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1. Uloha nizkomolekularnich latek v obranné reakci rostlin

1.1. Uvod

Rostliny jsou v prlibéhu svého Zivota vystaveny plisobeni proménlivého vnéjsiho prostredi a musi
tak Celit mnoha stresovym faktor(im, které ovliviuiji jejich rist, vyvoj a reprodukci. Rostliny nemohou
uniknout pred neptiznivymi podminkami okolniho prostfedi. Musi se branit Gtokim patogen( a
herbivor( a soucasné reagovat na abioticky stres, ktery zahrnuje fyzikalni nebo chemické zmény
vnéjsiho prostredi jako je mechanické poskozeni rostlinného pletiva, nedostatek vody, nizké/vysoké
teploty, nedostatek mineralnich latek a dalsi. Obrannda reakce navic musi byt dobre regulovana,
protoZe reakce vedouci k rezistenci proti patogenim nebo k aklimatizaci na abioticky stres predstavuji
nezanedbatelnou zatéz ve formeé investice substratl a energie a ¢asto jdou na ukor rlstu.

Stresové faktory spousti u rostlin Sirokou Skalu reakci od aktivace exprese obrannych genu pres
zménu primarniho a sekundarniho metabolismu aZz po pozménény rist a vyvoj. Resistence nebo
citlivost rostliny v(ci stresu zavisi na druhu stresového faktoru a na druhu a stari samotné rostliny.
Vzhledem k tomu, Ze ne vZidycky rostliny uspéji, plsobi nejriznéjsi typy biotického i abiotického stresu
kazdorocné velké skody na zemédélskych plodinach a brzdi rozvoj zemédélstvi v chudych oblastech.

Preziti rostlin a potaimo zemédélské vynosy tudiZz zavisi na rychlém rozpoznani patogenu a
adekvatni reakci a na aklimatizaci rostlin na ménici se podminky vnéjsiho prostredi. Studium interakce
mezi rostlinami a patogeny pomaha vysvétlit signalni mechanismy, pomoci nichz se rostlinné burky
vyrovnavaji s biotickym stresem, a také odhaluje, jak organismy z rGznych FiSi mezi sebou navzajem
komunikuji. Detailni studium téchto interakci by mohlo vést k nalezeni vhodnych praktickych reseni
pro kontrolu vzniku a Sifeni chorob u zemédélsky vynosnych plodin, a to predevsSim ovlivnénim
pfirozené reakce rostliny na stres, aniZz by dochazelo k soucasnému vnaseni cizorodych latek do
okolniho prostredi [1, 2].

1.2. Obrana rostlin proti patogeniim

Patogeneze je proces infekce, kolonizace a reprodukce patogenu v hostitelském organismu.
Rostliny mohou byt infikovany nékolika mechanismy - nékteré patogeny k prlniku do rostlin vyuZivaji
mechanického tlaku nebo rozrusuji jejich povrch enzymové, jiné prochazeji skrz prirozené rostlinné
otvory (praduchy) a dalsi pronikaji pouze do jiz posSkozenych pletiv. Jakmile se patogen dostane do
rostliny, aktivuje mechanismus vedouci k ziskavani energie z organickych latek z bunék hostitele.

Pfesto pouze malé procento patogend, které pUsobi na rostlinu béhem jejiho Zivota, opravdu
vyvola vazné onemocnéni. Interakce mezi patogenem a rostlinou je tedy prevazné nekompatibilni, kdy
bud dany druh rostliny neni pro atakujici patogen hostitelsky, nebo rostlina konstitutivné vlastni
strukturni bariéry (kutin, vosky), nebo produkuje toxické slouceniny, které brani Uspésnému vniknuti
patogenu do rostliny. V neposledni radé mohou rostliny invazivni patogen rozpoznat a aktivovat
obranny mechanismus vedouci k omezeni Sifeni patogenu rostlinou. Oproti tomu ke kompatibilni
interakci, kterd je charakteristicka Uspésnou infekci patogenu, dochazi tehdy, kdy rostlina patogen
nerozpozna nebo indukuje nedostate¢nou obrannou reakci. Patogenni kmeny zpUsobujici onemocnéni



rostliny se oznacuji jako virulentni, kdezto kmeny, které témér nezplisobuji onemocnéni, ackoliv dany
druh patogenni je, se nazyvaji avirulentni [2].

Bioticky stres u rostlin predstavuje napadeni patogeny (viry, bakteriemi, houbovymi
organismy) a herbivornim hmyzem. Rozpoznani patogenu rostlinnym receptorem vede mj. ke zvySené
produkci cyklickych nukleotidl, které aktivuji specifické iontové kanaly. ZvysSeni cytosolové
koncentrace vapenatych iontd nasledné reguluje syntézu dalsich signalnich molekul, které jsou
nezbytné pro spusténi hypersenzitivni reakce a indukci obrannych gen( viz obrazek 1 [1].
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Obrézek 1. Obecné schéma rostlinné reakce na stres. Extracelularni signal je rozpoznan pomoci receptorl a nasledné je aktivovana
komplexni signalni draha, ktera vede k expresi nejriznéjsich stres-responsivnich gent [1].

1.3. Rozpoznani patogenu

Latky, které u rostlin vyvolavaji obrannou reakci, jsou tradi¢né oznacovany jako elicitory [3].
Preciznéjsi definice rozliSuje elicitory, které nejsou rostliné vlastni, a elicitory, které jsou sice
modifikované plsobenim patogenu, ale pochazi z rostlinné tkané. Strukturni motivy molekul
vylucovanych patogennimi mikroorganismy jsou oznacované jako PAMPs (z anglického pathogen-
associated molecular patterns) [4] nebo obecnéji MAMPs (microbe-associated molecular patterns) [5].
Pokud jde o strukturni motivy molekul indukovanych mikroorganismy nebo spojenych s poskozenim
rostliny, pouziva se nazev MIMPs (microbe-induced molecular patterns) nebo DAMPs (dammage-
associated molecular patterns) [6]. Identifikace PAMPs pomoci rostlinnych receptorli rozpoznavajicich
strukturni motivy patogenu (PRR, pattern-recognition receptor) spusti zakladni imunitni reakci (PTI,
PAMP-triggered immunity) [7, 8].

Nékteré patogeny potlacuji tuto imunitu pomoci tzv. efektor(l virulence, které mohou byt
produkovany jak patogenem, tak mohou pochazet i z rostlinnych bunék, kde vznikaji v ramci infekce



patogenem. Rostliny vsak mohou obsahovat specifické geny rezistence, které produkuji proteiny
rezistence schopné tyto efektory rozpoznat a spustit tak druhou fazi imunitni reakce oznacovanou jako
efektorem-indukovana imunitni reakce (ETI, effector-triggered immunity). Faze ETI rostlinné imunity
je vysoce specificka, jeji pribéh je intenzivnéjsi ve srovnani s PTI a také je Casto spojena s indukci
hypersenzitivni reakce (HR) v misté infekce viz obrazek 2.

Proteiny rezistence se bud’ pfimo ucastni detekce elicitoru, nebo jsou soucasti komplexu, ktery
detekuje signal a aktivuje obrannou reakci. Signal mliZe predstavovat nejen elicitor, ale i rostlinny
protein, tzv. cilovy protein, ktery se v ramci procesu infekce budto zménil nebo se na néj navazal
protein pochazejici z patogenu (efektor). Tento pripad se oznacuje jako tzv. guard model [9, 10].
Proteiny rezistence jsou vétSinou intracelularni proteiny bohaté na leucin, schopné vazat nukleotidy
(NB-LRR, nucleotide binding, leucin rich repeat) [11, 12] a méné Casto receptorové kinazy typu LRR-
RLK (leucin rich repeat — receptor-like kinase) a proteiny LRR-RLP (leucin rich repeat — receptor-like
protein) ukotvené v membrané [13]. NB-LRR se uUcastni rozpoznavani rGznych ligandl v cytosolu,
zatimco LRR-RLK a LRR-RLP rozpozndvaji extracytosolové ligandy. Bezprostiedni prenos signalu
detekovaného proteiny rezistence neni zatim pfiliS podrobné prozkouman, nicméné v nékterych
pripadech je pravdépodobné zprostfedkovan G proteiny [14].
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Obrazek 2: Schéma ilustrujici vyvoj rezistence rostliny viéi konkrétnimu patogenu v pribéhu evoluce. ETI, imunita vyvoland efektorem;
PAMP, strukturni motiv spojeny s patogeny; PTI, imunita vyvolana PAMP [7].

Ackoli zminéné dvé slozky imunitniho systému u rostlin zapojuji odliSné receptory, aktivuji fadu
spole¢nych obrannych mechanismd, jako je zména v tocich iontl pres plasmatickou membréanu,
aktivace proteinkindz a mitogenem-aktivovanych proteinkinaz (MAPK), produkce reaktivnich forem
kysliku a dusiku (ROS a RNS), syntéza rostlinnych hormon(, zména genové exprese nebo zesileni
bunécné stény [15, 16]

Strukturni slozky houbovych bunécnych membran a stén byvaji ¢asto rostlinami vyuZivany jako
MAMPs a vyvolavaji zpravidla stejné typy bazalni pfirozené imunity jako jiné dobfe znamé elicitory,
jako jsou napfriklad lipopolysacharidy a flagellin [17, 18]. Mezi plisnové MAMPs patfi ergosterol, beta-
glukany, chitin / chitosan a proteiny jako xylanza a cerato-platanin (BcSplL1) z Botrytis cinerea. Na druhé
strané existuji i sekretované proteiny (elicitiny) jako je naptiklad cryptogein z oomycety Phytophthora
crytpogea [15, 19-21].



1.4. Signalni drahy obranné reakce

Jednou z prvnich fazi signalni drahy obranné reakce je modifikace propustnosti plasmatické
membrany. Jsou stimulovany toky Ca®* a H' dovnitt buriky a toky K* a CI" ven. [22-24]. ZvySeni
cytosolové koncentrace vapenatych iontll je obecnou soucasti reakce na jakykoli bioticky i abioticky
stres [25]. V zavislosti na sile a typu stresu se lisi intenzita, lokalizace v rdmci buriky, doba a pfipadné
frekvence narGstu koncentrace téchto iontd. Ca® pronika do cytosolu skrze specifické iontové kanaly
z extraceluldrniho prostoru i z vnit¥nich organel [26, 27]. Zvy$ena koncentrace Ca”" v cytosolu poté
vede k aktivaci proteinkinaz zavislych na vapniku, CDPK (calcium-dependent protein kinase) a
kalmodulinovych domén signalnich proteind.

Vyznamnym déjem v ramci obranné rekce je Ca** zprostfedkovana aktivace NADPH oxiddzy, ktera
je hlavnim zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS - reactive oxygen species) [28, 29]. NADPH-oxidaza
je lokalizovana v plasmatické membrané, kde katalyzuje redukci O, na 0,7, nasledné dochazi k preméné
na dalsi ROS mezi nimiz hraje vyznamnou roli peroxid vodiku. [30]. Na produkci ROS v apoplastu se
déle podili peroxidazy lokalizované v bunécné sténé [31, 32]. ROS nasledné pronikaji dovniti bunky,
kde zpUsobi zménu redoxniho stavu, ktera vede k tvorbé oxidacnich produktd (oxidovanych lipid( a
protein(), které se taktéZz mohou podilet na prenosu signalu [33]. Produkce ROS navic vykazuje dvé
faze, priCemz na druhé (pomalejsi) se kromé NADPH-oxidazy pravdépodobné podili i fotosystém Il v
chloroplastech a respiracni fetézec v mitochondriich [34, 35].

