maji mirn&jsi efekt ucinku (Ransley et al., 2001).

Vzhledem k mnoha podloZzenym studiim se u fytoestrogeni ptedpokladaji
pozitivni u€inky na kardiovaskularni systém, vazomotorické symptomy a sniZeni rizika
rakoviny prsu. Vice nez dvé desitky let jsou fytoestrogeny povazovany za mirny
prostfedek k tlumeni symptomil menopauzy. Proto se uvazuje o moznosti fytoestrogeny

nahradit estradiol pfi hormonalni regulaci nékterych procestt v (nejen) zZenském
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organismu. Jejich pfijem v potravé je povazovan za urcitych okolnosti jako vhodnéjsi
alternativa oproti podavani estradiolu. Lécba estradiolem (pouzivd se kromé 1éCby
problému spojenych s pohlavnimi obtizemi 1 jako prevence proti osteopordze) je totiz
podeziivana z urcitych negativnich G¢inkl, konkrétné ze zvySovani pravdépodobnosti

vzniku rakoviny prsu, rakoviny délozni sliznice, infarktu a mozkové mrtvice.

Prvni zpravy o vyskytu hormont v extraktech z rostlin se stejnym ucinkem, jako
maji savéi pohlavni hormony, se objevily ve Clancich v letech 1926 a 1933 napsané
Dohrmem a Skarzynksim. Bonner a Axtman informovali v roce 1937 o studii stimulaci
ristu embrya hrachu in vitro pomoci estronu. Estron byl pozdéji izolovan ze semen
palmy datlové (Phoenix dactylifera L) a progesteron byl identifikovan v jadérkach
z jablek Gawienowskim a Gibbsem v roce 1968 (Simersky et al., 2009).

Estrogenni ucinky isoflavonii byly ale ve vétSim meéfitku poprvé objeveny
ve 40. letech minulého stoleti v Australii u ovci pasoucich se na jetelovych pastvinach.
Poruchy plodnosti, které se u téchto ovci objevily, byly oznaceny jako "jetelova nemoc"
a byly spojovany s pifijmem fytoestrogenti, konkrétné formononetinu v jeteli, ktery je
bachorovou mikroflérou odbouravéan ptes daidzein na equol. Nasledné byl mnohymi
pozorovanimi u rtznych druht zvifat prokadzan také negativni vliv so6jovych
fytoestrogenil na reprodukéni schopnosti samic zvitfat. Bylo napft. potvrzeno, Ze samice
nékterych druhli zvifat chovanych v zajeti a krmené s6jou nemohou zabieznout. Tyto
zavery vedly k Uvaze, Ze vysoky obsah fytoestrogent v jeteli cerveném nebo v soji
pusobi u vyssich zivocichti jako endogenni estrogeny, které reguluji estrogenni cyklus

krav ovlivnénim syntézy prostaglandini (Woclawek-Potocka et al., 2005).

Nejrozsitenéjsi a nejlépe popsanou skupinou jsou isoflavony, prvni izoflavonoid
byl izolovan v roce 1893 z kosatce florentského (Iris florentina) a dostal jméno iridin.

Chemicka struktura izoflavonoidl byla vyfesena v roce 1925.

Az do sedmdesatych let zajimaly fytoestrogeny hlavné veterinafe a zeméd¢lce.
Studie byly vedeny snahou zmapovat jejich zdroje, zjistit, jaka jsou zdravotni rizika
fytoestrogenil pro jednotlivé ZivociSné druhy a za jakych podminek jsou fytoestrogeny
bezpecné. Postupné piibyvalo jak fytoestrogent, tak rostlin, v nichz byly nalezeny.
Od zacatku vedla celed bobovitych (Fabaceae), zastoupena tadou ekonomicky
vyznamnych druhti, jako jsou napiiklad jetel (rod Trifolium), tolice (rod Medicago),

a hlavné soja (Glycine max).
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Tyto zajimavé latky se nasly v komoditach, které jsou velmi snadno dostupné
iunas doma, jako jsou celozrnné pecivo, brusinky a jiné¢ chutné bobule, pivo a vino.
Ptehled potravin bude blize uveden v nasledujicich kapitolach. Jsou obsazeny ve vice
nez 300 rostlinach, kde se nachdzeji pievazné ve formé konjugovanych glykosida,
ovSem ve fermentované potravé ve formé aglykond. Uz v roce 1954 bylo zaznamenéano

znamo pres tii sta, dnes by bylo t¢zké se o jejich vycet vlibec pokusit.

Kromé potravy neni zanedbatelna ani expozice environmentalnim estrogeniim,
Jiz zminénym nezadoucim xenoestrogentiim. V této souvislosti je vyznamné zjisténi, ze
strava bohatd na fytoestrogeny muize vyrazné snizovat vazby slabSich xenoestrogenti

s estrogennimi receptory - ER (Holoubek, Cadova; 2001; Lapcik, Starka; 2004).
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4 SROVNANI S ZIVOCISNYMI POHLAVNIMI HORMONY

Podobnosti estrogenti a fytoestrogenti na molekuldrni trovni jim umoziiuji mirné
napodobovat estrogen a nékdy pusobi i jako jeho antagonisté. Po pocatecnim zajmu
aplikovat zamérné fytoestrogeny na zvifata, se proto pifeslo na zkoumani vlivu na
Cloveéka, kde bylo uz tehdy ptedpokladano, Ze fytoestrogeny mohou také vysvétlit
(pfi nejmensim alespon castecné) pro¢ je strava obsahujici velké mnozstvi rostlinné
potravy spojovana s nizkou imrtnosti mortality a morbidity v dospélosti (Thorogood et

al., 1994).

Jak bylo poznamenéano v uvodu, fytoestrogentim se pfipisuje urcitd ekologicka
uloha v regulaci poctu bylozZravci spasajicich porosty s estrogennimi rostlinami. Jelikoz
je chutnost pice obsahujici glykosidy isoflavonti niz$i, fytoestrogeny plisobi na snizeni
pfijmu pice na pastvé. Uinky na reprodukci se mohou projevit inhibici sekreci
zivocisnych estrogenti; tim je narusena ovulace, pohyb vaji¢ek ve vejcovodu, vznika
neprava fije (neprava biezost) a objevuji se degenerativni zmény pohavniho ustroji.
Dostavuji se nepravidelné intervaly mezi fijemi, dlouhodoba fije (nymfomanie),
nadmérna sekrece hlenu, ptekrveni délozni sliznice, na vajecnicich se objevuji cystické

znetvoreniny folikulu (Opletal, Skiivanova; 2010).

Vlastni estrogeny jsou steroidy, které ve své struktuie obsahuji benzenové jadro.
Nejdulezitéjsi je 17-B-estradiol. Tvoii se u obou pohlavi v pohlavnich zlazdch —
ve vajecnicich ovS§em mnohem vice nez ve varlatech. Mensi, avSak vyznamné mnoZstvi
estrogend vznikd v organech, které obvykle ani nejsou povazovany za zlazy s vnitini
sekreci, naptiklad v prsnich Zlazach, kostech, cévach, mozku, a zejména v tukové tkani
(Lapcik, Starka; 2004).

Na ptelomu let dvacatych a tticatych si nékolik chemikl vyslouzilo slavu, kdyz
vyftesili struktury hlavnich skupin steroidnich hormond. Jednim z nich byl Adolf F. J.
Butenandt, jenz v roce 1929 pripravil Cisty estron (Nobelovu cenu za praci o pohlavnich
hormonech dostal r. 1939). Tento metabolit se jen nepatrné 1iSi od vlastniho estrogenu,
jimz je 17-beta-estradiol. V Sedesatych letech dvacéatého stoleti byly objeveny vazebné
proteiny specifické pro estrogeny. Uplna struktura prvniho ER je znama od r. 1987,
od r. 1996 vime, ze je jich vice. V prib¢hu devadesatych let byl objasnén mechanizmus,
jimZ jaderné receptory fidi expresi genil. Vyuzivaji k tomu tuseky, které nazyvame

estrogenresponzivni elementy.
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Pted nedavnou dobou, v roce 2001, byl lokalizovan a izolovan protein fungujici
jako receptor pro estrogeny v rtiznych organech rostliny Solanum glaucophyllum Desf
(Milanesi et al., 2001). Membranovy protein (Membrane Steroid Binding Protein 1
(MSBP1)), ktery se podili na regulaci rastu a ma velkou afinitu k progesteronu, byl
identifikovan a charakterizovan v Arabidopsis thaiana (L.) Heynh v roce 2005

(Simersky et al., 2011).

Slovo estrogen odkazuje na schopnost dané latky vyvolat fiji (estrus)
u pokusného zvitete, navic jedny z prvnich biologickych test byly opravdu na takovém
experimentu zaloZeny. Estrogeny ale zasahuji do mnoha dalsich fyziologickych jevi
a ovliviluji organy, které s rozmnozovanim zas tak Uzce nesouviseji (zminéné kosti,
cévy, kizi.). Pro posouzeni estrogenni aktivity byla vyvinuta fada testl, které sleduji
tteba vaazbu nareceptory, schopnost stimulovat rist bunéénych kultur atd

(Anderson et al., 1999).

Cizorod¢ latky s estrogenni aktivitou (exo-estrogeny) oznacujeme podle ptivodu
pfedponami; — fytoestrogeny jsou z rostlin, mykoestrogeny jsou produkty plisni
a xenoestrogeny jsou uméle pfipravené. AZ na vzacné vyjimky to nejsou steroidy. Jde
o ruzné typy latek, které maji uréité spole¢né strukturni rysy. Vzdy jsou to fenoly, jejich
molekula je téméf plocha a obsahuje dvojici hydroxylovych skupin ve vzdalenosti, jez

se piili8§ nelisi od vzdalenosti hydroxyld v estradiolu (Lapcik, Starka; 2004).

NejznaméjSim fytoestrogenem je genistein, ktery se nachéazi predevSim v soji
a vyrobcich z ni. Equol je hormonu podobna sloucenina, kterd se tvori, kdyz bakterie
nalézajici se v trdvicim ustroji metabolizuji jiny fytoestrogen. Nicméné, asi pouze
tretina lidi ma nezbytné bakterie k produkci equolu. Studie ukazuje, Ze jak genistein, tak
equol maji za nésledek ¢asné naruseni estralniho cyklu u zvifat a genistein také zpisobil
pfed¢asny nastup puberty. U ¢loveka by to mohlo byt spojeno i s pfed¢asnym néastupem
menopauzy. NaruSeni estralniho cyklu by mohlo vznikat v dasledku problému
s mozkem nebo vajecniky, a tak se vyzkumnici rozhodli ke stanoveni mozného tc¢inku
nejenom na vyvoj mozku a jeho funkce, ale v soucasnosti probihd také hodnoceni

ucinki téchto latek pfimo na samotné vaje¢niky (Anderson et al., 1999).
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Obr. 1 Srovnani molekuly estradiolu a equolu

Zdroj:(Marcinkova, 2008)

Existuje nekolik spole¢nych strukturdlnich prvkid pro slouceniny s estrogenni
aktivitou obecné. VéEtsina sloucenin jsou fenoly, jiné nefenolické aromatické slouceniny
prechazeji na fenoly biotransformaci. Nékteré latky vSak nejsou ani aromatické (i kdyz
to je dosti neobvykl¢), ale ty vykazuji pouze velmi slabou estrogenni aktivitu. Tedy
nejzakladngjsi spole¢ny strukturdlni prvek je fenol, asto s neobsazenou ortho polohou,
ale obsahujici pomérné objemné hydrofobni struktury v polohdch metha a para. 1 kdyz
se ukazalo, Ze ani fenolicky kruh neni nutnym pozadavkem pro afinitu k estrogennimu
receptoru. Proto se neustale provadéji rizné vazebné studie, naptiklad se sleduje vliv
arole hydroxy-skupiny, dalezitost rozpustnosti a molekuldrni hydrofobni vlastnosti

(Holoubek, Cadova 2001).

4.1 Vztah struktury a estrogenni aktivity
Znacné mnozstvi chemickych latek, jak pfirodnich, tak antropogennich, o rGzné
chemické struktufe vykazuje estrogenni aktivitu. Pouze na zaklad€ struktury nelze
odhadnout, zda bude danéd latka vykazovat estrogenni ucinky. Ale v zdsadé vétSina
estrogennich latek ma spole¢né strukturalni rysy, a to pfitomnost fenolu nebo jeho
funkéniho ekvivalentu, lipofilitu, odolnost vii¢i metabolismu, schopnost bioakumulace.
Mezi pfirodni fytoestrogeny patii kromé flavonoidii i1 rizné mykotoxiny.
Rostlinné bioflavonoidy zahrnuji spoustu latek rozdilné chemické struktury (flavony,
flavonony, flavonoly, isoflavony a piibuzné kondenzované produkty — kumestrol.)
Mnozstvi  rostlinnych  potravin dale obsahuje jiné zastupce pfirodnich
estrogent - 17B-estradiol a estron. Estrogeny pfirodniho plivodu déale zahrnuji vajecné

steroidni hormony, zna¢né mnozstvi pfirodnich produkti je produkovéno rostlinami,
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stejn¢ tak mikroby. Ke kontaminaci dochdzi Casto potravou a jejich u¢inek mize byt
ovlivnén ptisobenim stfevnich bakterii.

Dihydroxystilben a jeho derivaty jsou zastupci syntetickych estrogennich latek.
Navic, nékteré primyslové a environmentalni chemické kontaminanty vykazuji také
estrogenni aktivitu a jsou to organochlorované pesticidy (o,p’-DDT), methoxychlor
adal$i. K syntetickym estrogenim dale nalezi kromé napodobenin neestrogennich
hormont 1 rtizné fenolické slouceniny vznikajici pfi rtiznych primyslovych procesech
(vyroba fenolickych plast, neionogennich deetergentti atd.), dale zna¢né mnozstvi
pramyslovych latek, zemédélskych pesticidi a jejich metabolitti, pfipadné chlorovanych
derivatl vykazuje estrogenni aktivitu.

Jak tedy mizZe tak velké mnoZstvi tak strukturalné rozdilnych latek vykazovat
estrogenni aktivitu, se d4& pochopit po pozndni detailni struktury estrogenového

receptoru a jeho interakei s ligandy (Holoubek, Cadova; 2011).
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5 ZASTUPCI FYTOESTROGENU, VYSKYT

Vyznam fytoestrogenti spoc¢iva v jejich schopnosti vyvolat stejnou (i kdyz mén¢
silnou) odpovéd” v organismu jako savCi estrogenni hormony, diky podonosti
ve struktufe. Estrogenni latky patii mezi fenolové slouceniny a jsou dvojiho typu:
vlastni endogenni estrogeny a latky s estrogennim uclinkem. Estrogeny jsou zenské
(samici) pohlavni hormony. Zakladni estrogenovy skelet vychazi z cyklického
uhlovodiku 5B-estranu. Z této slouCeniny je odvozen nejaktivnéjsi estrogen; 3,17B-

estradiol, ktery se v organismu méni na estron a estriol.

a5 R

HO estron \
= OH
=
s OH
=
m .
o | HO estriol
S
W |E /
Q@B |/
HO |

estradiol

Obr. 2 Syntéza estriolu

Zdroj: (Kucera, Fait; 2011)

5.1 Fytoestrogeny

Jako prvni rostlinny fytoestrogen byl prokdzan v malém mnoZstvi estron. Je
obsazen v rostlinnych tucich (palmovy a palmojadrovy olej) plivodem z palmy olejné
(Elaeis guineensis) a také v semenech granatovych jablek (Punica granatum).
S palmovym a palmojadrovym tukem se muze Cesky spotiebitel setkat naptiklad
v mrazenych krémech a zmrzlinach s rostlinnym tukem. Granatova jablka se konzumuji
v Cerstvém stavu nebo formou ndpoji (grenadina, sirupy, ovocné vino). Piijem latek
s estrogennim U¢inekm z téchto zdrojii je zanedbatelny pro nizké hladiny uvedenych

latek a velmi nevyrazny piijem téchto potravin.
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Do skupiny fytoestrogentli zafazujeme isoflavonoidy, pterokarpany a lignany

(Velisek, 2011).