Zvy$ena koncentrace Ca’* a aktivace kalmodulinu jsou také nutnymi prerekvizitami pro aktivaci
NOS-like (NO synthase-like) enzym( a akumulaci oxidu dusnatého, na ktery v prenosu signalu
pravdépodobné navazuji cGMP a cADPR a daldi zvy3eni koncentrace cytosolového Ca** aktivaci Ca**
kanall [27, 36]. NO dale aktivuje signalni dradhu MAP kindaz (proteinkindz aktivovanych mitogenem) a
pomoci nitrosylace méni aktivitu specifickych proteinkinaz [37, 38]. NO na druhou stranu ve vyssi
koncentraci predstavuje i negativni zpétnou vazbu vzhledem k tomu, Ze nitrosylace inhibuje NADPH-
oxidazu [39]. Predpoklada se, Ze NO také aktivuje antioxidacni systém, ktery eliminuje ROS [40].

DuleZitou roli pfi prenosu signdlu v obranné reakci hraji také mastné kyseliny a dalsi latky
odvozené z fosfolipid(i [41]. Po rozpoznani patogenu jsou pomoci fosfolipaz C a D syntetizovany
molekuly s funkci druhych poslG jako napt. kyselina fosfatidova (PA) [42]. PA ovliviiuje plasticitu
membran, aktivuje kaskady MAPK a interaguje se specifickymi protein kinazami, protein fosfatazami i
NADPH-oxidazou, pficemZ muize ménit jejich lokalizaci i aktivitu [43]. PA je také prekurzorem pro
syntézu dalsich lipidd - za Ucasti fosfolipdz a lipoxygendz jsou syntetizovany oxidované derivaty
mastnych kyselin oxylipiny, které jsou dalsi soucasti signalni drahy [44-46].
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Obrézek 3. Rand signalizace po rozpoznani elicitoru. Fosfatidylcholin (PC), fosfolipaza A (PLA, fosfolipdza C (PLC), fosfolipdza D (PLD), kyselina
fosfatidova (PA), fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,), inositoltrifosfat (IPs), 1,2-diacylglycerol (DAG), lysofosfatidylcholin (Lyso PC), fosfataza
kyseliny fosfatidové (PAP), diacylglycerolkindza (DAGK) [47].

Na signalni draze se dale podili fosforylace i jiné posttranslacni modifikace a pravdépodobné
také degradace proteinl [13]. Pfenos signdlu vétSinou pozitivné reguluji proteinkinazy, zatimco
negativni regulaci zprostfedkovavaji proteinfosfatazy [48]. Napr. kaskady MAPK, které jsou aktivované
plsobenim patogenu, poranénim a ROS [10], fosforyluji transkripcni faktory, které odpovidaji za
prenos signalu na Uroven zmén v expresi gend [9] viz obrazek 3. Plisobenim interakce transkripc¢nich
faktorll s promotorovymi oblastmi jsou indukovany obranné geny, které kdéduji PR (patogenezi
vyvolané) proteiny nebo enzymy odpovédné za produkci fytoalexinl [22, 24, 36]. DlleZitou tfidou
transkripcnich faktorq, které se ucastni obrany i jinych fyziologickych procesd, jsou transkrip¢ni faktory
WRKY, které se vyznacuji vysoce konzervovanou doménou sloZzenou z aminokyselin W,R,K a Y. Tato
doména se vaze na DNA, konkrétné na W-box, cozZ je béZzny element obsazeny v promotorech rliznych
genl souvisejicich se systémovou rezistenci. Transkripéni faktory WRKY jsou fosforylovany kindazami
CDPK a tak reaguji na zmény cytosolové koncentrace Ca** [49]. Souhrnné schéma signalizace a regulace
obranné reakce je znazornéno na obrazku 4.
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Obrazek 4. Obecné schéma signalizace a regulace obranné reakce u rostlin [50].

1.5. Regulace obranné reakce

Signalni drahy obranné reakce jsou regulovany pomoci hormon(, nejcastéji jsou to kyseliny
salicylova (SA) a jasmonova (JA) a ethylen (ET). Dale se pti regulaci obranné relace u rostlin uplatiuji
kyseliny abscisova (ABA) a gibereliny (GA), pfipadné brassinosteroidy a polyaminy [10, 51]. Signalni
drahy téchto hormon se kfiZi a ovliviiuji v nékterych pripadech pozitivng, jindy negativné. JA typicky
zprostifedkovava reakci na nekrotrofni patogeny, herbivorii a mechanické poranéni, zatimco SA se
vétsinou podili na vzniku rezistence vyvolané napadenim biotrofnimi patogeny. ET plsobi synergisticky

s JA béhem napadeni nekrotrofy.

SA se vyskytuje v rostlinach v radznych formach (obrazek 5), pficemz glykosid SA je inaktivni forma
a methylsalicylat je tékava forma SA. Soucasti SA dependentni signalni drahy je pozitivni regulator
NPR1 (nonexpressor of PR gene 1). Protein NPR1 je regulovan jak na transkripCni Urovni, tak i na
proteinové Urovni pomoci redoxnich systému [52]. Neaktivni NPR1 ma v cytosolu formu oligomert
spojenych disulfidickymi muUstky. Jako odpovéd na indukci kyselinou salicylovou je NPR1 redukovan na
aktivni monomery, které se presouvaji do jadra, kde interaguji s transkripénimi faktory (jde predevsim
o transkripc¢ni faktory tridy TGA [53]) a zvysuji transkripci obrannych gen(. NPR1 zaroven funguje jako
negativni regulator JA signalni drahy [54].
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Obrézek 5. Vzorce: kyseina salicylova (A), glykosid kyseliny salicylové (B) a methylsalicylat (C).

JA patii mezi oxylipiny, je syntetizovana z kyseliny linolenové za Ucasti lipoxygenazy a dalsich
enzymU [55] a v rostlinné bunce se vyskytuje ve formé nejraznéjsich derivatl (obrazek 6). Za
nejvyznamnéjsi bioaktivni formu je povaZovan konjugat jasmonyl-isoleucin [56, 57]. KliCovymi
regulacnimi proteiny JA drahy jsou COI1 (coronatine insensitive 1) a represor JA signalni drahy JAZ1 (JA
ZIM-domain 1). V pfitomnosti jasmonyl-isoleucinu protein COI1 vyvola degradaci JAZ proteinu, ¢imz
uvolni transkripéni faktory (pfedevsim transkripcni faktory MYC) regulujici expresi JA-responsivnich
gen(. JA zprostfedkovava transkripéni regulaci biosyntézy nékterych sekundarnich metabolitll, napft.

nikotinu [58]. JA signalni draha obvykle vede ke zpomaleni rlistu a je negativné regulovana pomoci GA
[59].
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Obrazek 6. Metabolické derivaty kyseliny jasminové.

Ethylenové receptory (ETR) vétSinou predstavuji negativni regulatory ethylenové drahy, které jsou
v pfitomnosti ET degradovany [60]. Pozitivni regulaci zprostfedkovava protein EIN2 (z anglického
ethylene insensitive 2), ktery je v pfitomnosti ethylenu proteolyticky rozstépen a jeho C-konec se
presouva do jadra, kde stabilizuje transkripCni faktor ethylenové signalni drahy EIN3 (ethylene
insensitive 3) [61, 62]. EIN3 se také podili na interakci signalnich drah jednotlivych hormon. Jednak se
vaze na JAZ proteiny, ¢imZ stimuluje JA drahu, a jednak funguje jako represor genu kddujiciho
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isochorismat syntazu, coz je enzym biosyntézy SA. Kromé regulace obranné reakce se ethylen ucastni
i regulace rdstu a vyvoje, kde pusobi synergisticky s auxinem.

ABA se strukturou radi mezi isoprenoidy a je syntetizovana z isopentenyldifosfatu. Kromé
posledniho kroku probiha biosyntéza ABA v plastidech [63]. Receptory pro ABA zifejmé inaktivuji
negativni regulator PP2C (protein phosphatase 2Cs), coZz umoini aktivaci proteinkindz SnRK (SNF1-
related protein kinase), které interaguji s iontovymi kanaly [64, 65] a transkripcnimi faktory [66, 67].
Nékteré SnRK kindzy také fosforyluji NADPH oxidazu a aktivuji produkci ROS [68]. ABA-responsivni
transkripcéni faktory mohou byt fosforylovany i pomoci CDPK, které tak zprostfedkovavaji pozitivni
regulaci. ABA je mezi burikami transportovana pomoci ATP-binding casette (ABC) transportért [69].

GA jsou skupina tetracyklickych diterpenoidnich fytohormon(. Jejich syntéza z geranylgeranyl
difosfatu probiha v plastidech a je regulovana enzymy dioxygenazami [70]. Vazba GA na receptor GID1
(gibberellin insensitive dwarf 1) vede k degradaci transkrip¢nich regulator( DELLA [71, 72]. Pokud jsou
DELLA proteiny aktivni, omezuji produkci ROS [73], zpomaluji rast stonku i kofent [74, 75] a kliceni
semen, potlacuji vyvoj kvétl [71, 76] a tim, Ze se vazi na JAZ proteiny, stimuluji JA signalni drahu [77] .
Naopak JAZ proteiny tim, Ze se vazi na DELLA proteiny, stimuluji GA drahu.

1.6. Oxidacni stres

Peroxidace lipidd (LP) je proces oxidacniho poskozeni mastnych kyselin lipidd biologickych
membran, ke kterému dochazi pfi oxidacnim stresu. LP vede k naruseni membranové struktury a tim i
jejifunkce, zpisobuje zménu fluidity membran, zvysuje se propustnost pro ionty, méni se membranovy
potencial a dochazi k lyzi bunék. Primarnimi produkty LP jsou hydroperoxidy mastnych kyselin, z nichz
nasledné vznika rozsahlé mnoistvi sekundarnich metabolitl. Tyto slouceniny byvaji ¢asto velice
reaktivni a narusuji strukturu dalSich biomolekul, napomahaji k dalsimu oxidacnimu poskozeni
membran vedouci k bunécné smrti [78]. JelikoZz k LP dochazi v pozdni fazi obranné reakce a to za
soucasného vyskytu nekrotickych symptomd, byva proto povaZovand za marker hypersenzitivni
bunécné smrti [79, 80].

LP mUZe byt iniciovana neenzymové cinnosti ROS nebo enzymové pomoci tzv. lipooxygenaz (LOX),
popf. a-dioxygenaz [81]. Hlavnim substratem téchto iniciator( LP jsou predevsim nenasycené mastné
kyseliny (PUFA), jejichZ vodikové atomy vazané na atomy uhliku v sousedstvi nenasycenych dvojnych
vazeb jsou vysoce citlivé na oxidacni plsobeni. Lipidy membran u rostlin obsahuji prevazné kyselinu
palmitovou (C16), linolovou (LA, C18:2”'%) a linolenovou (o-LeA, C18:3*'>%). U nenasycenych
mastnych kyselin podléhaji LP pfednostné mastné kyseliny s vy$sim stupném nenasycenosti. U rostlin
tedy LP podstupuje predevsim a-LeA, kterd je zaroven nejrozsifenéjsi mastnou kyselinou rostlinnych
membran, a vedle ni také LA.

Neenzymova peroxidace lipidt

ROS plsobi jak na volné mastné kyseliny, tak i na esterifikované v membranovych lipidech.
Bylo zjisténo, Ze neenzymové plsobeni volnymi radikadly mze byt hlavnim mechanismem indukujicim
LP pfi starnuti rostlin [82].
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Stale nebylo presné stanoveno, které ROS jsou zodpovédné za neenzymovou LP. Na jednu
stranu byva neenzymova LP povaZovana za nasledek masivni produkce hydroperoxidl PUFA a jejich
metabolitl produkovanych béhem enzymové LP [79], na druhou stranu byva této LP pfipisovana
spojitost s ROS vznikajicimi pfi oxidativnim vzplanuti v rané fazi obranné reakce [83]. Druha hypotéza
je podporovana zjisténim, Ze u tabaku ovlivnéného cryptogeinem za raznych svételnych podminek neni
hladina LP vyvolana cinnosti ROS a 9-LOX ovlivnéna stejné. LP zprostfedkovana cinnosti 9-LOX je
ovlivnéna vice nez LP vyvolana neenzymové, tzn., Ze 9(S)-hydroperoxidy PUFA vznikajici plisobenim 9-
LOX (tzn. dominantni drahou vedouci k LP, kterd je indukovana cryptogeinem) nejsou pravdépodobné
zcela zodpovédné za neenzymovou LP [83].