5.1.1. Isoflavony

Isoflavonoidy jsou pfirodni latky ze skupiny flavonoidd. Vykazuji rizné
biologické ucinky. Vyskyt isoflavonoidii, kterych je zndmo asi ptes 200, se prakticky
omezuje jen na lusténiny (Celed” bobvitych, Fabaceae), kam patii s6ja luStinatd
(Glycine max). V mensim mnozstvi se isoflavonoidy vyskytuji také v nékterych dalSich
rostlinnych ¢eledich, napt. laskavcovitych (Amaranthaceae), kosatcovitych (Iridaceae),
morusnikovitych (Moraceae) a rizovitych (Rosaceae). Hlavnimi predstaviteli

isoflavonoidnich latek jsou isoflavony (slouceniny isomerni s flavony).

I nékteré derivaty isoflavoni se fadi mezi toxické latky, nebot’ vykazuji
estrogenni Ucinky, jiné isoflavony zase vykazuji také antimikrobni a dalsi biologické

ucinky (Velisek, Hajslova 2009).

Flavonoidy tvofi rozsédhla skupina fenolovych latek, které obsahuji ve své
molekule dvé benzenové jadra spojena tfiuhlikovym fetézcem. Z pohledu estrogennich
latek jsou zajimavé z isoflavonoidii pfedevsim isoflavony a z nich biogenezi odvozené
1soflavanoly a pterokarpany. Jejich vyskyt je prakticky omezen na luSténiny, predevSim
soju (Velisek 2011). Nejzndméjsi z isoflavont jsou genistein, daidzein a glycitein. Jsou
formovany, kdyz t€lo konvertuje isoflavonovou formu piesunutim glukézy na postranni
fetézec a vytvori tak formu aglykonu (genistein, daidzein a glyciteinu) pted absorpci
nebo dalsi metabolizaci télem. Mira v jaké se odehravéa dalsi metabolismus se zda byt
znacné odliSna mezi jedinci a je ovlivilovdna zbytkem stravy. Naptiklad pokud jedinec
pfijima stravu bohatou na karbohydraty, vyvola to zvySeni intestindlni fermentace
bakteriemi ve stievé a vice fytoestrogenl se tak mulzZe transformovat. Béhem tohoto
procesu je daidzein pfeménovan na equol, produkt, ktery ma mnohonasobné vyssi
ucinek nez jeho prekurzor (Ransley et al., 2001).

Isoflavony jsou nejvice prozkoumanou skupinou mezi fytoestrogeny. Maji
vyrazny antioxidacni G¢inek. Tyto latky maji silnou afinitu k ERp. Afinita k Era je
mnohem slabsi. Zd4 se, ze silnd afinita k Erf mutze mit protektivni tcinek pied
pusobenim jinych latek na tento receptor (xenoestrogeny). Navic isoflavony
z cerveného jetele maji schopnost inhibovat aromatizu (vznik estrogenti v téle)

(Kucera, Fait 2011).
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Isoflavony jsou tedy tiida sloucenin pitibuznych s isoflavonoidy. Nékteré jsou
oznaceny jako antioxidanty, diky schopnosti vychytavat volné radikaly. Mnoho studii
potvrzuje, ze pii diet€¢ bohaté na isoflavonyse snizuje riziko rakoviny prsu a ostatnich
nadorovych onemocnéni, diky jejich roli ovliviiujici metabolismus pohlavnich hormont
a jejich biologické aktivité napfi¢ intracelularnimi enzymy, syntézou proteinti, zhoubné

bunécné proliferace, diferenciace a angiogeneze (Kucera, Fait; 2011).

Isoflavony se nejcastéji vyskytuji v sdéjovych bobech, a to ve Ctyfech raznych
formach: jako glykosid, malonylester glykosidi, acetylester glykosida a jako necukerna
slozka glykosidl, tedy aglykon. Posledné jmenovanou slozku piedstavuji isoflavony
daidzein (7,4’-dihydroxyisoflavon), genistein (5,7,4 -trihydroxyisoflavon), glycitein
(7,4-dihydroxy-6-methoxyisoflavon), v mensi mife je to pak formonetin (7- hydroxy-
4’- methoxyisoflavon) a  biochanin A  (5,7-dihydroxy-4"-methoxyisoflavon)
(Velisek, 2011).

uhlikovy skelet estranu daidzein, R'=H, R*=H, R’=0H
genistein, R'=0H, R'=H, R’=0H
formononetin, R'=H, R*=H, R3=0CH,
glycitein, R'<H, R*=0CH,, R*=0H
biochanin A, R'=0H, R'=H, R*=0CH,

Obr. 3 Aglykony isoflavonii
Zdroj:(Kucera, Fait; 2011)

Mezi isoflavony patii také formononetin, ktery sdm o sobé nejevi estrogenni
aktivitu, ovSem v zazivacim traktu pfechdzi plsobenim bakteridlni mikroflory
na aglykon a pies daidzein na estrogenni produkt equol (Velisek 2011). Isoflavony, které
jsou pro nas zajimavé z hlediska vyskytu v potravinach, jsou bézné substituované
derivaty isoflavonu, kde doslo k nahrazeni dvou nebo tii atoma vodiku hydroxylovymi
skupinami.Isoflavon se 1i§i od flavonu (2-phenyl-4H-1-benzopyr-4-one) polohou

fenylové skupiny.

Lze ftici, ze jsou rozSifeny v pfirod¢ jen uzce, a to v rostlinach vikvovitych

(Viciaceae). Jejich nejbohatsim zdrojem je so6ja luStinatd, zejména pak daidzeinu
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a genisteinu, jejich obsah v nékterych odridach dosahuje az nékolika grami
na kilogram. Pfesto je to osvédCend a bezpecna plodina. Dale se vyskytuji v ¢erveném
jeteli (Trifolium pratense) a v nékterych l1éCivych rostlinach, jako je krucinka barviiska
(Genista tinctoria) a janovec metlaty (Sarothamnus scoparius). V malém mnozstvi jsou
zastoupeny i v zit€ a vyrobcich z n€ho, objevuji se i v pivu a bourbonu. Nové byly

nalezeny i v rybizu a dal§im drobném ovoci (Holoubek, Cadové; 2011).

Ve vyrazné¢ mens$im meéfitku se isoflavony vyskytuji také v podzemnici olejné
(1,30 mg/kg), ve slunecnicovych semenech (0,22 mg/kg) a v maku (0,25 mg/kg),

prevazné ve formé daidzeinu a genisteinu (Velisek, 2011).

Formononetin a biochanin jsou hlavnimi isoflavony ¢erveného jetele ale o téchto
dvou rostlinach bude pojednéano blize v dalsi kapitole. Ten je sice sdm o sob& neucinny,
ale plsobenim stfevni mikrofléry se postupné méni na daidzein, dihydrodaidzein
aequol. Uginnym estrogenem je teprve posledni jmenovana latka, ktera se oviem v

jeteli nevyskytuje.

Daidzein a formononetin jsou vyznamnymi prekurzory pro pterokarpany —
skupinu modifikovanych isoflavonoidii vyskytujicich se v malém mnoZstvi
v bobovitych rostlinach 1 dalSich celedi. Typicky se zde uplatiiuji proti patogenim

(Moravcova, 2008).

5.1.2 Prenylflavonoidy
Velice G¢innymi latkami v obrané rostlin proti mnoha Skiidciim jsou v bobovitych
rostlinach mnoho prenylovanych isoflavonti, vzniklych pravé prenylaci isoflavonovych

prekurzort dimethylallyl-disfosfatem.

S prenylovanymi isoflavony jsou piibuzné prenylované flavonoidy (chalkony
a flavanony neboli dihydroflavony) nachazejici se ve zralych samicich kvétenstvich
(sisticich) chmele otacivého (Humulus lupulus, konopovité, Cannabinaceae). Jejich
mnozstvi zavisi na klimatickych podminkach a odridé chmele. V posledni dobé se
chalkon xanthohumol, ktery nevykazuje estrogenni aktivitu. Jeho obsah v chmelovych
Sisticich byva do 1%. Doprovazi jej flavanon isoxanthohumol, ktery z né& vznika
konverzi v kyselém prostiedi pii zéhfevu. Isoxanthohumol je proto hlavnim
prenylovanym flavonoidem piva. Hlavnim estrogenem je odpovidajici flavanon 8-

prenylnaringenin doprovazeny flavanonem 6-prenylnaringeninem. 8-prenylnaringenin
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vznikd také zisoxanthohumolu pasobenim bakterii tlustého stfeva nebo v jatrech

(Velisek, Hajslova 2009).
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Obr. 4 Prenylované flavonoidy chmele

Zdroj: (Velisek, Hajslova; 2009)

5.1.3 Lignany

Lignany jsou Siroce rozsifeny v rostlindch jako lignin, ktery ud€luje pevnost sténé
rostlinnych bun¢k. Rostlinné lignany existuji jako diglukosidy které jsou konvertovany
sttevni mikroflérou na Zivocisné lignany, difenoly: enterodiol a enterolakton, pravé ty
jsou strukturné podobné¢ estradiolu. Diky tomu, Ze jsou pfitomny v bunécnych sténach
rostlin, jsou tedy obecné nalézany v rostlinné potravé (Ransley et al., 2001).

Narozdil od ostatnich skupin fytoestrogend, lignany nejsou strukturné odvozené
od flavonoidii, jsou tedy skupinou fenolovych slou€enin, ftazenych mezi
fenylpropanoidy, slozky rostlin odvozené od koniferylalkoholu a dalSich skotficovych
alkoholt. Lignany jsou dimery vzniklé spojenim dvou fenylpropanovych jednotek.

Znamo je nckolik stovek lignanti. Podle stupné oxidace skeletu se rozeznava
nékolik skupin sloucenin, z nichZ maji potravinaisky vyznam ctyfi typy linedrnich
lignand;

e lignany (derivaty butanu nazyvané také diarylbutanoidy)
e lignanolidy (derivaty butanolidu)

e monoepoxylignany (derivaty tetrahydrofuranu)

e Dbisepoxylignany (furofuranové lignany)
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Nejdéle zndmym lignanem typu diarylbutanoidi je nordihydroguajaretova
kyselina (NDGA).

Lignany se nachézeji jako hlavni slozky u celozrnnych vyrobkl z obilovin, jsou
v nejriznéjSich  semenech, celych zrnech, luscich =zeleniny a v ovoci,
ale pfi technologickém zpracovani vyuzivajicim moderni techniky mleti je obvykle
frakce lignanii oddélena spolecné se slupkami a vldkninou, déale v ryzi, lusténinéch,
ofesich (Velisek, Hajslova; 2009). Lidskd strava na lignany neni piiliS bohata.
Nejdulezitéjsim zdrojem lignand jsou rostlinné oleje, zejména Inény olej, ktery obsahuje
v susing sekoisolariciresinol (SECO)

H,CO o

OH

OCH;

OH

Obr. 5 Sekoisolariciresinol

Zdroj: (Velisek, Hajslova, 2009)

DalSim zdrojem lignand je celozrnné Zitné pecivo nebo rtizné typy vlakniny
a byly nalezeny 1 v drobném ovoci. Dfive se pfedpokladalo, ze lignany jsou metabolity
pouze vyssich rostlin, ale nyni se ukazuje, Ze existuji pfirozené savci lignany, enterodiol

a enterolakton, které byly dok4zany v biologickych tekutinach lidi 1 zvifat.

Dal8im zndmym zéastupcem je v mensi mife matairesinol (MR). Hlavnimi zdroji
jsou semena Inu, kterd obsahuji 3700 mg/kg SECO a 10,9 mg/kg MR. U ostatnich

zdrojti (pSenice, mrkev, brokolice a mék) je obsah téchto latek o 2-4 fady nizsi.

5.1.4 Pterokarpany

Pterokarpany jsou skupinou modifikovanych isoflavonoidii vyskytujici se v malém
mnozstvi v bobovitych rostlindch (Fabaceae) 1 v rostlinach nékolika dalSich celedi.
Typicky se zde jako fytoalexiny uplatiiuji pfi ochrané proti patogentim. Na rozdil

od vétSiny isoflavonoidl jsou syntetizovany jako reakce na bioticky a abioticky stres.
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Dulezitymi prekurzory pro pterokarpany jsou isoflavony daidzein a formononetin

(Velisek, Hajslova; 2009).

Ze skupiny pterokarpant je hlavni estroaktivni latkou kumestrol jeho estrogenni

aktivita je az 40x vyss$i nez u isoflavon.

| S— OH
| | LY

o~ > g

Obr. 6 Kumestrol

Zdroj: (Kucera, Fait; 2011)

Koncentrace kumestrolu se pii kliceni muze navysit az 140x. Jeho obsah
v sojovych bobech se pohybuje v mezich 0,05-0,20 mg/kg (Kucera, Fait; 2011).
Nejvyssi mnoZstvi kumestrolu je obsazeno ve slupkach sojovych bobli. V menSim
mnozstvi byvaji pfitomny dals$i ptibuzné slouceniny, jako je medikarpin, lucernol,

sativol a dalsi (Velisek, Haj$lova; 2009).

R
(-)-medikarpin, R = OCHs, R' = H, R? = OH, R’ = H

(-)-lucernol, R = OH, R' = OH, R*= OH, R* = H
(-)-sativol, R = OH, R' = H, R = OCH;, R’ = OH

Obr. 7 Medikarpin, lucernol, sativol

Zdroj: (Velisek, Hajslova; 2009)
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5.1.5 Kumestany

Ackoliv byla z rostlin izolovana fada kumestand, z hlediska estrogenni aktivity
fytoestrogenem vojtésky (Medicago sativa). Pro Clovéka je opét zdrojem kumestana
potrava, respektive vhodné dietetické dopliiky, a to hlavné z vojtésky s obsahem
kumestrolu v susing 5,6 mg/g.

Kumestrol je estrogenem i ostatnich picnin, nachéazi se naptiklad v cizrné berani
(Cicer arietinum). Kumestrol ma pfiblizné stejnou vazebnou afinitu pro ER- receptor
estrogenu jako 17pB-estradiolu, ale mnohem niz$i afinitu nez 17a-estradiol, ikdyz
ucinnost kumestrolu na obou receptorech, je mnohem mensi nez u 17-estradiolu.
Vzhledem k estrogenni aktivity nékterych kumestanti, rizné syntézy byly vyvinuty,
které umoznuji ptipravu coumestanu tak, aby jejich farmakologické i¢inky mohou byt
prozkoumany. Mezi potravinové zdroje s vysokym kumestanti patfi hrach, fazole,

a zejména vojtéska a jetel kapusty (Tuskaev, 2013).