Enzymova peroxidace lipidQ - lipooxygenasy

LOX (linoleate:oxygen oxidoreduktase, EC 1.13.11.12) patfi mezi enzymy béiné se vyskytujici
u rostlin, které jsou zapojeny v regulaci celé rady vyvojovych procesu (kliceni, starnuti). Pfi napadnuti
rostliny patogenem dochazi nejen k aktivaci v burice jiZz konstitutivné pfitomnych LOX, ale také
k indukci exprese prislusnych gent a tedy k syntéze novych LOX [84]. Drahy katalyzované pomoci LOX
jsou aktivnim procesem zapojenym v hypersenzitivni bunééné smrti u rostlin; inhibice/aktivace LOX
drah vede k inhibici/aktivaci bunécné smrti, coz ukazuje, Ze LOX-dependentni LP je znakem HR-PCD
(PCD - programmed cell death). Spojeni mezi LP a PCD podporuji i dalsi experimenty, které ukazuji, Ze
nekrotické symptomy jsou indukovany i nepfimou produkci hydroperoxid( in planta, tj. pfimou
infiltraci fyziologického mnozstvi hydroperoxidli odvozenych od a-LeA a LA do listl tabaku nebo
infiltraci volnych PUFA do listl, v nichZ byla predtim indukovana aktivita LOX pomoci MeJA [79].

V rostlinach se nachazi nékolik izoenzym( LOX, které se lisi podle jejich pl, pH optima,
molekulové hmotnosti a substratové a polohové specifity. Vétsina LOX jsou rozpustné enzymy
lokalizované prevainé v cytosolu, ale nékteré se nachazeji také v chloroplastech, mitochondriich,
vakuolach, jadre nebo primo vazané v membrdanach [46]. Vyskyt LOX je také organoveé specificky [85]
a indukce exprese jejich genl byva zavisla na pritomnosti hormonu jako je JA, MelA nebo SA [86].
Substratem LOX jsou prevazné volné PUFA, které jsou uvoliovany z membranovych lipid( ¢innosti lipaz
(napft. fosfolipaza A2 [87-89] nebo galaktolipaza [83] nebo lipid acyl hydrolaz (LAH). Mnoho LAH patfi
do tridy patatin-like protein(, jejichz exprese byva rovnéZ organové specifickd a které katalyzuji
deacylaci glykolipid( a fosfolipid( nebo vyhradné glykolipida [83]. Soucasti signdlni drahy vedouci k LP
je tedy vedle aktivace LOX taky pfedchozi aktivace/exprese pfislusnych lipaz, které zajistuji dostatek
substratll pro Cinnost LOX. Navic existuji i LOX, které prednostné plsobi na esterifikované PUFA
membranovych lipida [90, 91]; jednd se prevainé o LOX lokalizované pfimo mezi lipidy membran.
Vznikajici hydroperoxidy mastnych kyselin pak byvaji nasledné z lipid( uvolfiovany pomoci lipaz
preferujicich esterifikované produkty LP.

Mechanismus oxygenace PUFA pomoci LOX je podobny mechanismu jako u LP vyvolané ROS
avSak s tim rozdilem, Ze LOX produkuji hydroperoxidy PUFA stereospecifickym odstranénim
vodikového atomu z methylenové skupiny (odstranéni (S)-protonu). Po nasledném radikalovém
preskupeni a presunu dvojné vazby z pozice cis do trans (vznik konjugovanych dvojnych vazeb) a reakci
s molekulou kysliku dochazi ke vzniku pouze (S)-enantiomer(l hydroperoxidl PUFA, a to na atomu
uhliku v pozici 9 nebo 13. Cely proces probiha v ramci komplexu enzym-PUFA, nedochazi tak k tvorbé
volnych radikald mastnych kyselin, které by se uvolnovaly do cytoplasmy [46]. LP iniciovana ptsobenim
LOX je inhibovand pfi nizké dostupnosti O,. Za takovych podminek muze byt aktivita LOX sice
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indukovana, ale nedostatek tohoto kosubstratu PUFA pfti reakci katalyzované LOX vede k inhibici nejen
LP ale i nasledné bunécéné smrti [79].

Produkty peroxidace lipidt

PFi LP mUzZe dochazet ke vzniku vSech isomer( hydroperoxidi PUFA znazornénych na obrazku
7. JelikoZ ROS nepUsobi regiospecificky, mohou tedy vyvolat peroxidaci ve vSech pozicich oznacenych
na obrazku 5 Sipkami, a protoZe nepusobi ani stereospecificky, vedou ke vzniku racemické smési
isomeru. Pozice oznacené na obrazku 7 pomoci hrott Sipek jsou povazovany za specifické pro ¢innost
'0,. Na rozdil od ROS puisobi LOX regiospecificky i stereospecificky, jejich ¢innosti tedy vznikaji pouze
(S)-enantiomery 9- a 13-hydroperoxidl PUFA (obrazek 7 - oznaceno krouzkem).

\ 12 10 /
kyselina 4 )

: . PVt Ut U Y COOH
linolova

kyselina NP Ut U U Ua Uil

linolenova

Obrazek. 7. Pozice v LA a a-LeA ndachylné na vznik -OOH skupiny ¢innosti ROS a LOX; Sipky znazornuji pozice atakovatelné ROS, hroty Sipek
predstavuji afinitu k *0,, aktivita LOX je oznatena krouzkem.

Primarni produkty LP, které jsou velice reaktivnimi slouceninami, byvaji dale metabolizovany
rozsahlou fadou neenzymovych i enzymovych reakci. Mezi enzymy podilejici se na metabolizaci
hydroperoxidi PUFA patfi naptiklad AOS (allenoxid syntaza), DES (divinylether syntaza), HPL
(hydroperoxid lyaza), POX (peroxygenaza) a dalsi (obrazek 8) [46, 92]. Tyto reakce vedou ke vzniku
velkého mnoistvi rozlicnych sekundarnich produktd LP, derivatd mastnych kyselin, které byvaji
souhrnné oznacovany jako oxylipiny. Jde o termin oznacujici vSechny produkty LP bez ohledu na délku
jejich fetézce a jiné strukturdlni vlastnosti (pf. jasmonaty, epoxidy, hydroxy-kyseliny, C6-/C9-aldehydy,
ketoly, divinylethery a dalsi). Mnoho z téchto molekul je biologicky aktivnich, vykonavaji rdzné funkce
(antimikrobialni, antifungalni, signdlni, aktivace exprese obrannych genl, produkce fytoalexin()
v regulaci vyvojovych nebo obrannych procesd probihajicich v rostlinach. Samotné hydroperoxidy
PUFA mohou vykazovat silnou antimikrobidlni nebo antifungalni aktivitu a spousti také fragmentaci
DNA, ktera je charakteristickym znakem programované bunécné smrti [78, 87, 93-95]. Patfi také mezi
signalni molekuly, které v sousednich neinfikovanych burnkach indukuji syntézu fytoalexin. Redukci
hydroperoxidi mastnych kyselin vznikaji dale hydroxymastné kyseliny (HFA), které predstavuji
substraty pro biosyntézu kutinu, ¢imZ napomahaji k zesileni pletiva a tim zpomaluji Sifeni patogenu
rostlinou [96]. | mnoho dalSich oxylipinl mUZe prechazet z mista své produkce do ostatnich ¢asti
rostliny a Sitit tak signdlni a obranné reakce [97].
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Obrazek 8: Priklad biosyntézy rGznych druhd oxylipind. Biosyntéza oxylipint zadind pfeménou PUFA na pfislusné hydroperoxidy mastnych
kyselin zpGsobenou aktivitou LOX nebo 2-dioxygendz (a-DOX). Reaktivni hydroperoxidy mastnych kyselin jsou dale vyuZivany jako substraty
dal$imi rznymi drahami. Allenoxid syntaza (AOS), divinylether syntdza (DES), hydroperoxid lydza (HPL), peroxygenaza(POX), fatty acyl
hydroxylasa (FAH), Hydroperoxide reduktaza (HPR), Oxo-phytodienoic acid (OPDA). Upraveno dle [98].

Aktivace jednotlivych typl LOX pti obranné reakci se lisi v zavislosti na druhu rostliny. Nékteré
rostliny aktivuji 9-LOX, jiné 13-LOX. Prikladem rostlin aktivujicich 9-LOX jsou napf. tabak [79, 80], rajce
[99], brambor [85, 100] nebo bavinik [84, 86, 101], zatimco zvySena aktivita 13-LOX byla pozorovana u
ryze [78, 87, 102], sdji, fazolu [95] pFipadné u Arabidopsis thaliana [80, 103]. Exprese genl kddujicich
9-LOX nebo 13-LOX muzZe byt navic ovlivnéna i vyvojovym stadiem rostliny, u semen mandlovniku
infikovanych houbou Aspergillus carbonarius bylo zjisténo, Ze 9-LOX-metabolizmus je silné aktivovany
u nezralych semen, zatimco u zralych semen dochazi predevsim k neenzymové produkci
hydroperoxidi PUFA nebo cinnosti 13-LOX a celkova exprese genl pro LOX je rapidné redukovana
[104]. Intenzita LP a typ iniciatoru LP se u elicitorem indukované obranné reakce lisi také v zavislosti
na druhu rostliny i pfislusného elicitoru, popf. na typu interakce - kompatibilni vs. Nekompatibilni [105,
106]. U listh tabaku bylo zjisténo, Ze jak infiltrace 13-hydroperoxidQ, tak i in planta produkce 9-
hydroperoxid(i linolenové kyseliny mohou obé indukovat nekrdzu rostlinného pletiva. Tato data
naznacuji, Ze v zavislosti na druhu rostliny mohou byt jak 13- tak i 9-hydroperoxidy PUFA produkovany
jako ucinné efektory HR bunécné smrti, a to spolu se svymi metabolity a degradacnimi produkty.

Neenzymové a enzymové procesy vedouci k LP se mohou navic vzajemné ovliviiovat; naruseni
jedné drahy, ktera za patologickych podminek normalné indukuje LP, mGze byt kompenzovano aktivaci
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ostatnich dvou drah. Napfiklad u rostlin lilku brambor bylo zjisténo, Ze potlaceni 9-LOX drahy je zcela
nahrazeno zvysenou aktivitou neenzymové i 13-LOX drahy, a to navic za soucasného vzniku nekrozy v
porovnatelném rozsahu jako po pusobeni 9-LOX [107]. Podobnd kompenzace byla pozorovana i u
tabaku. Podil neenzymové a enzymové LP se navic mlZe ménit i v zavislosti na svételnych podminkach
[108].

1.7. Fytoalexiny

Obranna reakce rostlin stresovanych nebo napadenych patogenem ¢i herbivorem vede k syntéze
fytoalexint, diky tomu jsou fytoalexiny Casto vyuZivany jako markery obranné reakce rostlin. Tyto
nizkomolekularni antimikrobidlni sekundarni metabolity maji znacné rozlisné struktury, které se lisi
mezi jednotlivymi druhy rostlin (obrazek 9). Svou chemickou strukturou mohou byt fazeny mezi
terpenoidy, saponiny, fenoly a fenylpropanoidy, pterokarpany, stilbeny, alkaloidy nebo glukosinolaty.
Nejen struktura fytoalexind, ale i metabolické drahy a mechanismy regulace jejich syntézy jsou znacné
heterogenni.