5.1.6 Stilbeny
Stilben existuje ve dvou moznych isomerech. Prvni z nich je trans-1,2-difenylethylenu,
nazyvany (E)-stilben nebo trans-stilben. Druhym je cis-1,2-difenylethylen, nazyvany (Z)
nebo cis-stilben. Piedevs§im (E)-stilbeny maji estrogenni aktivitu a proto se pouzivaji
na vyrobu syntetickych estrogent (Diethylstilbestrol, Fosfestrol, Dienestrol).
Hydroxylované derivaty stilbenu (zajimavéjsi z hlediska estrogenniho c¢inku)
jsou stilbenoidy. Z biochemického hlediska patfi do skupiny fenylpropanoidu, sdileji
snimi 1 vétSinu z jejich biosyntézy s chalkony. 1 stilbenoidy mohou plsobit
jako fytoalexiny, vyskyt téchto latek se vS8ak neomezuje pouze na rostliny - bakteridlni
stilbenoid existuje v symbiontech rodu Photorhabdus z kmene hlistic (Joyce et al.,

2008).

vvvvvv

ve slupkach Cervenné révy vinné (Vitis vinifera). Jeho koncentrace ve vin€ z ¢erveného
hrozna je obvykle od 6,3 do 15,3 mg/l, zatimco pro bilé odriidy se hodnota pohybuje
0d 0,2 do 0,5 mg/l. Ojedin€le je mu piisuzovana i1 estrogenni aktivita (Moravcova,
2008). Dale se nachazi 1 v burskych ofiScich (Arachis hypogaea). Ostatni zdroje
zahrnuji bortivky, brusinky, kurkumu, chmel a moruse. V mens$im mnozZstvi je obsaZzen v
brusnici bortivce nebo bezinkach. Pochopitelné se vyslytuje i v komerénich produktech
z téchto plodi, castecné pak ve vinu, které obsahuje ptes 1,5 mg resveratrolu na 100 ml

v zavislosti na typu vina, metod¢ vyroby a kvantifikaci. Ve vétSim mnoZzstvi se tvori
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ve slupce bobuli modrych odrid a uvoliiuje se do vina béhem fermentace
(Udenigwe, Aluko; 2012). V rostlinné potravé se polyfenoly vyskytuji nejcastéji
ve formé glykosidu, ¢astecné také jako estery. Jsou antioxidativné aktivni, jejich aktivita

zéavisi na poctu a poloze OH-skupin a na pH (Belitz et al., 2009).

5.2 Fytoestrogeny v potravinach

Jiz v roce 1975 bylo popsano 94 rostlin s latkami, které vyvolavaly estrogenovou
aktivitu (Farnsworth et al. 1975) a bylo oznafeno také 29 specifickych latek
s estrogenni aktivitou. Poznatky o rostlinnych zdrojich latek s estrogenovou aktivitou
se postupné rozsifovaly.

Zde je podrobnéjsi seznam potravin bézn€ dostupnych v nasi zemi, o kterych je znamo,
ze obsahuyji latky s estrogenni aktivitou:

e sdja a sojové produkty

¢ Inéna a sezamova seminka

e piskavice fecké seno (obsahuje diosgenin, ale také se pouzivala na vyrobu

Testofenu, produktu uzivajicim muzi na podporu vzristu hladiny testosteronu)
e oves, jeCmen
e fazole, Cocka

e sladké brambory

7w

o ryZe
e vojteska

e fazole mungo

e jablka, mrkve, granatova jablka
e pSenicné klicky

e razi¢kova kapusta, Spenat

e (Cesnek

e ryzové otruby

e lupin

e kudzu (Celed Fabaceae)

e korten lékortice, kava

e mata, zenSen

e chmel

e bourbon, pivo
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e fenykl a anyz

e cCerveny jetel (n€kdy byva slozkou zeleného hnojeni)

5.2.1 Séja a séjové produkty

Jako hlavni zdroj fytoestrogeni byla uzndna soja, k té se také vétSinou pfifazuji hodnoty
obsaht fytoestrogentl v potravinach. Podle Renleyho a Blocka (1996) byly tyto uvedené
udaje meznimi hodnotami ¢i hodnotami primérnymi ze sérii stanoveni s pievahou
pouziti vysokoucinné plynové chromatografie (HPLC). Obsah latek s estrogenovou

aktivitou v produktech ze s6ji demonstruje nasledujici tabulka;

Genistein
Sojovy produkt Daidzein (ug/g) |(ug/g)
Sojové boby 22-1800 69-1897
Prazené sdjové ofisky 563 869
Séjova mouka 90-742 183-939
Séjova mouka odtucnéna 575-2100 600-1000
Séjovy bilkovinny konc. 83-568 568-707
Séjovy bilkovinny izolat 77-271 265-557
Séjovy ndpoj tekuty 7-74 11-103
Sojové klicky 75-211 112-330
Séjova omacka 8-14 5-9
Tofu 29-253 40-306
Tempeh 137-273 235-398
Miso 71-366 177-574

Tabulka 1 Obsah latek s estrogenovou aktivitou v produktech ze sdji

Zdroj: (Kucera, Fait; 2011)

Data ukazuji na znanou rozmanitost vysledkd ziskanych na hlavnim
potravinovém zdroji nutrientd s estrogenni aktivitou, a to pfesto, Ze byla jako zdroj
estrogennich latek zvolena jedina plodina, byt v rGznych odriidach. Dostupnost latek
s estrogenni aktivitou pitonych v séje, je vysSi u fermentovanych produkti

(Velisek 2002).

Sojovy produkt Obsah isoflavonti
Séjové boby 0,13-0,42 %
Séjova mouka 0,20%
Séjovy izolat 0,06-0,10 %
Séjovy koncentrat 0,07%

Tabulka 2 Obsah isoflavonii v sojovych produktech

Zdroj: (Kucera, Fait; 2011)
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Obsah fytoestrogenti se tedy lisi podle druhu potravy a mohou se i vyrazné lisit
vramci jedné skupiny potravin (sdjové napoje, tofu, jak je vidét na uvedenych
tabulkach) v zavislosti na technologickém zpracovani a typu pouzitych s6jovych bobi
(Mebrahtu et al., 2004).

Protein extrahovany ze sdji se pouzivd nejen prakticky po celé Evropé
jako ptidatna latka primarné pti zpracovani potravin a tento trend nardsta rok od roku.
To déla ze soji pronikajici slozku do lidské stravy v industrializované spolecnosti.
Rozpustny extrahovany koncentrat se dnes bézné take pridava jako aditivum do krmiva
hospodarskych zvifat (Renald et al., 2002). Séjové proteinové koncentraty (65%
sojového proteinu) v zavislosti na zplisobu zpracovani bud’ obsahuji nutriéné vyznamné
mnozstvi isoflavonii, nebo je neobsahuji prakticky viibec. Obecné je ale hladina
isoflavont v nejbéznéjSich sdjovych koncentritech pomémé nizkd. Syrové, suSené
sojové boby mohou obsahovat obvykle 2 az 4 mg isoflavonli na gram. VétSina
tradi¢nich s6jovych vyrobkt, jako tofu, s6jové mléko, tempeh a miso jsou bohatym
zdroji isoflavont, kterych dodévaji v jedné porci 30 az 40 mg. Pouze dva sojové
vyrobky isoflavony neobsahuji, a to s6jova omacka a sdjovy olej

Bohaté na isoflavony jsou naopak texturovany sdjovy protein a s6jovd mouka.

Séjové proteinové izolaty (90 % sojového proteinu) obsahuji isoflavoni méné
nez posledné jmenované vyrobky, obsazené mnozstvi je ale stale jesté velmi vyznamné.
Skupina s¢jovych vyrobkil, ¢asto oznacovana jako "vyrobky druhé generace" (sdjova
zmrzlina, hot dogs...) ma mnohem nizsi obsah isoflavont vzhledem k tomu, Ze obsahuji
znacné mnozstvi nesojovych ingredienci.
Nejen fermentacni procesy ovliviiuji zmény obsahl isoflavonli; pfi vafeni se sice
daidzein a genistein nerozkladaji, ale praZeni fazoli vyvolava ztrity okolo 21%
pro genistein a 15% pro daidzein. Zmrazené sojové fazole obsahovali o 20-30% méné
genisteinu a daidzeinu ve srovnani s Cerstvymi a rovnéz skladovani syrovych fazoli
zpusobilo pokles obsahu fytoestrogeni az o 75% Vyroba tofu neovliviluje obsah
isoflavonu.

Obsah a slozeni isoflavonoidi v séjovych bobech zavisi také na odradé
a lokalité, na zplisobu upravy a na piisaddch. U misa a s6jové omacky se obsah
aglykonu zvySuje (déale pak pfechazi v travicim traktu na daidzein a equol)
(Nakamura et al., 2000).

Jak jiz bylo uvedeno, obsah estrogenné¢ aktivnich latek je odvisly v mensi mite

1 0od zpusobu zpracovani; pi mlynském zpracovani sdjovych bobii na sdjovou mouku
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se obsah isoflavonii v podstat¢ neméni ale pii zpracovani so6ji na bilkovinné izolaty
(extrakce v alkalickém prostiedi) dochazi zhruba k 40% ztratdm isoflavonti. Pii pouziti
kyselé hydrolyzy jsou ve vyslednim produktu zachovany pouze isoflavonové aglykony.
Kulinéarni Gprava vede zhruba k 11% ztratdm vyluhovanim a cca 50% ztratdm vatfenim.
Pti studiu fermentace a pouzitych fermenta¢nich médii na obsah isoflavont v sdjovych
bobech se ukazalo, Ze nejvy$si  obsah isoflavonii (v mg na 100 g) byl
ve fermentovanych bobech s pouzitim kultury Bacillus nato (139,5), pak
ve fermentovanych  bobech s pouzitim kultury Aspergillus  oryzae (130,7);
v nefermentovanych bobech byl obsah isoflavonti 81,8 mg na 100g. Na druhou stranu
puvodni obsah 12 forem isoflavonti v syrovych s6jovych bobech byl zjistén na Grovni
2867 mg/kg; po 45hodinové fermentaci u sdjové pasty se obsah isoflavonovych
glukosidi  snizil o 40%, mnozstvi aglykoni sesniZilo 2,9-54x. (Woo-

Youl Chung et al., 2008).

Kdyz byly analyzovany primyslové pfipravené potraviny i pokrmy obsahujici
soju upravené jen v domdactnostech a nasledné stanoveny vSechny formy isoflavont,
celkovy obsah ¢inil v priméru 4 mgkg.  Nasledné byl vypracovan navrh
jedendctidenniho menu s vysokym obsahem (100mg) a nizkym obsahem (0,5 mg)
prijmem isoflavonti denné. Ptitom denni piijem isoflavonoidl ze séji a vyrobki ze so6ji
byl odhadnut u japonské populace na 27,80 mg, z toho daidzeinu 12,02 mg, glyciteinu
2,30 mg a genisteinu 13,48 mg (Nakamura et al., 2000; Wiseman et al., 2002).

Jak jiz bylo uvedeno v uvodu, potraviny a produkty s estrogennim uc¢inekm
se pouzivaji v asijskych zemich po staleti. V soucCasné¢ dobé je denni piijem latek
s estrogennim ucinkem nejvyssi v asijskych zemich a €ini kolem 20-50 mg isoflavont
na primérného spotrebitele. V USA byla spotfeba isoflavonii odhadnuta na 1-3 mg

denné, v Evropé je to jesté o fdd méne (Moravcova, 2008).

V kli¢cich so6jovych bobti a dalSich lusténinach je obsazen i isoflavon kumestrol
v mnozstvi 0,05-0,2 mg.kg "' .Nejvétsi mnozstvi kumestrolu je obsaZeno ve slupkach
bobi. Jeho estrogenni aktivita je az 30-40 krat vétSi nez aktivita isoflavonu. Stopy
kumestrolu byly stanoveny v mraZenych hrachovych luscich (Pisum sativum var.
sacharatum), rizickové kapusté, Spenatu, estrogenni aktivita se také pfipisuje cibuli,
Cesneku, bramboram, okurkam, zeli a ké&ve, ale také pivu a kukuficné whisky
(bourbonu). Problém porovnani estrogennich aktivit jednotlivych slozek potravin také
komplikuje skutecnost, Zze se k jejich stanoveni pouziva fada rtzych analytickych
metod. Existuje také genetickd rozmanitost jednotlivych odrdd a odchylky
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v péstitelskych stanovistich a geografickych odlisSnostech. Sviij vliv ma i stupeni zralosti
(Kucera, Fait; 2011).

5.2.1.1 Rozdilné koncentrace

VétsSina autortt se priklani k ndzoru, ze hlavnim diavodem rozdilné koncentrace
fytoestrogenit v podobnych potravinach je ptivod vstupni suroviny, nebot’ naptiklad
sojové fazole z Japonska a USA maji zhruba stejny obsah daidzeinu, ale liSi se asi
027% v obsahu genisteinu. Dal$im faktorem miize byt doba skladovani potravin

v obchodech, klimatické a péstebni podminky a vegetacni zralost rostlinné suroviny.

Na zéklad¢ dostupnych dat je vice nez patrné, ze o mnozstvi piijimanych
fytoestrogenii ve stravé se z velké casti podili na§ ptivod — tedy v prvé tade tradice
a narodni zvyky. Byla zjisténo, ze vétSina asijské populace zkonzumuje okolo 20-80 mg
genisteinu za den, pfitom pfijem fytoestrogenu genisteinu ve Spojenych statech Cini
pouze 1-3 mg denné. DalSim nezanedbatelnym vlivem je skladba potravy v rtiznych
dietach. Ti lidé, ktefi uptednostnuji makrobiotickou stravu vylucuji moc¢i 40krat vice
fytoestrogenii nez laktovegetariani, a ti zase asi 20 krat vice nez konzumenti jak

zivocisné, tak i rostlinné stravy (Manach et al., 2004).

5.2.2 Jetel ¢erveny a vojtéska

Z cel¢ skaly potravin, které ¢lovek bézné konzumuje, je kravské mléko pravdépodobné
jedinou potravinou, kterd mlZze za urcitych podminek obsahovat equol v relevantnim
mnozstvi. V sortimentu krmiv, bézné vyuZzivanych ve vyzivé laktujicich dojnic, jsou
I dva vyznamné zdroje isoflavoni a tedy 1 equolu v mléce, a to s6jové boby a jetel,
predev§im cCerveny (Mustonen et al. 2009). Jetel Cerveny obsahuje formononetin,
biochanin A, daidzein a genistein. Isoflavony, at’ uz ze s6ji nebo z jetele cerveného, jsou
v bachoru metabolizovany ruminéalni mikroflérou aZ na equol, metabolicky neaktivni p-
ethylfenol a v malé mife i na O-desmetylanglensin, které josu vyluCovéany z téla dojnic
pifedevsim moc¢i a mlékem a v malé mife 1 vykaly (Ktizova et al., 2011). Doposud je
nejlépe zdokumentovan prostup isoflavonii pochdzejici z jetele cerveného do mléka.
Z jetelovin je jetel Cerveny nejbohatSim zdrojem fytoestrogend, kterych obsahuje 1-
2,5% v suSing, zatimco jetel bily jen 0,02-0,06 % v suSing, vétSinu z téchto
fytoestrogeni tvofi isoflavony, piedev§im pak formononetin, a to v mnozstvi 0,8-11
mg/g suSiny, v zavislosti na Casti rostliny, stadiu ristu, kultivaru a podminkéach
péstovani a konzervace. Pfizkrmovani jetele ¢ervené¢ho se mohou hladiny equolu

v mléce pohybovat v rozmezi od 200 — 600 pg/l, byly vSak zaznamendny i hladiny
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dosahujici 1000 pg/l a dokonce 11700 pg/!l (Mustonen et al. 2009;
Steishamn et al. 2008).

Hlavnim estrogenem vétSiny picnin je ale opét kumestrol, napt. vojtésky (tolice
seta, Medicago sativa), kde jej doprovazi medikarpin, maackiain se nachdzi v cizrné
berani (Cicer arietinum), pisatin v hrachu setém (Pisum sativum), faseolin ve fazolu
obecném (Phaseolum vulgaris)a glyceolliny v sdji lustinaté¢ (Glycine max)

(Velisek, Hajslova 2009).

5.2.3 Sezamova seminka

V sezamovém oleji, ziskavaném ze semen sezamu indického (Sesamum indicum,
Pedaliacea), se ve vétSich mnozstvich nachédzi sesamin, rozSifen Castéji ve vysSich
rostlinach, a navic odolnéjsi vii¢i autooxidaci. Kromé sesaminu jsou hlavnimi slozkami
semen sesamolin, v mensim mnozstvi je pfitomen pipritol, sesamolinol a dalsi. Sesamin
ma pro rostlinu mimojiné insekticidni U¢inky. Za vlastni antioxidant se povazuje
sesamol, ktery je v malém mnoZstvi pfitomen jiz v semenech. Ve vétSim mnozstvi vSak
vznikd az hydrolyzou samolinu pii rafinaci oleje a pfi termickych operacich (Velisek,

2011).
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Obr. 8 Vznik sesamolu ze sesamolinu

Zdroj: (Velisek, 2011)

5.2.4 Chmel

S fenylovymi isoflavony jsou ptibuzné fenylové flavonoidy nachdzejici se ve zralych
samiCich kvétenstvich chmele otafivého (Humulus [upulus).Rostlina biosyntetizuje
a sekretuje  prenylflavonoidy spolu s chmelovymi pryskyficemi a silicemi
do lupulinovych zlazek. Vice nez 80 az 90 % z nich tvofi xanthohumol (XN)
v mnozstvich 0,2 az 1,1 hm.% v suSin¢ chmele, ktery pfechdzi do piva v izomerizované

formé jako isoxanthohumol (IX) Dale je v chmelu zastoupen desmethylxanhtohumol
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(2- 5%) a xanthohumol C. Ostatni prenylflavonoidy se v chmelu vyskytuji pouze

ve stopovém mnozstvi (Basafova, 2010).

5.2.5 Obiloviny

V obilovinach se jako B-D.glukopyranosidy vyskytuji komplexni hydroxamaty, které
pfikliceni semen pfechdzeji intramolekuldrni cyklizaci na derivaty oxazolinu
(Hauptman, 1988). V mladych rostlinkach psSenice, kukufice, ryze i jinych dalSich
obilovin se vyskytuji slouceniny jako naptiklad 3H-benzoxazol-2-on ¢i 7-methoxy-3H-
benzoxazol-2-on a jim podobné, které sice nepusobi jako estrogeny, ale stimuluji
sekreci estradiolu z folikul vaje¢nikli, coz vyvoldva znamky estrogenniho ucinku

(Que et al., 2005).

5.2.6 Fytoestrogeny v potravinach Zivoc¢iSného ptivodu

V n¢kolika statech byla jiz provedena studie na prostup latek s estrogennim
ucinkem do mléka dojnic, naptiklad ve Francii provedli studii, ve které vySetfovali
vyskyt hlavnich fytoestrogent (isoflavonti, lignanti, kumestan() v riznych komerénich
vzorcich kravského mléka. Mléko bylo zvoleno proto, Ze piedstavuje hlavni potravinu
pro citlivou skupinu populace, tj. déti. Celkem se analyzovalo 26 riznych komerc¢nich
vzorkd mléka, pticemz se bral do uvahy vliv obsahu mlééného tuku (plnotu¢né nebo
odstfedéné mléko) i typ vykrmu krav (z konvenc¢niho a ekologického zemédélstvi).
Vysledky ukézaly, Ze seisoflavony v mléku vyskytuji ve stopovych mnozZstvich
(vrozsahu 0,1-5,0 pg/l). Ve vSech analyzovanych vzorcich vSak byla vysoka
koncentrace latek s estrogennim Uc¢inkem, a to: eguolu (produkuje se ve sttevech jako
metabolit napf. sdji a sojovych potravin) a enterolaktonu (lignanu). Jejich obsah
se pohyboval v rozmezi 14,1-293 (equol) a 14,3-94,4 ng/l (enterolakton) Disledky
potencidlniho estrogenniho ucinku potravin na citlivé skupiny populace, kam
zatazujeme predevSim déti, je proto zapotiebi dale provéfovat (Antignac, 2004;

Steinshamn et al., 2008).

5.3 Mykoestrogeny

zearalenon, nejvice estrogenné aktivni, nékdy oznacovany i jako F-2 toxin. Plisen Siroce
infikuje krmivarské a potravinaiské obili a je schopna produkovat az 1900 pg/kg toxinu
v suché hmotnosti obili. U krmenych zvifat se obvykle do tydne po konzumaci

kontaminované potravy objevi znamky hyperestrogenismu. Riziko také ptedstavuje
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kontaminac  kravského  mléka  pouzivaného nasledné v  potravinaistvi

(Kucera, Fait;2011).

5.4 Expozice xenoestrogenim

V zivotnim prostfedi pfijdeme velice snadno s pfirodnimi I ¢lovékem vyrobenymi
chemickymi latkami s estrogenni aktivitou. Jednim typem jsou i tzv. environmentalni
estrogeny, které maji vliv na vyvoj i fyziologii organismu velice shodny s estrogenni
kontrolou reprodukce organismi. Mohou byt jak rostlinného ptivodu, tak mohou
pochazet 1 z antropogennich zdroju, produkovany jako pesticidy nebo odpadni produkty
vyrobnich procest (o,p’-DDT, polychlorované bifenyly, atd.). Kontaminace organismu

je dana pievazné potravou (Holoubek, Cadova; 2001).

Xenoestrogeny pipravené chemickou syntézou jsou ptedevsim derivaty stilbenu,
diive pouzivané jako stimulatory ristu pii vykrmu skotu. Diethylstilbestrol je o cca 1,5
fadu vice ucinnéjsi nez estron a ma o nékolik fadu vyssi GCinnost nez aglykony
isoflavond. Je silné karcinogenni, a proto byl vyloucen ze spotieby ve veterinarni
oblasti. Podobny estrogenni U¢inek maji nékteré halogenderivaty pesticida, ftalaty

(zmékcovadla plasti), polychlorované bifenyly a néktera veterindrni l1éciva (Kucera,

Fait; 2011).

Xenohormony se z primyslové vyroby nejen potravinaiskych zavod dostanou
odpadnimi vodami, splachnutim z poli, zahrad, silnic, uvolnénim do potravin z plastl
¢1 vyloucenim lidskou moci, pfipadné moci hospodarskych zvitat, snadno do prostiedi
a predevsim pak do pitné vody, ktera se dale pouziva pii zpracovani zemédélskych
produktll a potravinarskych surovin. Mzeme je snist spolu s masem, mlékem 1 jinymi
potravinami. Mohou se nahromadit i v organismech, které jsou potom pozieny svymi
konzumenty nebo predatory, a tak putuji potravnim fetézcem a plsobi na vSech
urovnich.

O jejich puasobeni plati to, co bude uvedeno v dalSich kapitoldch — vazi
se na receptory bunék. OvSem kazda latka povaZzovana za xenohormon ptisobi trochu
jinak, na jiné receptory a v jinych koncentracich. Lisi se také silou, kterou se vazou
na dané receptory. Nejsledovangjsi estrogenni xenohormony jsou latky podobné opét
sami¢im hormontm, pfipadné¢ pfimo Zenské hormony z antikoncepcnich pilulek.
Estrogenita — mira jejich G¢inku se stanovuje v testech, pfi nichz se latka v riznych
koncentracich aplikuje na izolované zivoc¢isné buiiky geneticky upravené tak, ze maji
na estrogenni receptor navazanou néjakou meéfitelnou reakci (napiiklad fluorescenci).
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Bunky pak fluoreskuji tak silné, jak silna je vazba na receptory. Estrogenita se vztahuje
na 17B-estradiolu — jemu byla pfisouzena estrogenita o hodnoté 1(jde o bézny lidsky
hormone), hodnota 1 je nejsilnéjsi estrogenni aktivita, protoze receptory v organismech
jsou konstruovany piesné pro tento hormon. Cili 17B-estradiol je ten nejlepsi kli¢, ten
pravy pro zamek — receptor na buice (JaniSova, 2013).

Environmentalni estrogeny iniciuji sviij ucinek v organismu jako endoestrogeny
interakei s jadernym receptorovym systémem (Hoivik, Safe 1998).Vysledny estrogen-
receptorovy komplex interaguje s nukleotidovou sekvenci znamou jako estrogen
response elements" (EREs), a tim zahdji transkripci DNA. Tedy vSechny estrogeny
pusobi pfes receptor tak, ze ho z neaktivni formy pievedou na aktivni (DeRosa et al.,
1998).

Toxicita environmentélnich estrogenti mize zahrnovat celou fadu faktort a mize
se projevit n¢kolika pfibuznymi, ale rozdilnymi mechanismy. Nejbéznéjsi typ toxicity je
dan vazbou environmentalnich estrogenil na estrogenovy receptor a naslednou zvysenou
estrogenni odpovédi. Toxicita se v tomto piipadé projevi hyperestrogenismem,
nadmérnymi fyziologickymi efekty estrogennich hormont (Safe, Gaido; 1998).

Pohlavni xenohormony mohou mohou zptisobit neplodnost dospélych zivocichi
a rakovinu, poskozovat vajicka a plod nebo ménit né¢které prvky chovani a vzhledu
souvisejici s pohlavnim Zivotem. V piipad€ ostatnich xenohormont byly zaznamenany
deformace téla vyvijejicich se organisii, mé&knuti skofdpek vaji¢ek, poruchy rlstu
a dalsi, v pfirod¢ 1 v testech na modelovych organismech. Je dilezité upozornit, Ze
dospélce uz zadny xenohormon na opacné pohlavi neptedéla, ovSem dospély jedinec je
ohroZen ztratou plodnosti — a to samci i samice.

Také u lidi je v poslednich desetiletich zaznamenavan Ubytek spermii, zvySena
neplodnost a vyskyt rakoviny souvisejici s hormonalnimi poruchami. Prokazat kauzalitu
s konkrétnimi chemickymi latkami je vSak velmi komplikované. VétSina studii, které
se 0 to pokusily, byla pozd¢ji kritizovana pro zavadéjici nebo nedostatecné spolehlivé
postupy. Mimojiné, je zcestné piedpokladat, ze u lidi s velmi rozliénymi zivotnimi
navyky pochdzi jejich problémy ze stejného zdroje — v ptipad¢ ubytku spermii mize byt
na vin¢ rovnéz stres, Spatné stravovani, nezdravi zivotni styl, t€sné kalhoty, umélé
plenky, koufeni a dalSi faktory. Kazdopadné wvyskyt estrogenii byl, byt v nizké
koncentraci, naméten i v pitné vodé v Evropé, a to jak v kohoutkové, tak v baleen

(Janisova, 2013).
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VétSina estrogent je hydrofobni. To je moznéd divod, pro¢ maji slouceniny jako
pesticidy, bifenyly (o,p’-DDT, DDE, PCBs), methoxychlor, ap.estrogenni aktivitu.
Vzhledem k jejich lipofilit€ jsou tyto latky akumulovany v lipidickych tkanich
a membranach, z kterych se pozvolna uvoliuji a vyskytuji se tak v urcité stalé
koncentraci v krvi; takovato kontinualni davka pak muze byt vice efektivni v stimulaci

estrogennich odpovédi (Holoubek, Cadové; 2001).

5.5 Alkaloidy s estrogennim tucinkem

Mezi latky s estrogennim uc¢inkem muzeme zafadit i trigonellin. Je to alkaloid
vznikajici metabolickou pfeménou vitaminu niacinu (kyseliny nikotinové), obsazen
vtadé 1éCivych rostlin; nejznaméjsi z nich je tfeba piskavice fecké seno
(Trigonella trebfoenum graecum). Podle botanického nazvu svého zdroje ziskal sviyj

trivialni ndzev trigonellin.

Obr. 9 Trigonellin

Zdroj:( Kucera, Fait; 2011)

Jak muizeme vidét na obrazku, strukturou se steroidnim latkdm nepodoba.
Chemicky je to 1-methylpyridinium-3-karboxylat. Proto ptekvapilo, kdyz Clinton
Allred objevil u této latky estrogenni ucinky. Skute¢ny U€inek neni zatim znam. Chova
se v rizném prostiedi rizné, miZe byt stejné tak rizikovym (stimuloval rst nddorovych
bunék v koncentraci 100 pmol/l), jako i prospé€Snym cCinitelem. V Indii se dnes pouziva

jako soucast prirodnich preparath tlumicich G¢inky menopauzy (Petr, 2009).

5.6 Antiestrogeny

Bylo popsano, Ze fada environmentdlnich chemikalii a latek v potravinach
vykazuje tzv.antiestrogenni aktivitu, to znamend, Ze jsou potencialnimi inhibitory
estrogenem indukovanych efektl. Mnoho slabych estrogent, napf.bioflavonoidy,

mohou v nékterych koncentracich piisobit i jako antiestrogeny.
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Antiestrogeny jsou podle definice latky =zeslabujici normalni puasobeni
endoestrogenti. Inhibuji plisobeni estrogenti tim, Zze soutézi s 17B-estradiolem
o estrogenni receptor. Mnoho halogenovanych aromatickych sloucenin a dioxind,
jako TCDD, vykazuji antiestrogenni vlastnosti, ale jejich ptisobeni je mediovano vice
skrze neestrogen-receptorovym mechanismem, stejné tak jako antiestrogenni ptisobeni
hormone vyskytujicich se v potravinach (Safe, Gaido; 1998).

Antiestrogenni aktivita mtze byt Skodliva, jestlize blokuje ptisobeni estrogenti
behem sexudlni diferenciace nebo v puberté. Ale jinak se natiestrogenni aktivita vyuziva
predevs§im pii 1écbé rakoviny zplUsobené nespravnym pusobenim estrogentl.
Mezi pouzivané antiestrogeny patii tfeba tamoxifen, efektivni ve vSech stadiich
rakoviny prsu a v soucasné dob¢ se testuje, zda-li jej nelze vyuzit i k prevenci vzniku
nadoru. Patii do velké skupiny syntetickych nesteroidnich antiestrogenti, které ptisobi
jako cCasteény agonista estrogenni aktivity. Naproti tomu tzv. Cisté antiestrogeny
kompletné blokuji estrogenni aktivitu, proto mohou byt efektivnéjsi pti 1écbé rakoviny

prsu. (Holoubek, Cadova 2001).
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6 VZNIK A METABOLICKE CESTY

Nejveétsi mnozstvi fytoestrogent Ize v nasich podminkach nejsnadnéji zkonzumovat
v s6ji a vyrobkll z ni, vedle lipidd, sacharidi a proteinii jsou boby bohaté pravé
na isoflavony, fytaty, saponiny, fytosteroly, vitaminy a mineraly. Je zajimavy i piiznivy
vliv B- conglycininu (protein), podobné jako fytosterold, nikoliv vSak glycininu,
na zlepSeni lipidogramu (Moriyana et al., 2004; Kohno et al., 2006). Ptiblizné¢ 90%
celkového mnozstvi isoflavoni je pfitomno v kotyledonu a zbylé mnozstvi
v hypokotylu. Zatimco mnozstvi isoflavonti obsazenych v kotyledonech kolisa zavisle
na teploté v dob¢ sbéru (klesd timérné€ se zvysujici teplot¢), koncentrace v hypokotylu
zUstavaji prakticky neménné pii riznych teplotach. Celkovy obsah isoflavoni mize téz
velmi kolisat, a to v rozmezi 1160-3090 pg/g, ¢i ve vztahu k odlisné péstitelské lokalité
460-1950 pg/g (Mebrathu et al., 2004). Vliv ma také teplota, pfisun vody a zivin,
pritomnost sktidct a tieba 1 doba slune¢niho svitu.