Koncept fytoalexind, jakoZto latek schopnych aktivné plsobit proti patogenu, byl zaveden pred
vice nez 70 roky [109]. Od té doby se vyzkum v této oblasti dosti rozvinul a to nejen s ohledem na roli
fytoalexinl v obrané proti patogentim a skiidclim, ale také s ohledem na jejich ucinky pro lidské zdravi
[110-115]. Napriklad indolové fytoalexiny obsazené v brukvovité zeleniné vykazuji antioxidacni a anti-
kancerogenni aktivitu a napomahaji k ochrané kardiovaskularniho systému [110, 115]. Fytoalexiny
pochazejici z podzemnice olejné (Arachis hypogea) maji protirakovinné a vasodilatacni Gcinky[114].
Biologickd aktivita sdjového (Glycine max) fytoalexinu glyceollinu zahrnuje anti-proliferacni a
protinddorové ucinky [113]. Cirokovy (Sorghum bicolor) fytoalexin 3-deoxyanthocyanins by mohl
pomoci pfi snizovani vyskytu rakoviny zaZivaciho traktu[116]. Fytoalexin resveratrol z révy vinné (Vitis
vinifera), pUsobi proti starnuti, ma anti-kancerogenni, protizanétlivé a antioxidac¢ni vlastnosti, které by
mohly chranit ¢lovéka proti chronickym onemocnénim a/nebo napomahat k dlouhovékosti [113].
Nicméné biosyntéza vétsiny fytoalexin( stejné tak jako regulace podilejici se na jejich indukci biotickym
a abiotickym stresem a molekularni mechanismy, které jsou odpovédné za cytotoxicitu pro patogeny,
jsou do znacné miry stale neznamé.

Fytoalexiny jako soucdast obranné reakce rostlin proti fytopatogennim mikroorganismam vykazuji
antibakterialni, antimykotické a antivirové vlastnosti, avsak ¢asto maiji i fytotoxické ucinky. Rovnéz bylo
zjisténo, Ze toxicita fytoalexini plsobi napfi¢ celym biologickym spektrem a Ze jejich aktivita neni v
Zzadném pripadé omezena jen na fytopatogennim houby, i kdyZz znaénad pozornost odbornikl je
vénovana predevsim interakci rostlin s houbami [117]. Bylo provedeno srovnani toxickych ucinkd
isoflavonoidnich fytoalexini s fungicidy benomyl a mankozeb a ukazalo se, Ze fytoalexiny jsou
podstatné méné toxické neZ syntetické fungicidy [118]. PrestoZe existuji rozdily v uclinku mezi
jednotlivymi fytoalexiny, efektivni davky fytoalexint obecné spadaji fadové do 10° a7 10 M [119-121].
Vedle fungistatickym uc¢ink mohou fytoalexiny pusobit i fungitoxicky a u bunék hub vyvolat
cytologické zmény. Napriklad resveratrol a pterostilben, dva z fytoalexinl vinné révy, vyvolavaji u
konidii Botrytis cinerea naruseni plazmatické membrany a rozpad mitochondrii, coZ vede k zastaveni
rastu zarodecnych bunék [119-121]. Fytoalexiny taktéZz mohou pUsobit jako rozpojovace transportu
elektronli a oxidac¢ni fotofosforylace v ramci dychaciho retézce, coz vede k rychlému a udplnému
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zastaveni respirace u konidii Botrytis cinerea [119]. Navic bylo zjisténo, Ze fytoalexiny jsou schopny

vyvolat u hub i programovanou bunécnou smrt [122].
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Obrazek 9. Struktury vybranych fytoalexint [123]

Mezi nejvice studované fytoalexiny patfi latky odvozené od stilbenl. Rostlinné bunky je
produkuji v rdmci odpovédi na infekci houbovymi patogeny [124-126], po aplikaci elicitor(i [127-131],
po vystaveni UV-C zareni a po dalSich typech abiotického stresu [132-134]. Stilbenové fytoalexiny jsou
rostlinami syntetizovany také po vnéjsi aplikaci rostlinnych hormonu kyseliny salicylové, jasmonové,
nebo ethephonu, cozZ je latka vyvolavajici uvolnéni dalsiho rostlinného hormonu ethylenu [134-136].
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Stilbeny jsou pfirozené produkovany napf. rostlinami patficimi mezi Vitaceae, Pinaceae, Fabaceae,
Poaceae, Gnetaceae, Polygonaceae, Liliaceae, Moraceae a Cyperaceae [137-139]. Tyto rostliny
disponuji enzymem stilben-syntazou (STS) a stresem se u nich stimuluji signalni drahy, které vedou ke
zvysené produkci stilbenl prostfednictvim uvedeného enzymu. Nicméné vzhledem k tomu, Ze geny
kdduijici stilben-syntazu mohou byt indukovany i po preneseni do heterologniho rostlinného systému,
zda se, Ze tyto signalni drahy jsou soucasti obecné reakce na stres spolecné riznym rostlinnym druhim
[140]. Vzhledem ke svym antifungalnim vlastnostem jsou stilbeny potencialné vyuZitelné pro ochranu
rostlin proti patogenim metodou zvysovani pfirozené rezistence rostlin stimulaci produkce stilbenda.

Stilbeny jsou spolu s lignany a flavonoidy fazeny mezi fenylpropanoidy. Fenylpropanoidy
vznikaji oxidativni deaminaci fenylalaninu fenylalaninamoniaklydzou (EC 4.3.1.5). Nasleduji reakce
katalyzované cinamat-4-hydroxylazou (EC 1.14.13.11) a 4-kumarat-CoA-ligdzou (EC 6.2.1.12) viz
obrazek 10. Transkripce genl kédujicich vSechny vySe zminéné enzymy je indukovana béhem obranné
reakce [22, 141]. Nicméné kliCovym enzymem, ktery fidi biosyntézu stilbend, je stilben-syntaza (STS,
EC 2.3.1.95), posledni enzym biosyntetické drahy [140]. STS se radi do superrodiny polyketidovych
syntaz typu lll, které se také rika CHS-like (chalcon synthase-like) polyketidové syntazy [142]. CHS a
STS syntetizuji ze substratl stejny linearni tetraketidovy meziprodukt. Tyto enzymy se ale lisi
v naslednych cyklizacnich mechanismech. Cyklizace katalyzovana STS probiha aldolovou kondenzaci a
je doprovazena ztratou C1 uhliku ve formé CO,, zatimco CHS katalyzuje Claisenovu kondenzaci
(obrazek 11). Aktivni mista STS a CHS jsou prekvapivé tvorena shodnymi aminokyselinami. Rozdil
spociva v rozdilné siti vodikovych vazeb mezi postrannimi fetézci téchto aminokyselin [143].
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\L C4H
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/
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l C4L l

P-COUMAROYL- 3 x MALONYL-

COENZYME A + COENZYME A
STILBENE -4 CO,
SYNTHASE
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Obrazek 10. Biosyntéza resveratrolu z fenylalaninu nebo tyrosinu fenylpropanoidni/polymalonatovou drahou. PAL/TAL: fenylalaninu

/tyrosin amoniak lydza; C4H: cinamat-4-hydroxyldza; C4L: kumarat:koenzym A ligaza; STS: stilben-syntdza [144].
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Obrézek 11: Reakce katalyzované enzymy chalkon-syntazou a stilben-syntazou

mezi sekundarni metabolismus (CHS) nebo stilbenové obranné metabolity (STS) [145]. Ve tkanich
s vysokou expresi STS je hladina exprese CHS nizka a naopak. Kromé toho je béhem docasného zvyseni
transkripce STS vlivem UV-C zareni nebo houbové infekce potlacena transkripce CHS. Tudiz se zd3, Ze
u révy vinné a mozna i u dalSich rostlinnych druht syntetizujicich stilbeny existuje antagonisticky vztah

CHS a STS soutézici o shodny substrat predstavuji misto, kde jsou uhlikové skelety rozdélovany

mezi biosyntézou flavonoid( a stilbena.
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Nejdllezitéjsim enzymem v biosyntéze flavonoidl je chalkon-syntaza, kterd je jednim z
prvnich enzym( této biosyntetické drahy a zajistuje postupné spojovani tfi molekul malonyl-CoA a
molekuly 4-kumaryl-CoA [147]. Vysledkem této reakce je vznik molekul chalkond, ze kterych vznikaji
pomoci enzymu chalkon-isomerdazy naringenin a liquiritigenin, z nich poté pisobenim enzymu
isoflavon-syntdzy vznikaji daidzein a genistein. Ostatni skupiny flavonoidl jsou produkovany
z narigeninu pomoci enzymu flavon-syntazy a flavonol-syntazy (obrazek 12).

Primarni produkty téchto biosyntetickych drah (resveratrol, pinosylvin, genistein, daidzein
atd.) jsou v rostliné dale metabolizovany. NejcastéjsSimi modifikacemi jsou: isomerizace, glykosylace,
methoxylace a oligomerizace. V pfipadé stilben( (resveratrol a pinosylvin) je cis-isomer obvykle méné
stabilni nez trans-isomer kv(li vzajemnému postaveni aromatickych kruh( [138]. Nékteré stilbeny se
nicméné vyskytuji prevainé jako cis-isomery. Vyznamnou ¢ast stilbenld jsou rostliny schopny
akumulovat ve formé glukosidd (napf. piceid) [148]. Glykosylace je béiné se vyskytujici modifikace
rostlinnych sekundarnich metabolitd, kterd mulze ovliviiovat jejich hydrofilitu, stabilitu,
vnitrobunécnou lokalizaci i aktivitu. Glukosylované formy stilbent mohou byt rostlinou vyuZivané pro
skladovani nebo pro transport z cytoplasmy do apoplastu a také jako ochrana pred degradaci [128].
Skladovani stilben( ve vakuole v glukosylované formé pravdépodobné chrani rostlinu pred toxickymi
efekty stilben [148]. Methoxylaci resveratrolu na pterostilben a pinosylvinu na
pinosylvinmonomethylether katalyzuji enzymy methyltransferazy. Rada stilbent vznikd oligomerizaci
resveratrolu nebo jeho derivat(. Oxidativni oligomerizace resveratrolu na viniferiny je pravdépodobné
katalyzovana peroxidazovymi isoenzymy lokalizovanymi v bunécné sténé a ve vakuole [149, 150].
Exprese methyltransferaz i peroxidaz se méniv zavislosti na vlivech prostredi, jako je bioticky i abioticky
stres, coz vede ke zvyseni ucinnosti stilbenovych fytoalexin( [151]. K oligomerizaci resveratrolu také
dochazi enzymatickou oxidaci in vitro pomoci kienové peroxidazy nebo laccasovych oxidaz z B. cinerea.

Primarni funkci stiloenll je obrana proti patogenim [120, 152]. Diky svym antifungalnim,
antimikrobialnim a repelentnim vlastnostem chrani rostlinu pred napadenim houbami, bakteriemi,
nematodami i herbivory. Nékteré rostlinné druhy jako napt. Fallopia japonica a borovice akumuluji
znacna mnoistvi stilben( konstitutivné. Kofeny F. japonica obsahuji az 16 mg/g suché hmotnosti
piceidu a 1,8 mg/g suché hmotnosti resveratrolu. Rizné substituované stilbeny jsou ale akumulovany
také jako fytoalexiny v pribéhu napadeni patogenem. Tyto stilbeny jsou zfejmé zodpovédné za
rezistenci nékterych rostlinnych druh( vic¢i houbovym patogentm [139].

Mechanismem ucinku stilbenovych fytoalexin(i je pravdépodobné interakce s tubuliny
houbovych bunék a tim zplsobené zmény v morfogenezi. Methylované stilbeny navic zpUsobuji
modifikace endocelularnich membranovych systém, konkrétné rozpad endoplasmatického retikula,
jadernych i mitochondrialnich membran. Toxicita jednotlivych stilbent se lisi: koncentrace, kterda omezi
kliceni konidii Botrytis cinerea o 50 %, je pro resveratrol 400 uM [121], pro e-viniferin 80 uM [153] a
pro pterostilben 70 uM [121]. Produkované mnoizstvi stilbend se pro rdzné druhy rostlin i pro rlizné
kultivary jednoho druhu znacéné lisi. Napf. ve slupkach bobuli révy vinné a v infikovanych listech révy
vinné dosahuje koncentrace t-resveratrolu v zavislosti na odrddé 20-2000 uM [154, 155]. Pro zvyseni
rezistence rostliny je zfejmé podstatna akumulace velkych mnoZstvi resveratrolu béhem prvnich 48
hodin po infekci [140] a rychld konverze resveratrolu na toxictéjsi metabolity. Nékteré houby naproti
tomu umi stilbeny aktivné vylucovat pomoci ABC transportér(l [156] nebo metabolizovat. Nékteré
kmeny B. cinerea oxiduji jednoduché stilbeny pomoci laccasové stilben-oxidazy. Z malo rozpustného
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resveratrolu a pterostilbenu tak vznikaji prakticky nerozpustné dimery [157], pravdépodobné nasledné
transportované do vakuol konidii [158].

Nékteré stilbeny vykazuji také antimikrobidlni aktivitu vaci kvasinkdm a nékterym bakteriim
[159], nebo toxicitu vic¢i hmyzu, nematodam a jinym organism(m a maji protipoZerové valstnosti [160]
Rostliny také pravdépodobné vyuZivaji antioxidacni ucinky stilbentd. Hydroxylové skupiny totiz funguji
jako donory protonl a udileji stilbenim redukéni vlastnosti. Antioxidacni vlastnosti jsou jesté
vyraznéjsi, pokud stilbeny obsahuji fenantrenovou strukturu. Tyto stilbeny vznikaji vliivem UV zareni,
proto se predpoklada, Ze nékteré rostliny vyuzivaji UV zareni k produkci silnéjsich antioxidant( a tim k
potlaceni oxidativniho stresu, ktery je timto zarenim zpuisobeny [161].

Mezi méné studované fytoalexiny patfi latky odvozené od seskviterpenl, mezi néz patfi
napriklad capsidiol. Tento fytoalexin byl prvné nalezen v rostlinach papriky a to jak v listech tak ve
stonku (Capsicum annuum) po inokulaci sporami hub [162]. Capsidiol, jehoZ strukturni vzorec je na
obrazku 13, je produkovan fadou rostlin ¢eledi lilkovité jako odpovéd na rliznorodé podnéty vnéjsiho

prostredi. Dale bylo prokazano, Ze capsidiol je schopen branit rastu fadé druhu hub [163, 164].

OH

HO™ ™
CH, CH,

Obrazek 13. Strukturni vzorec capsidiolu.

Capsidiol je daleZitou antimikrobialni slouc¢eninou produkovanou rostlinami tabaku (Nicotiana
tabacum) v reakci na houbové elicitory. Jeho biosyntéza jde izoprenoidni cestou pres 5-epi-
aristolochen. Oxidace 5-epi-aristolochenu na capsidiol probiha ve dvou krocich, pricemz jeden z krokd
hydroxylace je konstitutivni a druhy je zprostfedkovan elicitorem indukovanou cytochromem P450
hydroxylazou [165]. Klicovym krokem syntézy capsidiolu je cyklizace farnesyldifosfatu, ktery byva
vyuZzivan predevsim pro syntézu sterol(. Pro syntézu capsidiolu je tedy zapotrebi aktivovat EAS (epi-
aristolochen-syntazu) a inhibovat skvalen syntdzu, cozZ se déje béhem elicitace tabakovych bunék [166,
167]. Dale béhem této reakce na aplikaci elicitor( také dochazi k prudkému nardstu aktivity HMG-CoA
reduktazy (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase) a dalSich seskviterpenovych cyklaz
[168]. Aktivita seskviterpencykladz je u nestimulovanych bunék tabdku nizka, nicméné po aktivaci
obranné reakce dojede k prudkému zvyseni jejich aktivity béhem 8-12 hod po vystaveni pusobeni
elicitoru. Soucasné dojde k aktivaci transkripce prislusného genu a zvyseni exprese EAS [169]. Dalsim
enzymem zapojenym do produkce capsidiolu je epi-aristolochen-hydroxylaza (EAH), ktera katalyzuje
hydroxylaci na uhliku C1, pfipadné C3 (obrazek 14)[170]. Dalsi znamou mozZnosti je hydroxylace na
uhliku C3 pomoci inducibilni P450 hydroxylazy, po které nasleduje hydroxylace na uhliku C1 za pomoci
konstitutivni P450 hydroxylazy. Obé tyto hydroxylacni reakce vyZaduji prfitomnost O, a NADPH [171].
Hydroxylace 5-epi-aristolochenu je dalezitym regulaénim krokem pfi syntéze capsidiolu [170, 172].
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Obrazek 14. Schéma elicitorem vyvolané biosyntetické drany capsidiolu u Nicotiana tabacum [172].

V ramci studia interakce rostlin papriky a patogent Botrytis cinerea a Fusariumm oxysporum
bylo zjisténo, Ze dochazi k akumulaci capsenonu (obrazek 15). Tato latka vznika oxidaci capsidiolu na
keton ¢imz dojde k sniZeni antifungalnich vlastnosti a snizeni toxicity capsidiolu [164]. Pravdépodobné

se takto patogenni houby brani toxickym ucinklm capsidiolu [163].

OH 0

Obrazek 15. Detoxifikace capsidiolu na capsenon [164].
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1.8. Ergosterol

Ergosterol je nejrozsifenéjsi membranovy sterol u hub [173, 174]. Vzhledem k tomu, Ze rostliny
nejsou schopny syntetizovat ergosterol, je rozpoznavan rostlinnymi burikami jako cizorody, spada tak
do skupiny lipidickych biotickych elicitort [175-177]. Z hlediska obranné rekce rostlin patfi ergosterol
mezi MAMP, nebot je schopen vyvolat urcité faze této reakce. Stanoveni koncentrace ergosterolu
v rostlinnych pletivech je také vyuZivano k uréeni Urovné houbové infekce [173], a ergosterol je jako
“houbovy marker” vyuzivan v kulturach obilovin, napfiklad u je¢mene a kukurice [178]. Nicméné
v dnesni dobé neni ergosterolu jako MAMP vénovano tolik pozornosti, jak by se dalo ocekavat.

Steroly, mezi nézZ ergosterol patfi, jsou soucasti rozsahlé rodiny izoprenoidnich sloucenin, které
maji pozoruhodnou strukturni a funkéni rozmanitost v Zivych organismech [179]. Steroly, které jsou
pfitomny v plazmatickych membranach eukaryotickych bunék, jsou nezbytné pro organizaci a funkci
téchto membran. Ergosterol je hlavni slozkou membran u nizsich eukaryot, zatim co cholesterol se
nachazi jako hlavni sterolova slozka membran u ZivocisSnych bunék [180, 181]. Sitosterol je zase
nejhojnéjsi z fytosterol(l [182]. Ve srovnani s cholesterolem ma ergosterol navic nenasycenou vazbu v
poloze C7 - C8 a dalsi methylovou skupinu (C28 ) na pozici C24. Oproti sitosterolu ma ergosterol rovnéz
navic nenasycenou vazbu v poloze C7 - C8 a v pozici C24 je namisto ethylové skupiny (C28 - C29 )
skupina methylova (C28) (viz obrazek 16). Tyto strukturalni rozdily pravdépodobné umoznuji
rostlinnym bunkam rozpoznat ergosterol jako cizorodou MAMP [183]. Zajimavé je, Ze v ramci
biosyntézy ergosterolu se tyto z funkéniho hlediska dalezité slozky struktury tvofri relativné pozdé [179,
184] .

©

Obrazek 16: Chemické struktury ergosterolu ( A ), cholesterolu ( B) a sitosterolu (C) .

Mechanismus rozpoznavani ergosterolu rostlinnymi bunkami neni zatim detailné popsan.
Nicméné se predpoklada, Ze rostliny bud maji receptor pro ergosterol nebo vyuzZivaji alternativni
MAMP receptor. Dalsi moZnosti Ucinku ergosterolu na rostlinné bunky je ovlivnéni tzv. lipidickych raftd
v rostlinnych membranach a to diky schopnosti tohoto sterolu tvofit velmi stabilni mikrodomény [181,
185].

Po rozpoznani ergosterolu rostlinnou burikou dochazi prenosu signalu, ktery vyvola ranou fazi
obranné reakce rostliny. Tyto procesy jsou provazeny zménami potencialu v plazmatické membrané
[185, 186], zmé&nami v tocich H" iontl v disledku kterého dochdzi k rychlé pfechodné alkalizaci
ristového média [176, 183, 185, 187]. Dale pak dochazi k mobilizaci vnitfnich zasob vapenatych iont(,
aktivaci z oxidativniho vzplanuti a produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) [183]. Signdlni draha
aktivovana ergosterolem dale zahrnuje proteinkinazu C (PKC ) a fosfolipazu A2 ( PLA2 )[44].

Schéma na obrazku 17, prevzato z [188] naznacuje znamé souvislosti mezi ergosterolem
vyvolanymi signalnimi procesy a intracelularnimi mechanismy, které jsou aktivované rozpoznanim
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chitinu a xylanazy. Procesy zobrazené na obrazku 17, vcetné proteind a dalSich metabolit(, jsou
vysledkem studii na tabaku a vinné révé. Ergosterol po rozpoznani rostlinnou burikou spousti jak vtok
Ca’* do buriky tak uvolfiovani intraceluldrnich rezerv Ca**. Ergosterol je pravdépodobné rozpoznan
pomoci membranového receptoru stejnym zplsobem jako ostatni M / PAMP (oznacen hnédou barvou
na levé strané schématu). Déle byla prokazana existence intracelularniho oxysterol-vazajiciho proteinu
(OSBP), ktery by taktéz mohl slouzit k identifikaci ergosterolu. Hnédymi Sipkami jsou znazornény znamé
metabolické drahy a jejich vysledné metabolity, které jsou zapojeny do obranné reakce vyvolané
ergosterolem. Navic ergosterol spousti signalizaci na bazi MAPK, kterd nasledné aktivuje interakce
mezi nékterymi WRKY transkripénimi faktory cozZ vytvari sloZitou WRKY sit. Pferusované ¢ary oznacuji
domnélé reakce a otazniky predstavuji nezndmé mechanismy interakce. Déale jsou ergosterolem
aktivované tri dllezité metabolické enzymy, které prispivaji k produkci specifickych metabolitl a to
seskviterpen-cyklaza (SQC), epi-aristolochen-syntaza (EAS) a fenylalanin amoniaklyaza (PAL), oznaceny
jsou ¢erchovanym kruhem v dolni ¢asti obrazku 17.