Genistein a daidzein jsou pfitomny v neaktivni formé B-D-glykosidi
oznacovanych jako genistin a daidzin. Po perordlnim wuziti jsou glykosidy
hydrolyzovany bakterialnimi B-glukosidazami v tenkém stfevé na biologicky U¢inné
aglykony, jez podléhaji absorpci. Nicméné daidzein miZze byt dale v travicim traktu
metabolizovan na equol a O- demethylangolesin (O-DMA) a genistein na p-ethylfenol
a 4- hydroxyfenyl- 2- propionovou kyselinu. VSechny tyto latky, s vyjimou posledné
zminéné, je pak mozné detegovat jak v krvi, tak 1 v moc¢i. Schopnost pfemény daidzeinu
na equol je druhové specifickd a zdroven odrazi slozeni stfevni flory (napomoci
hydrolyze mohou i né¢které probiotické bakterie vcetné napi.rodu Bifidobacterium

(Raimondi et al., 2009).

Zatimco napfiiklad vSichni hlodavci jsou producenty equolu, v lidské populaci
se jedna o pouhych 30-50% (Atkinson et al., 2005). Aglykonické formy se vSak mohou

vstiebavat jiz v Zaludku, duodenu ¢i proximalnim jejunu (Yuan et al., 2007).

U osob nekonzumujicich séju se plasmatickd koncentrace isoflavonti obvykle
pohybuje v fadu nanogramil na litr, avSak pfi uziti stravy bohaté na isoflavony se jejich
koncentrace vyrazné zvysuje, a to az o tifi fddy. U zdravych jedincl se isoflavony
vstiebavaji velmi rychle s dosazenim vysokych hodnot biologické dostupnosti.
Maximalnich plasmatickych koncentraci tak byvé dosazeno v pribéhu 4-7 hodin

v ptipad¢ aglykont (detegovat v krvi je mozné je jiz po 0,5-2 h); hovotime-li o jejich
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glykosidické formé, pak se jedné o 8-11 hodin. Klicovym krokem pro jejich vsttebavani
je tedy inicialni hydrolyza glykosidu. Vétsi aktivitu B-glukosiddz pfitom maji osoby
s chronicky zvySenou konzumaci so6ji. (Wiseman et al., 2004). Absorpci vSak
muze vyznamné ovliviiovat t€Z slozeni stfevni flory, slozeni stravy, piijem stravy
¢i napt.stfevni pasaz. Isoflavony, které jsou posléze vylucovany zluéi do stieva,
podléhaji enterohepatalni cirkulaci. Biologicky poloc¢as daidzeinu je 9,3 a genisteinu 7,1
hodin (Yuan et al. 2007).

Jak je uvedeno vyse, equol neni rostlinného ptivodu, ale vznikd z daidzeinu
vyhradné ptisobenim stievni mikroflory. Pravé na tuto latku se v posledni dobé soustredi
zajem védcl, nebot’ byla prezentovana hypotéza, Ze schopnost jedince preménovat
daidzein na equol mulze byt klicovym faktorem pro klinickou U¢innost sdjovych
isoflavonil, kterd je vyssi u tzv. producentl equolu. V poslednich studiich bylo zjisténo,
ze equol je in vitro vice bioaktivnéjsi nez jeho prekurzor daidzein a ma vyssi
estrogenicitu, je ucinngj$i antioxidant a vykazuje antiandrogenni vlastnosti
(Setchell et al., 2009).

Na zéklad€ uvedenych informaci je celkem pochopitelné, ze vychodni (asijska)
¢ast populace, u niz s6ja tvoii po nékolik staleti pfirozenou soucast jejich jidelnicku,
dokaze prfeménovat daidzein na equol a tak je schopna vyuzivat benefity, které¢ piijem
isoflavont pfinasi, a Ze zapadni ¢ast populace tuto schopnost béZné¢ nema. Bylo tedy
prokdzano, ze v populaci existuji podstatné inter-individudlni rozdily v urovni
bakterialniho metabolismu isoflavont ve stievé (Rowland et al., 2000).

Equol se diky pfitomnosti chirdlniho uhliku ve své molekule mtze vyskytovat
ve dvou biologicky ucinnych formach, a to jako S-(-) equol a R-(+) equol. S-(-) equol
ma vysokou afinitu k estrogenovym receptorim ER-beta; oba diastereoizomery
moduluji ucinky androgenli (antagonizace pusobeni dihydrotestosteronu); analogicky
pusobi 1 samotny genistein (Basak et al., 2008). Oba enantiomery se rychle vstfebavaji
lépe se ale absorbuje R  forma, ve stievé vznikd pfedevSim S forma
(Setchell et al., 2005). V piipadé, Ze jsou oba izomery podany per os ve form¢ racematu,
absorpce je pomalejsi a dosazené plasmatické koncentrace jsou nizsi
(Setchell et al., 2009).

Schopnost nekterych osob vytvéret equol tak miize byt determinujici nejenom
z hlediska terapeutické ucinnosti isoflavontl, ale do urcit¢é miry by mohla korelovat

i s rizikem nezadoucich ucinkl. Ukézalo se, Zze vys$i procento producentek equolu je
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mezi Hispankami ¢i u Zen s vysSim sklonem k zacpég; piekvapivé byla pozorovana
i korelace s vyssim vzdélanim (Atkinson et al., 2008).

Za equol producenta je povazovan jedinec, jehoz plasmatické koncentrace
equolu dosahuji hodnot >83 nmol/l; za jasného non-producenta pak osoba s koncentraci
<40 nmol/I (analogické zhodnoceni je mozné provést rovnéz na zakladé vysetfeni moci,
kde v pripadé equol-producenta je mnozstvi equolu vyssi nez 1000 nmol/l)

(Yuan et al., 2007).

Mechanismus ucinku isoflavonti vzhledem k jejich strukturni podobnosti s 17f3-
estradiolem spociva v jejich selektivni vazbé na estrogenové receptory, které moduluji.
Zatimco genistein, daidzein a equol maji relativné silnou afinitu k estrogenovym
receptorim (ER), O-DMA ma tuto afinitu velice nizkou, bez schopnosti pusobit
estrogenné. Podobné i p-ethylfenol je hormonalné¢ zcela neaktivni. Findlni G¢inek zalezi
na mnoha faktorech, kromé¢ tedy konkrétniho typu isoflavonu hraji vyznamnou roli

i slozeni stfevni mikroflory (Nesporova, 2012).
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7 VLIV NA LIDSKY ORGANISMUS

Od doby, kdy védci detekovali v lidské moci a krevnich vzorcich fytoestrogeny, vime,
ze tyto slouceniny mohou byt metabolizovany a absorbovany v naSich télech.
Ve skute¢nosti mohou fytoestrogeny po pozieni podstoupit v naSem téle nékolik
moznych cest; mohou byt vylouceny, absorbovany nebo se mohou degradovat do
dalSich metabolitli, které jsou také potencionalnimi fytoestrogeny (LapcCik, Stéarka;

2004).

O estrogenech je znamo, Ze maji velmi dilezitou roli v fadé fyzilogickych dé&ju,
pfi¢emz nejzasadnéjsi je jejich vliv na reprodukéni systém a sexudlni chovani; ptesto je
vSak znam 1 jejich vztah k remodelaci kosti nebo napt. ke kardiovaskularnimu systému

apod. (Kucera, Fait; 2011).

Je t€zké odhadnout, tfeba pouze na zéklad¢ strutury, jak se latky budou chovat,
jednou jako by to estrogeny byly, jindy zase ne. V jadie i na povrchu bunék existuje
vice typl receptorti. Zatimco o povrchovych receptorech pro estrogeny toho dosud moc
nevime, jaderné jsou prostudovany docela dobfe. Strukturu prvniho estrogenniho
receptoru, oznaCované¢ho ER-a, zname od roku 1986, v roce 1996 byl objeven ER-f3

(Lapéik, Starka; 2004).

Oba receptory maji témet totoznou cast, ktera odpovida za vazbu na DNA,
a podle vSech dosavadnich pozorovani opravdu ovliviiuji stejné geny. Zato vazebna
mista pro hormon se vyrazné lisi. Estradiol méa vici obéma receptorim téméi stejnou
afinitu a oba je aktivuje. Naproti tomu ostatni latky jsou Casto vybiravé a vazou
se vyrazn¢ 1épe do receptorti jednoho typu. (Pro fytoestrogeny je to az na vzacné
vyjimky ER-B.) Vazba sama ale nerozhoduje o tom, jakd odpovéd’ bude. Nékteré
estrogenn¢ ucinné latky aktivuji jenom jeden z receptorti, na druhy se vazou tak, Ze jej

inaktivuji (Weil, 2012).

Podle Terrance Grahama, Ph.Dr., ze statni university v Ohiu,bylo na védeckém
metodickém sympoziu o fytoestrogenech v zafi 1997 v Tusconu, Arizona, podano
vysvétleni, ze vedle hormondlni regulace bunék, isoflavony funguji také jako rostlinné
ATB s antiplishovym ucinkem. Genistein a daidzein jsou isoflavonové molekuly
obsahujici cukr. V pribéhu zazivani stfevni bakterie bud’ rozstépi nebo useknou

molekulu cukru vytvatejici stale vice genisteinu a daidzeinu (Challem, 1998).
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V poslednich letech se zvySend pozornost védeckého vyzkumu zaméiuje
ina latky, které naruSuji endokrinni systém, EDCs (endocrine disruptor chemicals),
do kterych se tadi pravé i fytoestrogeny. Dosud se vyzkum zaméfoval predevSim
na jejich sledovani v raznych druzich rostlinnych zdroji, byly vypracovany metody
jejich stanoveni v humanni moci, plazmé, “s6jovém” a matefském mléku. Stale je vSak
malo informaci o vyskytu fytoestrogenii v potravinach, zvlasté pak v potravinach
zivo¢iSného pivodu a chybi udaje o odhadu expozice témto sloucenindm u citlivé
populace, napt. u déti. Velky zajem je proto o odhad vyskytu fytoestrogenii v kravském
mléku, nebot’ se pfi vykrmu zvifat zvySuje pouzivani mouky z rGznych rostlinnych

zdroji, které obsahuji velkd mnozstvi isoflavont.

Isoflavony pfimo ¢i neptimo snizuji hladinu cholesterolu, inhibuji ztratu kostni
hmoty, zmirfiuji menopauzalni symptomy u zen a vykazuji i urcitou protirakovinovou
aktivitu. K prokazani klinického efektu je postacujici i pouha jedna porce sdjovych

potravin (Salek sdjového mléka, nebo 1/2 salku tofu) (Kopackova, 2011).

7.1 Menopauza

V Zenském téle se ptirozené tvoii estron (C3) estradiol (C3 a C17) a estriol (C3,C16
a Cl17), pficemZ nejsilnéjsi Gc€inek z téchto tfi estrogenti vykazuje estradiol (E2).
Zatimco estradiol je nejcastéji se vyskytujicim estrogenem v téle negravidni Zeny, vySsi
koncentrace estronu (E1) jsou zjiStovany b&hem menopauzy a estriolu (E3) naopak
béhem tehotenstvi) VSem je spolecny jejich prapivod z muzskych pohlavnich hormoni,
a sice z testosteronu (17B-estradiolu). 17B-estradiolu jsou podobné strukturou pravé
fytoestrogeny. (Kucera, Fait; 2011). Produkce estrogenti v dobé pfechodu prudce klesa.
To mé dopad na fadu tkani; dojde k ubytku kostni hmoty (osteoporédza), ztenci se klize
i sliznice, zméni se kvalita cév; nepfiznivé zmény se tykaji i mozku, zejména
kognitivnich funkci. U tfetiny Zen jde o zmény, které vedou k Castym zlomeninam,
cévnim komplikacim a infarktim. Disledkim ubytku estrogent je moZné predchazet
tim, Ze se chybé&jici hormony té€lu dodaji jako léky. Hormonalni nahradni terapie
(HRT, Hormone Replacement Therapy) byla zavedena uz pred ptl stoletim a postupné
se rozsifila na zna¢nou ¢ast populace Zen v prisluSném véku. Starnuti ale pfindsi také
riziko cCastéjSiho vyskytu karcinomu prsu a délohy. Pro tyto nddory jsou estrogeny
rustovym faktorem podobné jako pro tkané, od nichz jsou odvozeny. Statistiky, které
hodnoti zdravotni pfinos hormonalni nahradni terapie jinak vesmés kladn¢, ukazuji, ze

vyskyt nadort prsu a délohy se pii ni pon¢kud zvysuje (Kucera, Fait; 2011).
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Isoflavonti se s Uspéchem vyuziva pfi 1é€bé menopauzélnich symptomil u Zen,
ato z davodu jejich estrogenni aktivity, pomahaji snizovat uUbytek kostni hmoty
pii osteopordze a dale naptiklad snizuji hladinu celkového cholesterolu v krvi. Kromé
jiz zminovanych vlastnosti se isoflavoniim piipisuje protektivni ucinek spocivajici
v ochran¢ pfed nekterym typem rakoviny napf. rakoviny prsu u Zen, rakoviny prostaty
u muzi a rakoviny tlustého stfeva, u¢innost isoflavoni byla zaznamenana i v piipadé
redukce metastaz (Adlercreutz, Mazur; 1997). Piestoze vétSina studii zaznamenala
protektivni ucCinky isoflavonti, v n€kterych vyzkumech se poukazuje na spojitost mezi
vysokou hladinou estrogenti a rizikem vzniku rakoviny prsu u zen. Nékolikaprocentni
zvySeni (obecné nepfili§ vysokého) rizika karcinomu prsu a délohy se jevi jako
pfijatelnd cena za zmirnéni témét jisté osteopordzy a dalSich vysoce pravdépodobnych
komplikaci. N¢kdy je ale toto riziko dost velké samo o sob€ — kvili rodové dispozici

nebo predchozim (Kucera, Fait; 2011).

Resenim mohou byt estrogeny pasobici jen na uréité cilové tkang. Piirodnimi
selektivnimi modulatory receptorli estrogenu (SERM, Selective Estrogen Receptor
Modulators) jsou 1 fytoestrogeny. Jako castecnd alternativa k hormondlni ndhradni
terapii piipadaji v uvahu hlavné izoflavony ze s6ji a dalSich bobovitych, bud’ jako
pravidelnd sloZka jidelnicku, nebo jako potravni doplnék ve formé koncentrati.

Dosavadni vyzkumy jsou optimistické.

V Asii se sOja konzumuje snad jiz poslednich 5.000 let. Podle vSeho soja
zmenSuje riziko rakoviny prsu a riziko rakoviny pohlavnich organi a nema nechténé

vedlejsi ucinky jako 1éky (Lapcik, Starka; 2004).

V soucasnosti se epidemiologové zaméfili na konzumaci sojovych potravin
jako na nejvéEtsi rozdil mezi asiaty a ameriCany. Asijské Zeny, které konzumuji tradi¢ni
jidlo s vysokym obsahem s6ji maji relativné velmi nizky vyskyt rizika rakoviny prsu,
ale jejich riziko se zvysi, jestlize se adaptuji zpiisobu stravovani v USA. Podobné asiati
— muzi, ktefi konzumuji jidlo s vysokym obsahem s6ji maji velmi malé procento rizika

rakoviny prostaty.

U skupiny Zen v postmenopause a zdravych muz ve véku 20-40 let bylo
zjisténo, ze vylucovani isoflavonu v moci byla vysoka, pokud byl podavan tempeh
(vyroben fermentacn¢) - fermentace tedy pradépodobné zvysuje biologickou dostupnost
isoflavonu v s¢ji. Navic bylo prokdzano, ze kdyby zeny pfiijimaly isoflavony jen

kratkodobé&, nebyl by Ucinek tak vysoky, nebot’ pifi kratkodobé expozici byl daidzein
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a genistein vylucovan o 1/3 vice, nez pfi delSim uzivan. Potvrdilo se, ze vylu¢nost
daidzeinu a genisteinu po ctyiech tydnech kazdodenni konzumace sdji poklesne u zen
031 az 42 % a zéroven se zkrati polocas absorpce a vyluCovani. Naproti tomu
vylucnost equolu vyznamné vzrostla. Zda se, Ze chronicka expozice isoflavony zptsobi
u zen rychlejsi metabolickou degradaci za vzniku neisoflavonovych metabolitii (equol)

(Setchell et al., 2009).

7.2 Vliv na vyvoj

Vznik rakoviny, je ddn zménami v genotypu, které se projevuji transformaci normalni
buiky na maligni. Ukazalo se, Ze steroidni hormony jsou zodpovédné za vznik
chromozomovych abnormalit v tkanovych kulturach. Navic, u diethylstilbestrolu (DES)
a estradiolu byly prokdzany genové mutace a inhibice mitosy v in vitro bunéénych
kulturdch. Dalsi studie potvrdily, ze estrogen muze indukovat dva typy genetickych
zmén, numerické chromozomové zmény (aneuploidy), které nepiedstavuji poSkozeni
DNA, a strukturalni chromozomové aberace, které piedstavuji potencialni riziko.
Estrogenni latky mohou prochazet placentou nebo mohou ptechdzet z matefského
mléka donovorozence a byt tak potencialni rizikem vzniku rtiznych abnormalit
v estrogen-cilovych tkénich u potomki obou pohlavi. Tyto abnormality zahrnuji
rakovinu prsu, endometridozu, adenokarcinom délohy u samic¢iho pohlavi, ddle zmény v
pohlavni diferenciaci, a u sam¢iho pohlavi snizeni po¢tu spermii, benigni hyperplazii
prostaty, rakovinu prostaty a varlat a s tim spojené reproduktivni problémy. Biologicka
aktivita pfirozenych estrogenti je dana ovlivnénim jaderného receptorového proteinu,
neboli jsou to ligand-faktory indukujici transkripci genu stimulaci genové regulace
v pfislusnych  bunikdch. Analyzou receptor-vazebné aktivity se zjistilo, Zze

environmentalni estrogeny ptisobi stejnym mechanizmem (Holoubek, Cadova; 2001).

7.3 Proliferace

Estrogeny jsou latky schopné vyvolat mitotickou stimulaci tkani zenského genitalniho
ustroji. Proto sledovani bunécné proliferace je diillezitym kli¢em pii urcovani a odhadu
estrogenity. Méame-li ur€it, zda-1i je urcita latka estrogenni, musi byt sledovana jeji
schopnost indukce proliferace bun€k cilovych tkani estrogenni odpovédi. Screening
estrogentl pomoci samcich tkani neni mozny, jelikoZ byla popsana indukce mitotického
déleni pouze u samicich sekundarnich pohlavnich orgdni. U samcli a u muzi

se ptredpoklada ovlivnéni plodnosti na zékladé ptsobeni estrogenti. Plodnost je pak
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ovlivnéna negativni zpétnou vazbou inhibici gonadotropint

(Holoubek, Cadova; 2001, Rizner, Winterhager; 2009).

7.4 Role v ochrané proti rakoviné

Nékteré difenolické fytoestrogeny s hormonalni aktivitou maji antikarcinogenni G¢inky,
jsou to predevsim isoflavonoidy a lignany. Krom¢ mnohokrat zminéné sdji a ostatnich
potravin s isoflavony, 1ze celkem dobfe konzumovat v nasich oblastech lignane v mnoha
ofesich. Rostlinné lignanové a isoflavonoidové glykosidy jsou stfevnimi bakteriemi
pfevadény na slouCeniny se slabou hormondlni estrogenni aktivitou, ale také
s antioxidacéni aktivitou; maji tedy nejenom vliv na metabolismus pohlavnich hormont
jejich biologickou aktivitu, ale ovliviuji také intracelularni enzymy, syntézu proteint,
pusobeni ristového faktoru, proliferaci malignich buné¢k, diferenciaci. Epidemilogické
studie tot zjisténi potvrdily, jelikoz nejvyssi hladiny téchto sloucenin jsou piitomny
v potravé v téch zemich ¢i regionech s nejniz$im vyskytem rakoviny. Za zminku stoji,
ze antibiotika snizuji vznik estrogennich a antikarcinogennich latek z rostlinnych

prekurzori ve stfevech (Kao et al., 1998; Holoubek, Cadova 2001).

Rakovina prsu a prostaty mnohem méné prevazuje v zemich Dalného vychodu,
kde je nadbytek sojovych fytoestrogenil ve stravé, v porovnani se zemémi zapadnich
civilizaci. Emigraci lidi z okrajovych oblasti Pacifiku do Spojenych stati prokazuje
zvyseni rizika rakoviny prsu a prostaty. Narast poctu rakovin prostaty se déje v ramci
stejné generace, zatimco rakovina prsu u zen je pozorovana v nasledujici generaci

(Andersen et al., 20006).

Isoflavonoidové fytoestrogeny se vaZzi na estrogenovy receptor a vykazuji slabé
estrogenni ucinky. Nekteré isoflavonoidy a lignany soutézi o vazebné misto receptoru
s estrogenem. Mnoho rostlinnych lignani ma antikarcinogenni, antiviralni, baktericidni
a fungistatické ucinky. VétSina lignanli a flavonoidl jsou pouze slabymi inhibitory
rakovinotvornych procest, ale diky znaéné velkému obsahu v rostlinné stravé je
zajiSténa jejich dostatecnd koncentrace v organismu, aby se snizilo riziko vzniku
estrogen-dependentni rakoviny. Zda se, Ze lignany a isoflavonoidy maji protektivni roli
vuci neékolika typim rakoviny (rakoviny prsu, prostaty, tlustého stteva). Také se zda, ze
pusobi jako prevence kardiovaskuldrnich chorob a osteopordzy, diky svym estrogennim

a antioxida¢nim efektim. (Holoubek, Cadova; 2001; Reinli, Block; 1996)
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7.5 Vliv na kazi

Z vysledkii nékterych dosud provedenych studii vyplyva ptiznivy vliv peroralné
podavanych sojovych isoflavonii ve formé aglykoni (40 mg/den) na proces starnuti
kiize u zen stfedniho véku (Izumi et al., 2007). Ttebaze podobnych vysledkli bylo
dosazeno rovn€z pti uzivani isoflavont jetele lu¢niho, teprve nedavno byla publikovana
pilotni studie hodnotici UCinky so6jovych isoflavoni v tomto kontextu
u postmenopauzalnich zen. Tebaze studie probéhla na 30 Zenach s davkami 100 mg/den
po dobu Sesti mesicti mésict, ukazalo se, ze isoflavony vedly k signifikantnimu zesileni
tloustky epidermis (hodnoceno v glutedlni oblasti), a to za snizeni papilarniho indexu.
U vétSiny Zen doslo rovnéZ k navySeni poctu elastickych vldken 1 mnoZstvi kolagenu
vdermis, ve kter¢é byla soucasné pozorovana zvySend tvorba kapilér

(Accorsi Neto et al., 2009).

7.6 Kardiovaskularni onemocnéni

V porovnani dostupnych a spolehlivych dat vyslo uz diive najevo, ze pravdépodobnost
vyskytu nadoru v asijskych zemich je 20 krat nizsi, nebot’ se jedna o geografické oblasti
s kuchyni bohatou na luSténiny a so6ju pfedev§im, a podobny zijem vyvolal
I resveratrol, ovSem ne v souvislosti se sniZzovanim poctu nadorovych onemocnéni, ale

v souvislosti s tzv.francouzskym paradoxem, ; tj. Niz8§i imrtnost na koronarni a srde¢ni

nemoci a urcité¢ druhy rakoviny ve Francii (Moravcova, 2008).

Fytoestrogeny mohou mit pozitivni vliv na srdecni onemocnéni prostfednictvim
snizovani koncentrace lipidl a lipoproteini v plazmé. SniZovani hladiny cholesterolu
u zvifat séjovymi proteiny je znamé uz delsi dobu, ale u ¢loveka byl tento vliv popsan
nedavno. Nejvyssi ucinek byl zaznamenéan u téch dobrovolnikl, ktefi méli na zacatku
pokusu nejvyssi hladinu cholesterolu. To muze byt divod, pro¢ jiné studie vliv
fytoestrogenii na sniZovani cholesterolu nenalezly. Ani pozitivni vysledky dalSich
pokusti nepfinesly jednoznacnou odpovéd’, nebot’ v nekolika ptipadech byly pfipsany
Spatnému vybéru a velikosti sledované skupiny osob, pfipadné jinym slozkam
podéavaného ptipravku nez isoflavonim.

V mladych obilninach se vyskytuji latky, které pti kliceni prechazeji na derivaty
oxazolinu; tyto latky nevykazuji sice aktivitu estrogentl, ale podporuji sekreci estradiolu
z vajeCnikl, coz vyvolavd dojem estrogenni aktivity. Za zaznamendni stoji vyvoj

a schvaleni tradi¢ni potraviny, chleba obohaceného s6jou. V USA byl schvalen specialni

44



druh chleba s pfidavkem s6ji jako funkéni potraviny a povoleno zdravotni tvrzeni
"konzumace tohoto chleba snizuje riziko srde¢nich onemocnéni". Ptiznivé zdravotni
ucinky se udajné projevi pii spotiebé 25 g sdjovych bilkovin denné€, chleba poskytuje
6,25 g sojovych bilkovin v jedné porci. Obsah isoflavonii dava chlebu potencialni

ucinky proti rakoving (Kucera, Fait; 2011)

Isoflavony s6ji mohou stabilizovat LDL lipoproteiny proti oxidaci, u niz
se predpoklada, ze probiha v artériich a je povazovéana za jednu z moznych pficin
vzniku aterosklerézy. Kumestrol je 0U¢inngj$i inhibitor oxidace nez 17p-estradiol,
zatimco isoflavony byly ucinné mén€. Vezmeme-li v uvahu, ze isoflavony zlepSuji
vasodilataci uZen v postmenopauze, jsou jasnymi kandidaty pro U¢innou prevenci

aterosklerosy. (Kucera, Fait 2011).

7.7 Mechanismus ucinku isoflavonu

Isoflavony jsou povazovany za nesteroidni estrogeny. Jsou neuvéfitelné podobné
v chemické struktufe estrogenu, ktery produkuje Zenské t€lo, ale lii se na druhou stranu
natolik, Ze nejsou plné€ jako steroidni hormony. V relativni absenci pravého estrogenu

se snazi isoflavony mit efekt jako estrogen.

Védci dokazuji, ze aktivita sojovych isoflavonti
pusobi ¢tyfmi zpiisoby :

e jako estrogen a antiestrogen

e jako pohlcovac rakovinovych enzymu

e jako antioxidant

e jako zvySova¢ imunity

Isoflavony tedy také pracuji jako antiestrogeny, takze jsou v opozici k estrogenu

a mnoho védcu véri, ze to je diivod, pro€ se snizuje riziko rakoviny prsu a endometridlni
rakoviny. Genistein, ktery mé pouze jednu tisicinu hormondlni aktivity z estrogenu,
zachycuje do prsnich bunck estrogenové receptory a tim zabrafiuje uchyceni vice
potentnich zenskych hormont.VSeobecné feceno, jestlize ma Zena malou produkci
estrogenu (po hysterektomii nebo v postmenopauze) isoflavony se mohou pfipojit
do oteviené strany estrogenové sbérné bunky a produkovat velmi slaby estrogenovy
efekt. KdyZ je mnoho estrogenu (napi. v prubéhu PMS — menstruace) mohou isoflavony
soutézit s prirodnim estrogenem o stény receptort a jelikoz jejich efekt je ve srovnani

velmi slaby, vyrazné¢ zmensi efekt estrogenu. Enzymatické zpomalovace rakoviny.
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Isoflavony také snizuji riziko rakoviny tim, Ze pohlcuji aktivitu enzymu tyrosin kinazy,
ktery podporuje rust rakovinovych bunék. Nékteti védci, vcetné Davida T. Zavy
z Public Health Foundation, California, Berkeley vé&ii, Ze pohlceni tyrosin kindzy je
zékladni antirakovinovou funkci isoflavoni. Ostatni védci ukazali, ze genistein je
antiangiogeneticky. Jako antiangiogenetickd substance blokuje rtst krevnich cév, kde
se nador chce rozrust.

Isoflavony mohou stejn¢ jako ostatni antioxidanty dlouhodobé snizovat riziko
rakoviny, preventivnim pusobenim proti volnym radikalim, které poskozuji
deoxyribonukleovou kyselinu (DNA). V souvislosti s vyzkumem p.Catheriny Rice-
Evans, mizeme konstatovat, ze genistein je nejsilnéjsi antioxidant mezi isoflavony, dale
nasleduje daidzein. Genistein mize také v organismu ovlivnit vy$$i produkci

superoxiddismutazy (SOD), silného antioxidantu, ktery potlaci superoxidové radikaly.

Genistein, jak se zda, také pracuje jako napodobenina SOD (supeoxiddismutazy)
vzhledem k vysledkiim studie o bunikové kultuie v Mount Sinai $kole mediciny, New
York. Dvé soucasné studie provedené tymem americkych a ¢inskych védci zjistily, ze
daidzein mulze snizit riziko rakoviny aktivovanim bun€k imunity. V experimentu
s laboratornimi krysami védci zjistili, Ze daidzein zvySuje aktivitu lymfocytl (T bunck)

a makrofagti (Phytoestrogen, 2009).

7.8 Vybrané piipravky s obsahem isoflavonii na naSem trhu

Isoflavony soji 1 jetele maji v nasi zemi v fadach nejen gynekologii nepochybné své
zastance, ale stejné tak 1 odplrce. Tiebaze vysledky vySe zminovanych studii
si v nékterych pifipadech do urcité miry protifeci, z farmakologického hlediska jsou
jejich ucinky jen obtiZzné zpochybnitelné. Prozatim je Ize vnimat alespoinl jako urcitou
alternativu ke standardni hormonalni 1€€bé zejména tehdy, jestlize pacientka tuto 1écbu
nemilze nebo odmita uZzivat, ovSem vzdy se zvazenim ocekdvaného poméru rizika

a potencialnich nezadoucich ucinkt (Fait, Sliva; 2011).