23



-

wr
Chitin Xylanase

CERK1/CEBIP TLXVXIP/TFMSA  LeEIX 1/2

WRKY Network(s)

L LT

JA-dependent 1SA-dependent

N
/i

i e

Primary Metabolism \

jorn L m@
y v

Obrazek 17. Souhrn v§ec zndmych i domnélych mechanism a ,,hraca” dalezitych pro vnimani pfipadné ovlivnéni obranné reakce rostlinné
buriky pomoci ergosterolu. cADPR (cyklicka ADP-ribdza), CDPK (kalcium-dependentni protein kinaza), CeBiP (chitin-elicitor vazajici protein),
CERK1(chitin-elicitor receptor kinaza), EAS (epi-aristolochen syntaza), IP3 (inositol 3-fosfat) JA (kyselina jasminova), LeEIX (Lycopersicon
esculentum ethylen-indukované xylanaza), MAPK, (MAP kindza), MAPKK (MAP kindza kindza), MAPKKK (MAP kindza kindza kindza), NPR1
(Nonexpressor of pathogenesis-related gene 1), nsLTP (nespecificky lipid pfenasejici protein), MYB, myeloblastdza; OSBP (oxysterol vazajici
protein), PAL (fenylalanin amoniak lyaza), PLC (fosfolipdza C), Pl (inhibitor protedz), PR (Proteiny souvisejicich s patogenezi), ROS (reaktivni
formy kysliku), SA (kyselina salicylova), SAR (systémové ziskana rezistence), SQC, (sesquiterpen cyklaza), TFs, (transkripéni faktory), TFMSA
(kyselina trifluormethylsulfonova), TLXI (thaumatinu podobny inhibitor xylanazy), VST1 (Vitis stilben syntaza 1); Vv (Vitis vinifera), XIP

(xylandzu inhibujici protein) [188].
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1.9. Cryptogein

Cryptogein je maly protein produkovany oomycetou Phytophthora cryptogea patfici do
skupiny tzv. lipid prenasejicich proteinl. Zastupci rodu Phytophthora patfi mezi hemibiotrofni
organizmy, které si sami neumi syntetizovat steroly, avSak je nezbytné potrebuji pro svoji reprodukci,
a proto jsou odkazané na jejich ziskavani z membran hostitelskych rostlin. K tomuto ucelu produkuji
specifické extracelularnich proteiny, které se souhrnné oznacuji jako elicitiny, nebot jsou tyto proteiny
schopné vyvolat u hostitelskych rostlin obrannou reakci. Tyto elicitiny slouzi k prenosu mastnych
kyseliny a sterold mezi membranami hostitele a patogenu, pficemz u téchto proteinl nebyla objevena
Zadna enzymova aktivita. Elicitin cryptogein je tedy fyziologicky vyuzivan pro ziskavani fytosteroll z
hostitelskych rostlinnych membran a jejich pfenaseni smérem k patogenu, u néhoz nasledné spousti
aktivni fazi reprodukce, nebo funguje jako zasobarna sterolt [189].

Elicitiny se podle jejich izoelektrického bodu obecné déli na kyselé a-elicitiny (pl < 5) a bazické
B-elicitiny (pl > 7.5). Pocet negativné nabitych aminokyselin (Asp, Glu) je u obou skupin témér
konstantni a pohybuje se v rozmezi od 3-5. Velice se vsak lisi poctem pozitivné nabitych aminokyselin.
Kyselé elicitiny ve své strukture obsahuji 2-4 lysiny, zatimco bazické elicitiny maji lysind 6. Strukturni
rozdily mezi obéma skupinami elicitind se odrazi v jejich rozdilnych schopnostech aktivovat obrannou
reakci u rostlin. Obecné maiji kyselé elicitiny niZsi schopnost vyvolat obrannou reakci u hostitelskych
rostlin neZ bazické elicitiny, které jsou rostlinami detekované jiz v nanomolarnich koncentracich [190].

Z hlediska struktury je cryptogein (obrazek 18) maly hydrofilni globularni protein o velikosti 10
kDa, ktery obsahuje 98 aminokyselin a jeho terciarni struktura je tvorena péti a-sroubovicemi, jednim
antiparalelnim B-skladanym listem a flexibilni w-smyckou. Tyto struktury jsou spojeny tremi
disulfidickymi muUstky (Cys3-Cys71, Cys27-Cys56, Cys51-Cys95) a vodikovymi vazbami a vytvari velkou
hydrofobni dutinu uvnitf cryptogeinu. Vstup do dutiny je tvoreny B-skladanym listem a w-smyckou,
kterou tvori aminokyseliny v pozicich 33 az 42 spojujici a2- a a3-helix [191, 192]. Pravé do této kavity,
ktera obsahuje striktné konzervovana hydrofobni residua, se mohou vazat steroly a mastné kyseliny
[193-195]. Pfedchozi studie naznacily, Ze pravdépodobné existuje urcity vztah mezi vazbou steroll a
aktivaci obranné reakce u bunék tabaku[196-198]. Pfedpokladalo se, Ze navazani sterolu do hydrofobni
kavity je zfrejmé nutnym krokem pro vazbu cryptogeinu na vysokoafinitni misto rostlinné membrany a
pro aktivaci signalni kaskady vedouci k rané fazi obranné reakce. JelikoZ navazani sterolu zpUsobuje
konformacni zménu w-smycky, bylo navrzeno, Ze pravé tato zména by mohla byt tim krokem, ktery
urcuje intenzitu vyvolané obranné reakce [199].

Obrazek 18: 3-D struktura cryptogeinu. Krouzkem jsou oznaleny oblasti pravdépodobné dulezité pro sprdvné rozpoznani
cryptogeinu rostlinnou burkou.
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1.10. Cile prace a dosazené vysledky

V predkladané praci tykajici se ulohy nizkomolekularnich latek pfi obranné reakci rostlin byl
vénovan zfetel signdlnim molekuldm zapojenym do signalizace a regulaci obranné reakce vyvolané
ergosterolem. DalSimi aspekty byly uloha reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku, peroxidace
lipidG a tvorba fytoalexinl v ramci obranné reakce rostlin vyvolané rlznymi druhy elicitord. Pro
tyto ucely byly zavedeny nové metody stanoveni fytoalexinu capsidiolu a produktl peroxidace
lipidd pomoci HPLC a MS metod (publikace 2 a 6).

V ramci studia regulace obranné reakce vyvolané ergosterolem u bunék a rostlin tabaku
(publikace 5) bylo zjisténo, Ze jako klicové rostlinné hormony plsobi kyselina salicylova (SA) a
spermin a to predevsim pfi aktivaci exprese obrannych genl zahrnujicich PAL, PR1a, PR5 a tPOX1.
Dale pak byla zjisSténa zvySena aktivita PAL vedouci k produkci SA, kterd aktivuje expresi PR1a.
Naproti tomu byla indukovana exprese PR5 a tPOX1 v rdmci regulace sperminem, jehoZ zvysena
hladina byla rovnéz detekovana po aplikaci ergosterolu na rostliny tabaku. Ackoliv byla po aplikaci
ergosterolu na tabakové rostliny zjisténa zvysena kumulace transkriptu LOX a NaLOX3, nebyla
pozorovana zvysena produkce kyselina jasmonové. Tento rostlinny hormon tedy pravdépodobné
nehraje v ramci regulace této obranné reakce roli. DlleZitou roli v signalizaci obranné rekce tabaku
po aplikaci ergosterolu hraji vapenaté ionty a to predevsim na aktivitu a expresi PAL a na tvorbu
transkritptu PR1a. Na druhé strané jen minimalné je ovlivnéna pomoci vapenatych iont( tvorba
transkriptu PR5a a tPOX1. Dale bylo zjisténo, Ze v ramci této obranné reakce je produkovan NO,
ktery je pfi signalizaci kliCovou molekulou ovliviujici a transkripci PAL PR1a,PR5, tPOX a aktivitu
PAL.

V ramci studia ulohy ROS, peroxidace lipid( a tvorby fytoalexinu capsidiolu bylo vyuZito
modifikovanych forem elicitoru cryptogeinu, které byly aplikovany na bunky a rostliny tabaku.
Modifikace v rémci molekuly cryptogeinu smérovaly jednak do oblasti odpovédné za vazbu steroll
a mastnych kyselin (publikace 1, 4 a 6) a jednak na povrch molekuly (publikace 3 a 6). Pf sledovani
produkce ROS bylo nejprve zjisténo, Ze omezeni vazby sterold a mastnych kyselin do kavity
cryptogeinu vyrazné omezuje aZz zastavuje produkci ROS, nicméné bunécéna smrt z(stava
zachovana na pavodni Urovni své intenzity (publikace 1). V dalSich experimentech zamérenych na
dopad vazby sterolu do kavity cryptogeinu na povrch molekuly (publikace 4) bylo ovsem zjisténo,
Ze samotna vazba téchto steroll neni tim kliCovym faktorem pro zastaveni produkce ROS. Jako
klicové se naopak ukdazaly zmény na povrchu cryptogeinu (publikace 3), kdy mutace omezujici
nasedani na plazmatickou membranu tabakovych bunék vyrazné snizila schopnost cryptogeinu
vazat steroly a nasledné tak snizila produkci ROS a s ni souvisejici produkci capsidiolu. Pro dalsi
experimenty byly proto pfipraveny modifikované formy cryptogeinu se snizenou schopnosti vazat
steroly bez vlivu na povrch molekuly cryptogeinu, které byly srovnavany s modifikace ovliviujici i
povrch molekuly cryptogeinu (publikace 4). Vysledky téchto experimentl jasné ukazaly, Ze pro
produkci ROS a capsidiolu neni nezbytna vazba sterolu do kavitu cryptogeinu a ani souvisejici
posun ve strukture cryptogeinu v w-smycce. Naopak modifikace cryptogeinu sméfujici mimo w-
smycku, ale ovliviujici posun aminokyselinovych zbytk( potfebnych k vazbé na membranu,
vyrazné ovlivnily produkci ROS a capsidiolu. Jako dllezZité se v této reakci ukazaly lyzinové zbytky



na povrchu cryptogeinu ovliviujici orientaci a nasedani cryptogeinu na plazmatickou membranu
bunék tabaku.

Produkce ROS v ramci obranné reakce rostlin je pouze jednou ¢asti procesu vedouci
k peroxidaci lipida, ktera je nasledné zodpovédna za bunécnou smrt. Pro detailnéjsi pochopeni
procest spojenych s rozpoznavani cryptogeinu s dopadem na bunécnou smrt, pripadné dalsi
s peroxidaci spojenou regulaci obranné reakce byla provedena dalsi studie (publikace 6). V ramci
téchto experimentll byl sledovan vliv modifikace vazebného mista pro steroly a povrchu
cryptogeinu na prabéh peroxidace lipidd u rostlin a bunék tabaku. Tyto experimenty ukazaly, Ze
blokace vazby sterolu do kavity cryptogeinu nema Zadny vliv na celkovou peroxidaci lipidQ
spojenou s obrannou reakci. Naopak modifikace urcitych casti povrchu cryptogeinu vedla
k vyraznému poklesu celkové peroxidace lipida a ke zméné jednotlivych sloZek tohoto procesu.

Lze tedy konstatovat, Ze ucinek cryptogeinu nezavisi ani tak na zméné konformace w-
smycky, ke které dochazi po vazbé sterolu, jako spiSe na celkovém povrchovém néaboji proteinu.
PfedevSim na pl proteinu, spravném rozloZeni naboje na povrchu proteinu a na pfitomnosti
specifickych aminokyselin ve strukture proteinu. Jedna se predevsim o lysiny umisténé na povrchu
proteinu jako je napt. K13, ale také o aminokyseliny nachazejici se v blizkosti w-smycky, mezi které
patfi napf. leucin v poloze 41, nebot cryptogein obsahujici mutaci L41 vykazuje signifikantné
snizenou schopnost vazby na plasmatickou membranu rostlinnych bunék. Vysledky tedy sice
nepotvrzuji vyznam zmény konformace w-smycky pro indukci obrannych déjd, ale podporuji jeji
dilezZitost pro spravnou interakci proteinu s vysokoafinitnim vazebnym mistem plasmatické
membrany. Specifické aminokyseliny v w-smycce vcéetné pozitivné nabitych lyzinovych residui na
povrchu proteinu jsou tedy duleZité z hlediska spravné orientace proteinu pfi nasednuti na
membranu a schopnosti proteinu ziskavat steroly z rostlinnych membran. Schopnost cryptogeinu
vytrhavat steroly z biologickych membran vyznamné napomaha rozvoji nekrdzy rostlinného pletiva
a jde tedy o velice aktivni proces usnadnujici pranik patogenu do infikované rostliny. Dale se
ukdzalo, Ze u modifikovaného cryptogeinu se zménami cilenymi na povrch proteinu do blizkosti w-
smycky neovlivnila Ucinek cryptogeinu tak vyznamné, jako zména povrchového naboje tohoto
proteinu.
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2. Fytoestrogeny

2.1. Uvod

Slovo ,fytoestrogen” pochazi z feckého phyto = rostliny a estrogen = hormon, ktery plsobi na
plodnost samic savcl. Timto terminem jsou souhrnné oznacovany latky rostlinného plQvodu, které se
svoji strukturou a velikosti molekuly podobaji estrogennim hormontm, konkrétné estradiolu (17-B-
estradiol, E2), a které maji schopnost vyvolat estrogenni a/nebo antiestrogenni Gc¢inky [1]. Jejich vyskyt
byl popsan poprvé ve 40. letech minulého stoleti v souvislosti s tzv. jetelovou nemoci (clover disease,
[2]), kterd se vyskytla v Australii u ovci pasoucich se na porostech jetele podzemniho (Trifolium
subterraneum). Tato ,nemoc” se projevovala rdznymi reprodukénimi poruchami. Mlada nedospéla
zvifata vykazovala priznaky fije, ovce nebyly schopné zabfeznout, byl zaznamenan zvysSeny vyskyt
déloznich abnormalit a endometridz [2]. RovnéZ muzZe dojit k abnormalnimu vyvoji mlécné zlazy nebo
abnormalnimu prabéhu laktace, vyhfezim délohy nebo déloznim dystokiim v dlsledku neuplné
dilatace délozniho krcku [3]. U beran( byl popsan snizeny pocet i motilita spermii [4]. Co se tyka
jetelové nemoci, tak jako hlavni rostlinna slozka odpovédna za jeji vznik byl oznacen formononetin [5].
Pozdéji bylo zjisténo, Ze po intraruminalnim podani formononetinu je v moci ovci vylu¢ovan equol [6,
7]. Vysoké hladiny cirkulujiciho equolu pak byly zjistény i u ovci trpicich jetelovou nemoci po spasani
porostl nékolika plvodnich druh( jetell, které obsahovaly vysoké hladiny formononetinu [7]. Equol
byl dokonce zjistén i v mocovych kamenech u skotu a ovci [8].

Equol, jako takovy byl poprvé izolovan z moci brezich klisen jiz v roce 1932 a od plivodu zdrojového
materidlu (equine urine) byl také odvozen jeho nazev [9]. Zahy bylo zjisténo, Ze se equol ve znacném
mnoZstvi nachazi rovnéz v moci hiebcl a jalovych klisen. Tim byla vyvracena plvodni hypotéza o
souvislosti equolu s vysokymi hladinami estrogen(l v organismu béhem brezosti. Nasledné byla zjisténa
sezonnost vyskytu equolu v moci koni, kdy na podzim hladiny equolu v moci klesaly a v zimé nebyl
equol v moci detekovan vibec [10]. Propojenim tehdy dostupnych informaci a vedomosti byl odhalen
dietarni plvod equolu a byla mu pridélena hlavni role ve vztahu k porucham estrogenni rovnovahy u
ovci [11, 12]. Od té doby byl vyskyt equolu v moci nebo krevni plazmé popsan u mnoha druhd zvirat
véetné prasat [13], skotu [14], drlibeZe [15, 16], primatQ [17, 18], laboratornich hlodavcl [19] nebo
psu [20]. O 50 let pozdéji byl equol identifikovan i v lidské moci, a to jako metabolit sdjovych isoflavon(
daidzinu a daidzeinu [21].

2.2. Struktura isoflavont

Fytoestrogeny jsou nesteroidni prirozené se vyskytujici rostlinné fenolické slozky, které mohou byt
rozdéleny do dvou hlavnich skupin [22]:

1) flavonoidy, kam patfi :

isoflavony — do této skupiny se radi genistein, daidzein, glycitein, biochanin A a formononetin. Nékdy
se sem radi i equol, metabolit vznikajici z daidzeinu[22], ackoli je equol nesteroidni estrogen skupiny
isoflavon(, neni fytoestrogen, protoze neni prirozenou soucasti rostlin, ale je vyluéné metabolickym
produktem stfevniho bakteridlniho metabolismu [23]. Hlavnim dietarnim zdrojem isoflavoni jsou
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predevsim lusténiny z Celedi bobovitych (Fabaceae, [24]) jako napf. sdja lustinata (Glycine max) nebo
jetel luéni (Trifolium pratense). Isoflavony patii mezi latky s nejvyraznéjsSim estrogennim ucinkem.

kumestany — do této skupiny patfi zejména kumestrol a methoxykumestrol, protoZze z velkého
mnoZstvi kumestan( pravé tito dva zastupci predominantné vykazuji estrogenni aktivitu [25, 26].
Hlavnim dietarnim zdrojem kumestrolu jsou lusténiny, napf. hrach sety (Pisum sativum), fazol obecny
(Phaseolus vulgaris) a cizrna berani (Cicer arietinum), pficemz nejvyssi vyskyt kumestrolu byl zjistén
v jetelovych a soéjovych kliccich [27].

prenyl-flavonoidy (chalkony a flavanony) — patfi sem zejména 8-prenylnaringenin, 6-prenylnaringenin,
xanthohumol a isoxanthohumol, nachazejici se v Sisticich chmele otacivého (Humulus lupulus).

2) ne-flavonoidy, kam patfi:

lignany — sem se fadi lariciresinol, isolariciresinol, matairesinol, secoisolariciresinol a jejich stfevni
metabolity enterodiol a enterolakton [22], u kterych rovnéz plati, Ze nejsou pravymi fytoestrogeny
stejné jako equol. Hlavnim dietarnim zdrojem téchto latek jsou semena Inu setého (Linum
usitatissimum), ovoce, zelenina a nékteré napoje jako je kava, ¢aj nebo vino. Proto jsou ve znacném
mnoZstvi zastoupeny v zapadni stravé [26, 28, 29]

Rostlinné metabolity Isoflavoni

Prekurzorem daidzeinu, formononetinu a glyciteinu je flavanon liquiritigenin (7,4'-
dihydroxyflavanon), prekurzorem genisteinu a biochaninu A je naringerin (5,7,4’-dihydroxy-flavanon)
[30]. Isoflavony se mohou vyskytovat jako aglykony nebo glykosidy a to ve formé B-D-glykosidd, 6°'-O-
malonyl-glykosidd a 6'"-O-acetyl-glykosidd [31]. V pfirodé se primdrné vyskytuji jako 7-B-D-glykosidy
[32]. Malonyl- a acetyl- glykosidy se vyskytuji v mensi mife, protoZe jsou termolabilni a rychle se
pfeménuji na stabilnéjsi B-glykosidy [33]. RovnéZ bylo zjiSténo, Ze malonyl-glykosidy maji nizsi
biologickou dostupnost nez B-D-glykosidy [34]. Strukturni obrazky jednotlivych forem isoflavonu jsou

na obrazku 19.

Isoflavones R, R, R; R4 Rs C"”‘g;‘;’;‘:j Ri R on .
Daidzin H Gle H H H Soweydaidain | 1| H N\ p-glucosides
Daidzein H H H H H e o

Genistin H Gle H OH H _67-O-acetylglycitin | H | OCHs

Genistein H H H OH H SO mlony ey

Glycitin H Glc OCH;3 H H 67-O-acetylgenistin | OH H

Glycitein - - OCH; H - 67-O-malony

Puerarin Gle H H H H

Tectoridin H Gle OCH,3 OH H

Tectorigenin H H OCH;, OH H

Irisolidone H H OCH; OH CH,

kakkalide H Gle-Xyl OCH; OH CH,

Biochanin A H H H OH CH,

Formononetin H H H H CHj

Prunetin H CH, H OH H

Obrazek 19 Struktura isoflavona a jejich glykosidua [35, 36]
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2.3.  Funkce u rostlin

U rostlin neplni fytoestrogeny roli hormonl, ale jsou svou povahou fytoalexiny, tj.
nizkomolekularni latky, jeZ jsou syntetizovany a akumulovany v rostlinach pfi stresu a po napadeni
mikroorganismy a slouzi rostlindm jako aktivni obranné latky, které vykazuji fungistatické,
antibakterialni, antivirové a antioxidacni ucinky [37]. RovnézZ brani angiogenezi (tj. tvorba novych cév),
coz je dllezité v boji se zhoubnymi nadory [38]. MnoiZstvi fytoestrogen(, které rostlina vytvori, je
zavislé predevsim na podminkach péstovani. Koncentrace fytoestrogent znacné roste v obdobi stresu
(napf. snizena vlhkost) a je do znac¢né miry ovlivnéna environmentalnimi a klimatickymi podminkami
daného prostredi (teplota, mnoZstvi srazek, obdobi sklizné, Urodnost pldy aj.). Mezi dalsi faktory
ovliviujici jejich koncentraci patfi také typ kultivaru, ataky Skidcl a choroby rostlin, které se mohou
béhem péstovani rostlin vyskytnout. Vysledny obsah isoflavoni je rovnéz ovlivnén i terminem sklizné,
poctem seci, poskliziiovou Upravou a technologickym zpracovanim [napf. 36, 39 - 44].

2.4. Zdroje isoflavonu pro ¢lovéka a zvifata

Isoflavony se primarné vyskytuji predevsim v lusténinach [31]. Ve vztahu k vyZivé c¢lovéka se ve
fyziologicky relevantnim mnoZstvi vyskytuji pouze v séji lustinaté (Glycine max), kde se celkovy obsah
isoflavon( (a to predevsim daidzeinu a genisteinu a jejich konjugatl) maze pohybovat v rozmezi 1,2 —
4,2 mg/g susiny [napf. 1, 45].

Pro vyzivu hospodarskych zvirat je, kromé sdji, dllezitym zdrojem isoflavon( i jetel lu¢ni (Trifolium
pratense), popft. jetel plazivy (Trifolium repens). Celkovy obsah fytoestrogeni je u jetele lu¢niho 10 —
25 mg/g susiny, zatimco jetel plazivy ma jen 0,5 — 0,6 mg/g susiny [46]. VétSinu z téchto fytoestrogen
tvofi isoflavony predevsim formononetin, a to v mnozstvi 0,8 — 11 mg/g susiny [47] v zavislosti na ¢asti
rostliny, stadiu rlstu, kultivaru a podminkach péstovani a také na zplsobu konzervace [napf. 36, 42,
43, 48, 49].

Produkty z jetele lu¢niho se coby zdroj isoflavon( vyuZivaji i v humanni oblasti pfedevsim pro
vyrobu potravinovych doplnkl pro zmirnéni menopauzalnich symptom u Zen [32, 50]. Kromé toho
bylo prokazano, Zze u zapadni, predevsim americké populace, se na celkovém prijmu isoflavonl rovnéz
podili konzumace kravského mléka a mléénych vyrobk( [51].

2.5. Metabolismu isoflavont u ¢lovéka

Hlavnim dietarnim zdrojem isoflavon(, zejména daidzeinu a genisteinu u ¢lovéka je séja a séjové
vyrobky [31]. Fytoestrogenové doplrnky stravy vyrobené z extraktl jetele lucniho, stale vice popularni
jako alternativni terapie pro lécbu menopauzalnich symptomu, nepfimo poskytuji zdroj daidzeinu,
protoze methoxylovany isoflavon formononetin nachdazejici se v jeteli luénim je ucinné
biotransformovan v lidském zazZivacim traktu na daidzein [52].