Na nasem trhu je k dostani uspokojujici vybér ptipravkll s vytazky z rostlin
s estrogennimi u¢inky, napt; ptipravek Mabelle s extraktem Inu seté¢ho a jetele lucniho,
Menoflavon s vyazky z Trifolium pratense, MenoMax s obsahem nejméné 40 mg
isoflavoni a 40 mg so6jovych saponinii, Minapent, Phyto Soya, Sarapis Soja
(Iyofilizovana vceli kaSicka s fermentovanym pylem a extrakty ze s6jovych bobil

a cerveného jetele) a dalsi (Fait, Sliva; 2011).
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Ze s0ji se v soucasné dob¢ vyrabi smés proteintl, ktera vSak obsahuje dalsi latky
ze sOji (mineralni latky, polysacharidy, tuky) a pak latky primarniho a sekundéarniho
metabolismu — tedy 1 isoflavony, predevsim daidzein, daidzin a dalsi latky. Koncentrat
je bézné k dostani v nasi zemi a uvadi se, protein se miize také ptiznivé uplatnit
u rakoviny prsu, diabetes mellitus, menopauzalnich symptomech a osteopordze. Jako
kontraindikace je vSak uvadéna pftecitlivélost na tuto surovinu hlavné v tehotenstvi
a kojeni a z divodu pfitomnosti isoflavonii nemé byt podavana détem. U aktivnich nebo
prodélanych estrogen-dependentnich novotvari se pouzivani tohoto proteinového
koncentratu nedoporucuje. Dale je v interakcich upozoriiovano na fakt, Ze mize nastat

kompetitivni inhibice s estrogeny (Opletal, 2011).
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8 METODY STANOVENI STEROIDNICH HORMONU ROSTLIN

Dle nazort odborniki pfiznivy vliv fytoestrogeni pfevazuje nad moznymi riziky.
Presto vSak rizika spojend s pifijmem fytoestrogennich latek neni mozné piehliZet,
obzvlasté v ptipadé mlad’at nebo déti. Z tohoto diivodu je tieba zavést metodu, ktera
by slouzila jak pro rychly monitoring pfitomnosti fytoestrogeni v rostlinnych
materidlech, tak pro piesné a citlivé stanoveni vyskytu téchto biologicky aktivnich latek.
Instrumentalni  technika ultra-a¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni detekci (UPLC-MS/MS), umoziiuje citlivé stanoveni Sirokého
spektra latek v ramci jedné analyzy béhem relativné kratkého casu, coz bude vyuzito
pro stanoveni biologicky aktivnich latek ve vzorcich (Hajslova 2014). Tato metoda byla
zdokonalena na detekci, separaci a kvantifikace steroidnich hormonti v rostlinném
materidlu. Mezi steroidni latky s povahou hormoni, které byly v rostlindch nalezeny,
patii brassinosteroidy a ekdysteroidy. Jejich zakladni strukturu tvoii — podobné¢ jako je
tomu u Zivoc¢iSnych hormontl — steranovy skelet. V rostlinach se vyskytuji bud’ volné,
nebo vazané. Zatimco volnou formu piedstavuji vSemozné steroly (steroidy s 3[3-
hydroxylovou skupinou a 17-alifatickym postrannim fetézcem) a oxysteroly (steroly,
jez maji atomem Kkysliku modifikovan A- ¢i B-kruh steranového skeletu, pfip.
I postranni fetézec), vazana forma je zastoupena riznymi typy konjugétii, zvlaste estery
steroll s nasycenymi 1 nenasycenymi kyselinami, méné¢ casto pak glykosid
(Kamlar et al., 2010). Jednd se tedy o vhodnd metodu zcela aplikovatelnou

pro stanoveni fytoestrogenil ve vzorcich potravin.

8.1 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (Brs) jsou tfida rostlinnych polyhydroxysteroidd, které byly
ustanoveny jako novy druh fytohormonl hrajici dileZitou roli ve vyvoji rostliny.
Brassinosteroidy se vyskytuji ve velmi nizké koncentraci napii¢ celou rostlinnou fisi.
Byly detekovany ve vSech rostlinnych organech (v pylu, praSnicich, semenech, listech,
stoncich kotenech, kvétech a semenech). Molekuldrni mechanismus ucéinku je stéale
nejasny, nicméné jeden mozny argument zvazuje, vzhledem ke struktuie, neboot’ prave
strukturou jsou piibuzné zvifecim a hmyzim steroidnim hormoniim, a tak Ize
predpokladat, ze v rostlinach reaguji po navazani na sterol binding protein (SBP), ktery
se dopliiuje s receptorem v membrang, ale neni vylouCena ani pfima vazba Brst

na membranovy receptor samotného.
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Dosud identifikovanych 69 brassinosteroidi maji spole¢ny 5-alfa-cholestan
v kostie, a jejich strukturni variace se lisi podle druhu a orientace kyslikii v kruzich A
a B. Co se tyCe oxidace B-kruhu, Brs jsou podle néj rozdéleny do 7-hexalakton, 6-keton
a 6- deoxo (non-oxidovany) kruh.Tyto steroidy mohou byt klasifikovany jako C27, C 28
nebo C29 BRS v zavislosti na alkyl-substituci na C-24 v postrannim fetézci.

Brassinosteroidy jsou pro rostliny specifické steroidni hormony se silnymi
vlastnostmi podporujicimi zahajeni ristu. Od doby, kdy byl objeveny prvni, nejvice
aktivni brassinosteroid, nazyvany brassinolid (BL), vice nez 50 BL analogl byly
identifikovany napfi¢ rostlinnou #isi

BRs ptisobi na vice procest v pribéhu celého Zivotniho cyklu rostliny, véetné
kli¢eni, prodlouzeni kofene a stonku, cévni diferenciac, plodnost, nacasovani starnuti

a kveteni a odolnost vii¢i biotickych a abiotickych strest.

Brassinosteroidy jsou strukturné piibuzné zvifecim a hmyzim steroidnim
hormontim, intenzivni vyzkum se zamétenim na brassinosteroidy odhalil, Ze vyvolavaji
Siroké spektrum fyziologickych a morfologickych reakci v rostlindch, vcetné
prodlouZeni kmene, listli ohybani a epinastie, indukce biosyntézy ethylenu a aktivace
protonové pumpy, syntézu nukleové kyseliny a proteinli, regulace asimiliace
karbohydrati, alokaci a aktivaci fotosyntézy. Navic se ukazalo, ze Brs mohou ochranit
rostliny pfed mnohymi biotickymi a abiotickymi stresy, jako tfeba ty, které jsou

zpusobené koncentraci soli, vysokou teplotou a tézkych kovt.

Brassinosteroidy jsou také pfitomny v hmyzu a plisnich rostlin rodu
Agrobacterium, napt. Castanea crenata, Distylium racemosum, Catharanthus roseus.
Tyto rostliny maji vetsi koncentraci brassinosteroidli, neZ ostatni. Také bylo
pozorovano, ze mladé rostouci tkan¢ obsahuji vyS$si koncentrace brassinosteroidi nez
vyzralé tkdné. Pylovd a nezrald semena jsou nejbohatS$im zdrojem brassinosteroidii
srozpétim od 1- 100 pg/kg cCerstvé vahy, zatimco stonky a listy maji obvykle niZsi

mnozstvi od 0,01 — 0,1 pg/kg.
8.1.2 Chemicka struktura brassinosteroidi
Do vySe zminénych skupin mohou byt klasifikovany na zéklad€ substituentu

v postranim fetézci. Tento postranni fetéz ve struktufe molekuly je spole¢nym znakem

rostlinnych sterolii. Vzhledem k bo¢nimu fetézu cholestanti, brassinosteroidy jsou
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rozdéleny do 11 typti s odliSnymi substituenty na C-23, C-24 a C-25
(Shamsul and Ahmad; 2011).

8.2 Ecdysteroidy

Ecdysteroidy jsou latky, které byly nalezeny v nahosemennych, krytosemennych,
houbach, tasach a urcitych motskych organismech, navic dale v ¢lenovcich a dalSich
bezobratlych organismech.

Jsou urcitym zplsobem piibuzni s brassinosteroidy, napt. pokud jde o piisobeni téchto
steroidnich hormont na rast rostliny, dale v jejich chemické struktute, ackoliv je
oc¢ividné, Ze tato podobnost neni tak silnd, pokud zvazime 3D-uspotadani molekul.

Od casnych 90.et je zde rapidni nariist zajmu ohledné potenciondlniho dopadu

narusujiciho endokrinni systém lidi (Smagghe, 2009).

8.3 Techniky stanoveni

Pro studium flavonoidnich latek bylo ovSem zdkladem mit prostfedky pro jejich
separaci a izolaci. V dfivéjsi dob¢ byly hlavnimi technikami tenkovrstva chromatografie
(TLC), polyamidovéa chromatografie a papirova elektroforéza. Z téchto metod se dnes
pouziva jako jedind uz jen tenkovrstvd chromatografie. Nicméné vétSina neddvno
publikovanych praci odkazuje stale vice na kvalitativni a kvantitativni aplikaci vysoce-
ucinné kapalinové chromatografie HPLC. Flavonoidy mohou byt oddéleny,
kvantifikovany a identifikovany pomoci operace spojené s HPLC, jako je UV detektor,
hmotnostni detektor nebo i za pouziti detektoru nuklearni magnetické resonance (NMR)
a celkem neddavno si ziskala pozornost technika kapilarni elektroforéza

(Andersen et al., 2006).

Flavonoidni latky mohou byt degradovany c¢innosti enzymd, je-li material
Cerstvy nebo nesuseny. Je proto vhodné pouzivat susené, lyofilizované nebo zmrazené
vzorky. Pokud je pouzit Cerstvy material, je obvykle rozemlet na praSek. Pro extrakci se
voli rozpoustédlo v zavislosti na typu pozadovaného flavonoidu. Je velmi dilezité
zvazit polaritu. Méné€ polarni flavonoidy (isoflavony, flavanony, methylované flavony
a flavonoly) jsou extrahovany chloroformem, dichlormethanem, diethyl éterem
nebo ethyl acetdtem, zatimco flavonoidni glykosidy a vice poldrni aglykony jsou
extrahovany alkoholem nebo smési alkoholu a vody. Glykosidy maji zvySenou
rozpustnost ve vod¢ a proto se vice hodi vodné roztoky alkoholii. Pievazna ¢ast extrakci

flavonoidll z materialu se stale provadi jednoduchou pfimou extrakci rozpoustédlem.
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Rozemlety rostlinny material miize byt rovnéz extrahovan pomoci Soxhletovy
aparatury, nejdiive hexanem pro odstranéni lipidi a nasledny ethyl acetdtdem
nebo ethanolem pro ziskani polyfenolii. Tento postup vSak neni vhodny pro latky
citlivéjsi na teplotu.

PohodIngjsi a bézné¢ pouzivanou procedurou je sekvencni extrakce
rozpoustédlem. V prvnim kroce s dichloromethanem, kdy dojde k extrakci
flavonoidnich aglykonii a méné polarniho materidlu. V nasledujicim kroce je pouzit
alcohol, kterym se extrahuji flavonoidni glykosidy a polarni slozky. Anthokyany jsou
extrahovany methanolem s kyselinou, nejcastéji octovou nebo trifluoroctovou (TFA).

Extrakce se typicky provadi magnetickym michadlem nebo tfepackou ale
I ostatni metody byly nedavno zavedeny pro zvyseni efektivnosti a rychlosti extrakéni
procedury (napf. tlakovou extrakci, superkritickou fluidni extrakci atd). Asi jednou
z nejbéznéjsich je metoda s ultrazvukovou 1azni, velice rychlé technika, kterd mtze byt
pouzita se sméesi nesmisitelnych rozpoustédel (hexan s methanolem). Hexanova faze
zkoncentruje méné polarni seskviterpenové laktony a uhlovodiky, zatimco vodna faze
alkoholu zkoncentruje flavonoidy a vice polarni seskviterpenové laktony.

Jednim z nejvétSich problémi s pifipravou vzorkd flavonoidi je jejich mala
rozpustnost v rozpouStédlech pro chromatografii. Navic se stdvaji jeSt€ méné
rozpustnymi diky purifikacnimu procesu. Nizka rozpustnost v mobilni fizi miize
vyvolat precipitaci v ¢ele kolony vedouci k neuspokojivému rozliSeni, sniZzeni pritoku
rozpoustédla nebo dokonce zablokovani kolony.

Neni tedy zde zadna jednotna strategie pro separaci fa jisté jeden a vice kroki
jsou nutnosti pro jejich isolaci. Volba metody zavisi na polarité latek a mnozstvi vzorku,

ktery je k dispozici (Andersen et al., 2006).
8.3.1 Extrakce pevnym sorbentem (SPE — "solid phase extraction')

Jedna se o koncentracni techniku odbéru vodnych vzorka, kterd byla pouzita 1 v rdmci
moji experimentalni ¢asti. Jde o u¢innou sorpci analytu z vodného vzorku do pevného
sorbentu; ostatni komponenty vzorku by se mély sorbovat v mife co nejmensi.
Zachyceny analyt se pak uvolni ze sorbentu zahfatim a/nebo eluci vhodnym
rozpoustédlem.

Je tteba zdlraznit, Ze jde o extrakci stopovych mnozstvi (koncentraci) analyti.
V soucasné dobé se uz bézné pouzivaji komeréni kolonky (cartriges) na jedno pouziti
a pratok vzorku je uskuteciiovan injekcni stiikackou. Kolonky obsahuji tadové

miligramy az gramy vhodného sorbentu. Analyt je v kolonce zadrzen a voda vychazejici
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z kolonky analyt neobsahuje. Po projiti urcitého objemu vzorku vody vSak dochazi
k tzv.priniku a voda vytékajici z kolonky analyt obsahuje. Idedlnim stavem z hlediska
maximalniho obohacovaciho efektu techniky SPE je 100% zéachyt. Pro zachyt
veskerého mnozstvi analytu ze vzorku nesmi tedy objem vzorku pfevySovat tento

prinikovy objem.

Technika SPE aplikovana bezprostfedné po upravé vzorku snizuje nebezpeci
biochemické degradace analytu, kontaminace materialem nadobek, nebezpeci
sedimentace atd. V nékterych pfipadech lze odstranit ze vzorku pfitomné interferujici
latky, typické je odstranéni ruSivych iontli na ionexech. Také zvySovani koncentrace
nepolarnich ¢i malo polarnich analyti na hydrofobnim sorbentu neni vyjimkou.
Desorpce zachyceného analytu se obvykle déje bud’ rozpoustédlem nebo teplem

s proudem plynu (Riddellova, 2012).

8.3.2 Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
pfedstavuje atraktivni a velmi u¢innou analytickou techniku, kterd snad nejlépe
uspokojuje pozadavky kladené na analyzu smési slozitych organickych latek. Dnes je jiz
ziejmé, Ze cesta k dokonalému technickému vyfeSeni univerzalniho zafizeni
umoziujiciho ptimé spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru
bude predstavovat ndro¢né€j$i ukol, nez si vyzddalo feSeni spojeni GC-MS
(Andersen et al., 2006).

Hmotnostni spektrometry jsou nastroje, které separuji ionizované atomy
nebo molekuly vzhledem k jejich odliSnostem v poméru hmotnosti ku charge.
Hmotnostni spectrometry jsou proto uzivany pro kvantifikaci atomli nebo molekul
a pro poskytovani strukturnich informaci pro identifikaci komponentl, protoze
molekuly maji rozliSovaci fragmentaéni vzory. Klasicky spektrometr se sestava
z iontového zdroje, hmotnostné-selektivniho analyzatoru, iontového detektoru a protoze
mnohé operace vyzaduji nizky tlak, instrument obsahuje jeSté¢ Cerpaci system
(Pico, 2012). Rada bych se v dalSim popisu zaméfila na kvadrupolovy hmotnostni

analyzator, s kterym jsem pfiSla do styku pii praktické analyze.
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8.3.2.1 Kvadrupolovy hmotnostni analyzdtor
Jednd se o nejvice pouzivany hmotnostni analyzator a mize byt snadno
vyuzit v riznych systémech pfistrojii. Analyzator se skldda ze ¢tyt kovovych tyci, které

jsou uspofadany naproti sob& a piesné zarovnany.

quadrupole rods

source slit

detected

ion not
detected

source slit

Obr. 10 Kvadrupol

Zdroj: (Pico, 2012)

KaZzda dvojice protilehlych ty¢i je propojena elektricky a vysokofrekvenéni napéti spolu
se stejnosmérnym se aplikuje na oba pary ty¢i, ¢imz se vytvoii elektrické pole, které
prendsi pouze vybrané hodnoty m/z. To znamena, ze pouze ionty urcitého poméru m/z
dosdhnou detektoru. Zbytek iontl je nestabilni a koliduje s ty¢emi. Tak ztraci sviij naboj
a jsou odstranény ze systému. Kvadrupol se tak chova jako hmotnostni filtr (Pico,

2012).

Vyhody hmotnostniho spektrometru oproti ostatnim detektorim pouzivanych
dnes v kapalinové chromatografii jsou neskonalé a jsou déany jak jeho citlivosti,
selektivitou a univerzalnosti, tak mnoZzstvim o struktufe analyzované latky vyuZzitelné
pro jeji spolehlivou identifikaci. Vyhodou sloupcové kapalinové chromatografie
je pfedevSim moZnost spojeni izolacniho, pfecistovaciho a vlastniho analytického
stupné€ v jednom chromatografickém béhu (Churacek, 1993).

Data z hmotnostniho spektrometru poskytuji informace o struktufe a jsou

pouzivana pro zjisténi molekulové hmotnosti a k urceni rozlozeni substituenti mezi A-
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a B- kruhy. Peclivd studie fragmentace vzorku muze byt také cennd zejména
pfi stanoveni charakteru a mista navazani sacharidti v O- a C-glykosidech. Proto se dnes

pouziva hojné termospreje, coz vede ve spojeni s LC-MS s analyzou k jemn¢jsi ionizaci

poskytujici 1épe “Citelné” ionty (Andersen et al., 2006).

Identifikace a kvantifikace jednotlivych analytii se tedy provadi pomoci ultra-
ucinné kapalinové chromatografie (UPLC) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem (MS/MS). Analyty jsou identifikovany na zéklad¢ sledovani iont (m/z)
jednotlivych analyti a specifickych pfechodit prekurzorovych ionti na produktové
a také porovnanim retencnich Cast s prislusSnymi standardy analytti. K separaci byva
vyuzivana analyticka kolona s reverzni fazi. Jako mobilni faze je obvykle pouzita 0,1%

kyselina octova ve vodé a metanol, gradientova eluce.
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9 EXPERIMENTALNI CAST

Pro pochopeni stanoveni estrogennich hormonti v rostlinnych matricich poslouzila
ovéiend metoda detekce a kvantifikace hormont sterodini povahy (brassinosteroidi
a ekdysteroidil), na jejimz rozvoji se podilela Dr. Dana Tarkowska v Laboratofi

rustovych regulatorii pti PfF UPOL v Olomouci.

9.1 Rostlinny material a pFiprava vzorku

Jako rostlinny material poslouzily listy Spenatu bézné dostupné na naSem trhu, déle pak
koten Leuzea carthamoides (Parcha saflorovd, znama téz jako Marali koten) a nakonec
obilky pSenice novozélandské odridy Konini s purpurovym zrnem, dosud
neregistrované (v CR), ktera byla sklizena v r. 2013 na pokusnych plochach
MENDELU.

Ptiprava vzorku byla asi nejdel$i ¢asti stanoveni steroidnich hormont. Vzorek
se vzdy musi peclivé ptipravit tak, aby se z ného dostaly vSechny ostatni latky, které
by mohly narusit vysledek métent.

Problémy spojené s analyzou rostlinnych hormont vyplyvaji z jejich velmi nizké
koncentrace v rostlinnych tkanich, obvykle v pmol nebo fmol/g.

Rostlinny materidl byl homogenizovan v tfeci misce a rozvaZen na jednotlivé
vzorky po 50-100 mg FW do 2ml eppendorf mikrozkumavek, 3 replikaty na vzorek.
Poté byl ptidan 1,5 ml 80% MeOH vychlazeného na -20°C a byl extrahovan pies noc
pfi 4°C s michanim a otackéach 12rpm.

Nasledné byla provedena centrifugace pii 20 000 rpm po dobu 10 min pii 4°C.
Supernatant byl pfeveden do Cisté sklenéné zkumavky a pelet reextrahovan s 1,5 ml
80% MeOH, pro rozruseni necistot byl ponofen na 5 minut do sonifikacni 14zné€ a opét
centrifugovan pti 20 000 rpm 10 minut v teploté 4°C.

Supernatant se odebral a byl spojen s prvnim podilem, nepotfebny pelet byl vyhozen.
Spojeny hruby extrakt po centrifugaci (tedy 2krat 1,5 ml) byl piecistén pres prvni SPE
kolonku. Na sorbentu SPE kolonky byly zachyceny rostlinné interferujici pigmenty,
fenolické latky, flavonoidy, atd.

Aktivace byla zahajena 1 ml 100 % MeOH. Mikropipetou se nanesl supernatant

(hruby extrakt) o objemu 3 ml. Byla sebrana jednorazova frakce "flow through"
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do jednordzové sklednéné zkumavky (12x75 mm), kterd se odpafi do sucha
ve vakuovém rotacnim koncentratoru pti 37 °C.

Odparek se nasledné¢ musel rekonstruovat v 50 pl 100 % MeOH za pouziti vortexu
pii maximalnich otackach, opét sonifikovat po dobu péti minut a piepipetovat do HPLC
vialky s konickym insertem (Supelco, SU860066) a nastfiknout 2 pl na UPLC-MS/MS
do gradientu pro ECs pfi délce trvani 8 minut. Vzorek mize byt podle potieby
pied samotnou UHPLC-MS/MS analyzou filtrovan pies mikrofiltr o porozit¢ 0,2 um
a az poté preveden do vialky.

Pokud neni vzorek/ odparek analyzovan ihned, je potieba jej nerekonstruovany

v MeOH uskladnit pfi -20°C do doby analyzy.

9.2 Identifikace a kvantifikace

Identifikace a kvantifikace jednotlivych analyti byla provedena pomoci ultra-uc¢inné
kapalinové chromatografie (UPLC) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem (MS/MS) s kvadrup6lovym analyzatorem. Analyty jsou identifikovany
na zédklad¢ sledovani ionti (m/z) jednotlivych analyti a specifickych piechodl
prekurzorovych ionti na produktové — kvantifika¢ni a konfirmaéni a také porovnanim
retenénich ¢asi s prisluSnymi standardy analytii. Kvantitativni vyhodnoceni bylo
zalozeno na metod¢ kalibra¢ni kiivky, kterd byla vytvofena jako zavislost poméru
koncentrace standardu a koncentrace vnitiniho standardu.

Pted vlastni analyzou vzorkd je tfeba promyt kolonu a vyckat na dosazeni
pozadovanych parametrii (teplota, tlak, pratok, sloZzeni mobilni faze) systému, cca 30
min. Prvni néstfik ze sekvence vzorkl je pouze orientani a pouZiva se k verifikaci
systému, zejména k ovéteni stability a retencnich Cast sledovanych analyti (Hajslova,

2014).
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky méfeni z praktické ¢asti byly vyhodnoceny metodou kalibracnich kiivek
a zpracovany do nasledujicich grafi podle jednotlivych hormont, kterych bylo

ve vzorcich nejvice a vyskytly se nejcastéji.
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Graf ¢.1 20-hydroxyecdyson

V obilkach pSenice bylo hormonu 20-hydroxyecdysonu viilbec nejméné, a to
pg/mg FW, v kotfeni Leueza carthamoides 2504,51 pg/mg FW a ve Spenatu 2652,18
pg/mg FW.
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Graf ¢.2 Ajugasteron C

57



Koncentrace polypodinu B v obilkach psenice byla velmi nizkd, pouhych 8,68 pg/mg
FW, nejvice ho bylo v koteni Leuzea carthamoides 3337,93 pg/mg FW a v listech
Spenatu 39,61 pg/mg FW.

polypodin B

polB content (pg/mg FW)
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Graf'¢. 3 Polypodin B

2,59 pg/mg FW polypodinu B bylo nalezeno v obilkach pSenice, v Leuzea carthamoides
4625,85 pg/mg FW a 624,62 pg/mg FW v listech Spenatu.
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Graf ¢.4 Ponasteron A
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Hormon ponasteron A uz byl ve vétsi mife kvatifikovan i v obilkach pSenice, a to 80,35
pg/mg FW, v Leuzea carthamoides 307 pg/mg FW, nejmén¢ ho bylo ve Spenatu — 54,05
pg/mg FW.
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Graf ¢.5 Stachysteron C

V obilkach pSenice bylo 34,35 pg/mg FW stachysteronu C, 261,46 pg/mg FW
stachysteronu C ve vzorku z Leuzea carthamoides a 119,67 pg/mg FW stachysteronu C

v listech Spenatu.

Vzhledem k naméfenym hodnotdm ve vySe uvedenych grafech je vidét, ze
v pSenici byly nalezeny ve vétSim mnozstvi dva hormony, a to ponasteron A
a stachysteron. V dfivéjsich studiich byly v pSenici nalezeny hlavné lignany s estrogenni
ucinkem, presnéji feceno v otrubach. Za hlavni lignan byl povazovéan
secoisolariciresinol diglykosid (SDG) (Qu et al., 2005), ktery jsem zminila v teoretické
¢asti prace. Dle Smeds et al., 2007 by to mé¢l byt ale 7-hydroxymatairesinol.
Qu et al., (2005) a jejich studie poukazaly na informace o tom, Ze protinddorové aktivity
pSeni¢nych otrub z riznych druhli se zna¢né 1i§i. Odrida Konini ziskala své modré
zbarveni diky pfitomnosti anthokyanl. Anthokyany jsou fazeny mezi fenolické latky.
Tyto latky vytvafené vrostlinach vznikaji po vétSinou fenylpropanoidovou
a fenylpropanoidacetatovou cestou. Dochdzi ke konverzi fenylalaninu na kyselinu
skoficovou a p-kumarovou (Klejdus, 2004), coz jsou i prekurzory pro fytoestrogeny.

Na regulaci biochemické drahy syntézy anthokyanti se navic podili velké mnozstvi
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enzymi, predevSim chalkonsyntaza a chalkonizomerdza. Lze se tak domnivat, Ze
intenzita zbarveni obilek anthokyany muze korelovat s vétSim vyskytem fytohormont
s estrogennim  UCinkem. Podle nize pfilozeného obrazku vidime zapojeni
chalkonsyntazy a skotficové kyseliny v syntéze vzniku flavonoidnich latek i stilbenu.
Tyto naméfené hodnoty vSak nelze porovnat s zddnym predeSlym meétfenim, nebot
se detekci/kvantifikaci steroidnich hormont v barevnych pSenicich jest¢ nikdo
nezabyval.
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Obr. 11 Produkce fenylpropanoidii, flavonoidii a dalsich fenolickych sloucenin

Zdroj: (Shahiki, Naczk; 2012)

Vzorky kotene z Leuzea carthamoides byly podrobeny mnohym analyzadm uZz
drive, takZe pf1 méfeni byly potvrzeny stejné hormony, a naptiklad 20-hydroxyecdyson
je v soucasnosti piedmétem zajmu rozli¢nych vyzkumi, kde se zkouma jeho vazba
na jaderné receptory a nasledna odpovéd’ imunitniho systému (Peschel et al., 2011).

Ecdyson je produkovan nékolika rostlinami, véetné Spenatu (Spinacia oleracea)

Bylo prokazano, Ze jeho uCinkem dochazi k narGstu svalové hmoty. V pozd¢jsich
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vyzkumech vySlo najevo, Ze snizuje télesny tuk, sekreci prozanétlivych cytokinti

a zmirnuje oxidacni stres (Wutke, Seidlova-Wutke; 2012).

10.1 Spravnost metody

V souCasné dob¢ nejsou komeréné dostupné certifikované referencni materidly,
obsahujici stanovované latky. Spravnost metody by tedy méla byt pravidelné ovérovana
a kontrolovéana analyzou redlného materialu s umélym piidavkem analyti do matrice.
Spravnost metody pro stanoveni celkového obsahu fytoestrogenii v rostlinné matrici
neni mozno ovéfit, jelikoz ptirozené hladiny nékterych sledovanych analyt v rostlinné
matrici jsou pomérné vysoké a k dispozici je pouze malé mnozstvi analytickych

standardq.

10.2 Srovnani novosti postupt

Sledovani obsahu fytoestrogenli je dosud nej€astéji provadéno v potravinach sdjového
puvodu. Jedna se hlavné o sdjové boby samotné, s6jové boby naklicené, s6jovou mouku
a vyrobky z ni jako je syr tofu, s6jové mléko aj. Jsou popsany metody stanoveni
1 pro dal$i komodity a to naptiklad ovoce a zeleninu, ofechy ¢i alkoholické napoje.

Co se tyce stanoveni isoflavonil v rostlinném ¢i biologickém materidlu predchozi
studie zafazovali ve vétSin¢ pipadl precisténi vzorkli pomoci extrakce na tuhou fazi,
pomoci SPE kolonek, jak to bylo provedeno i pii analyze rostlinného materidlu
v Olomouci.

Za posledni desetileti se metody uZivané k separaci a detekci fytoestrogent
zna¢n€é zménily. Zpoc€atku se metody odvozovaly od tradi¢nich steroidnich analyz.
Pouzita byla plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS), které vSak
predchazelo pie¢isTovani vzorku a derivatizace na trimethylsilyethery. Tento pfistup je
pomérné slozity, zdlouhavy a ne zcela pfesny. Piednost byla dana metoddm, které
nevyzaduji derivatizaci fytoestrogenii. Pro méfeni obsahu fytoestrogentii je dnes velmi
Casto vyuzivano vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detektorem.
Pouziva se také elektrochemicky detektor, ktery neni obecné specificky a je uzivan spise

pro jednodussi aplikace (Hajslova, 2014).
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11 ZAVER

Na zaklad¢ vSech uvedenych informaci je tedy patrné, Ze se s fytoestrogeny muzeme
dostat do kontaktu velice snadno, at uz konzumaci potravin rostlinného pivodu
s fytoestrogeny pfirozené obsazenymi, pfipadné s potravinami zivociSné¢ho plvodu
obsahujici metabolity téchto latek a jist¢ je velmi podstatné i zjiSténi tykajici
se environmentalni expozice témto latkam. V literarni casti bylo pojednano
o nejbéznéjSich typech fytoestrogent a latek s estrogennim ucinkem a byly uvedeny
I zajimavé souvislosti 0 mechanismu jejich ptisobeni a podobnosti se savéimi hormony
na molekularni urovni, coz mi pfijde stile jako ta nejpoutavejsi Cast. Struéné byla
charakterizovana 1 metoda pro stanoveni téchto komponent v rostlinné matrici.
V praktické casti doSlo na méfeni steroidnich hormonti ve vzorku obilky pSenice
s purpurovym zrnem odridy Konini, listu Spenatu a kotfene rostliny Leuzea
carthamoides Ve vsech byly pfitomny steroidni hormony, coz je jen podpofeni toho, ze
se tyto hormony nachdazi ve vSech ¢astech rostlin - jak v listu, tak v kofeni nebo i plodu.
Zjisténé mnozstvi hormonli v purpurové zbarvené obilce navic mize poukazovat na
pozitivni korelaci s obsahem anthokyani a pfibuznych barviv v plodu, nebot’ je ziejmé,
ze obé skupiny latek sdili n&které z prekurzori a maji Cast biosyntetické drahy
spole¢nou, jak lze poznat z jejich biochemické drdhy (Schomburg, Michal; 2012).
Takovou teorii by jist€¢ bylo vhodné a zajimavé provéfit a rada bych se na toto téma

zamg¢fila v rdmci své budouci diplomové prace.
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14 SEZNAM ZKRATEK

BRs = brassinosteroidy

EC = ecdysone

ER = estrogenni receptory

FW = formula weight

GC-MS = Gas chromatography—mass spectrometry
HPLC = high performance liquid chromatography
m/z = pom&r hmotnosti a naboje

MeOH = methanol

NDGA = kyselina nordihydroguajaretova

SECO = sekoisolariciresinol

SOD = superoxiddismutaza

SPE = Solid Phase Extraction

TCDD = 2,3,7,8 — tetrachloro-dibenzo (1,4) dioxin

UPLC-MS/MS = Ultra-high Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass

Spectrometry
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