Metabolismus séjovych isoflavoni u ¢lovéka je v literature pomérné dobre popsan [napf. 53 - 55].
Isoflavony jsou v ve vétsiné séjovych produktl konjugované na cukry. Na rozdil od aglykond, které jsou
absorbovany v proximalni ¢asti tenkého streva pasivni difuzi a v krvi dosahuji maximalni hladiny béhem
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1 hodiny po jejich pfijmu [56], B-glykosidy nemohou byt absorbovany kvali vyssi hydrofilnosti a
molekularni hmotnosti [57] a pro biologickou dostupnost a nasledny metabolismus vyZaduji hydrolyzu
[23]. Isoflavony jsou ¢astecné hydrolyzovany v tenkém strevé [58], k hydrolyze dochazi v celé délce
intestinalniho traktu, predevsim ale v la¢niku [59] a to soucinnosti membrany kartacového lemu a
bakterialnich B-glukosidaz [60], které jsou aktivni od relativné ¢asného Zivota. Jejich plisobenim dojde
k uvolnéni aglykon(, které jsou nasledné absorbovany pres stfevni epitel [61] a dale metabolizovany.

Po absorpci jsou genistein a daidzein metabolizovany na B-glukuronidy pomoci UDP-
glukuronyltransferazy v bunkach stfevni sliznice a v mensi mife na sulfatové estery katalyzované
sulfotransferazami na jedné nebo dvou (4 nebo 7) pozicich isoflavonového kruhu [53, 62, 63]. Ke
glukuronidaci a sulfataci dochazi také v jatrech. Tyto metabolity jsou vyluCovany ve Zlucéi a jsou
dekonjugovany v distalni Casti stfeva, coZ jim umozinuje byt znovu vstfebavany. Tim se vytvari
enterohepatalni obéh [64].

Cést isoflavon(l, kterd neni hydrolyzovana ani absorbovdna v tenkém stievé, spolu s isoflavony,
které jsou vylucovany do tenkého streva z enterohepatalniho obéhu, prochazi do tlustého streva. V
tlustém strevé jsou glykosylované, sulfatové a glukuronidované formy daidzeinu dekonjugovany
bakteridlnimi enzymy, a pak absorbovany nebo dale metabolizovany intestinalni mikroflérou [59, 61,
65]. Daidzein je metabolizovan na dihydrodaidzein, ktery je dale konvertovan na equol a O-
desmethylangolensin (O-DMA). Genistein je preveden na dihydrogenistein a pak je metabolizovan na
p-ethyl-fenol a 6-hydroxy-O-DMA. Glycitin, 6-methoxy analog daidzinu, je metabolicky stabilni; jeho
glykosid se snadno hydrolyzuje na glycitein, ale bezprostfedni blizkost 6-methoxylu a 7-hydroxylu
prostorové brani jeho demethylaci. Z tohoto dlvodu glycitein neni konvertovan na daidzein a proto
neni prekurzorem equolu [66, 67].

| kdyZ se equol vyskytuje ve dvou formach, S- a R-equol, humanni intestinalni bakterie syntetizuji
vyhradné S-equol [67, 68]. V ramci studie bunééného metabolizmus isoflavon( v rliznych typech bunék
bylo zjisténo, Ze endotelidlni burky pfijimaji genistein a daidzein a metabolizuji je na methoxy-
genistein-glukuronidy, methoxy-genistein-sulfaty a methoxy-daidzein-glukuronidy [69]. Equol je
témito bunkami rovnéZ prijiman, ale neni metabolizovan. Naproti tomu v jaternich bunkach a
v bunkach stfevniho epitelu dochdazelo nejen k tvorbé glukuronidovych a sulfatovych konjugati
genisteinu a daidzeinu, ale i k tvorbé siranovych konjugatd equolu.

Equol se vstiebdava pres sténu tlustého streva Iépe neZ daidzein [61], coZ je zfejmé z rozdilu jejich
koncentraciv plazmé [59]. Po oralnim podaniisoflavonl je béhem prvnich 4 hodin koncentrace equolu
v plazmé zanedbatelnd, nasledné dosahuje maxima 24 hodin a poté se béhem 48 h po podani postupné
sniZzuje [59]. Dale bylo zjisténo, Ze hlavnim metabolitem S-equolu, ktery byl detekovan v krevni plazmé
krys byl konjugovany 4-0O-glukuronid, s mensim mnoZstvim nekonjugovaného S-equolu, konjugovany
7-sulfat, a dikonjugovany 4-0O-glukuronid-7-sulfat [70]. U opic také probihal intenzivni metabolizmu a
v plazmé byl nalezen primarné 4-O-glukuronid a dikonjugat 4-O-glukuronid 7-sulfat, moc (u opic i u
krys) obsahovala predevsim 4-O-glukuronid. V krevni plazmé se rovnéZz nachazeji konjugované
metabolity genisteinu a daidzeinu a to pfedevsim jako mono- a diglukuronidy, mono- a disulfaty a
sulfo-glukuronidy [71]. Stopova mnoZstvi mono - a dimethoxylovanych konjugatl se nachazeji i v modi
[72].

VylucCovani téchto metabolitl v moci je variabilni. U vétSiny zdravych lidi, ktefi nekonzumuiji séju,
neni equol normalné pritomny v moci. Jeho tvorba je vyhradné zavisla na stfevni mikroflore.
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Bezmikrobni zvifata nevylucuji equol [73], stejné jako neni zjistén v plazmé kojencd krmenych détskou
kojeneckou vyZivou [74, 75]. Po konzumaci isoflavon( jejich metabolity vylucuje pouze cca 30 — 40 %
jedincu. Asi 30 az 50 % dospélé populace nevylucuje equol v moci i kdyz denné konzumovali sdjové
vyrobky a ani po podani Cistych isoflavona, aby byl vyloucen vliv potravinové matrice [52, 66, 76, 77] a
dlvody nejsou znamé. Proto byly definovany terminy ,producent equolu” a ,neproducent equolu”,
aby bylo moZné tyto dvé skupiny v populaci rozlisit. Hrani¢ni hodnoty byly stanoveny empiricky a za
neproducenty equolu jsou oznacovani jedinci, u nichZ je za jasné definovanych podminek [viz 52]
koncentrace equolu v plazmé nizsi nez 40 nmol/l (10 pg/l) a za producenty equolu jednotlivci, u nichz
je koncentrace equolu v plazmé vyssi nez 83 nmol/l (20 pg/l). Toto rozliSeni Ize rovnéz odvodit z hladin
equolu v modi, kdy producenti equolu vyluéuji vice nez 1000 nmol equolu/l [76, 77]. Nicméné u
nékterych jedincl byla zjisténa schopnost ménit status producenta equolu v Case, tato skupina lidi byla
oznacena jako nekonzistentni producenti equolu (inconsistent equol producers). V soucasnosti se
vedou rovnéz diskuse, zda schopnost metabolizovat daidzein na equol je dlouhodobé stabilni. Na
schopnost produkovat equol bylo pohliZzeno jako na relativné stabilni vlastnost, protoZze mnohé prace
naznacovaly, Ze jednotlivci nejsou schopni status producenta equolu zménit [napf. 66, 78], nicméné
v nedavnych studiich bylo zjisténo, Ze schopnost produkovat equol je stabilni po dobu 1 roku [79, 80],
1 — 3 let [81] nebo u 85 % jedincl po dobu 1- 5 let [82]. Studie s 350 postmenopauzalnimi Zenami
pozorovali, Ze az 35 % Zen zménilo status producenta equolu béhem obdobi 2,5 let [83]. Rozdily
zjisténé mezi studiemi, by mohly byt zplsobeny pouZitou metodou definujici producenty equolu
(rozdilné limitni hladiny equolu v jednotlivych pracich (napf. studie [85] a [86]), i pouZitou matrici
(plazma vs. moc) [84]. Ukazuje se, Ze pro klasifikaci equolového statusu u jednotlivcd je vhodnéjsi
pouzit jako matrici moc, protozZe lépe zachyti zmény v Case a je tak presnéjsi pro vyhodnoceni vlivu
celkové expozice isoflavony oproti krvi, kde dochazi k pomérné rychlé eliminaci equolu [83, 84]. K
podstatnému zpresnéni klasifikace equolového statusu jednotlived dochazi pti pouZziti poméru mezi
hladinami equolu a daidzeinu [87]. Lze tedy ocCekavat, Ze bude dale dochazet ke zpresnovani a
standardizaci metod klasifikujicich status (ne)producenta equolu, ktery se bude promitat do
interpretaci vysledku stavajicich i budoucich studii.

S pouzitim in vitro metod [65 a 88] pfipadné s vyuZitim in vivo metod [89] bylo prokazano, ze
uroven konverze daidzeinu na equol mlZe byt ovlivnéna napf. zvySenim obsahu neskrobovych
polysacharidll v potrave, které stimuluji bakterialni fermentaci a zvysuji Uroven konverze daidzeinu na
equol, naproti tomu za podminek simulujicich nizky pfijem sacharidd se equol netvoril [89]. To
naznacuje, Ze i ostatni slozky potravy, jako napf. tuk [77], vlaknina nebo vyssi podil rostlinnych protein(
[76, 90] mohou ovlivnit pribéh metabolismu isoflavond. Vyznamny vliv na metabolismus isoflavoni
ma i profil a diverzita intestinalni mikroflory [91].

Doposud neni presné znamo, jaké bakterie se podileji na metabolismu isoflavoni a tato
problematika se intenzivneé resi. Bylo zjisténo, Ze Bifidobacteria sp. (B. breve a B. longum) byly schopné
preménovat daidzein na equol [94]. Déle bylo zjisténo, Ze na konverzi daidzeinu na equol se podilel
Lactococcus kmen 20-92, pricemZ konverze probihala pres dihydro- a tetrahydrodaidzein [95].
Schopnost konvertovat dihydrodaidzein az na equol byla popsana u kmene Julong 732 (Eggerthella sp.)
[96]. Ze vzorka lidskych vykall byly izolovany bakterie pattici do Lactococcus sp. (oznacené MRG-IFC-
1 a MRG-IFC-3) a Enterococcus sp. (oznacené MRG-IFC-2) schopné hydrolyzovat C-glykosidickou vazbu
u puerarinu (daidzein-8-C-glykosid) [97]. Z dalsich bakterii ucastnicich se metabolismu isoflavoni je
mozné uvést napf. Escherichia coli HGH21 a Clostridium sp. HGH136 [57, 98], klostridiim podobnou
bakterii [99], Eubacterium ramulus [100] a Lactobacillus sp. Niu-016 [101] nebo napt. smésné kultury

39



Bacteroides ovatus, Streptococcus intermedius a Ruminococcus productus [92] a Lactobacillus mucosae
EPI2, Enterococcus faecium EPI1, Finegoldia magna EPI3 a Veillonella sp. strain EP [61].

2.6. Metabolismus isoflavonl u zvirat

Na rozdil od ¢lovéka bylo v mnoha studiich prokazano, Ze zvifata maji vyhradni schopnost
produkovat equol [napf. 13, 17 — 20, 102, 103]. Metabolismus fytoestrogend byl popsan u rlznych
druh( zvirat véetné ovci [napf. 13], skotu [14], koz [104] nebo drlibezZe [15]. Velkd pozornost je
vénovana zejména prezvykavclm, ovcim a dojnicim, protoZe krmiva s vysokym obsahem isoflavonl
jako je sdja ajetel luéni jsou pro vyZivu téchto hospodarskych zvirat bézné vyuzivana a jejich zastoupeni
v krmné davce je relativné vysoké. Proto se vyzkum zaméruje predevsim na mozny dopad dietarnich
isoflavon( na reprodukcni vykonnost zvirat a také na moznost produkce tzv. funkénich potravin.

Jak jiz bylo zminéno vyse, isoflavony jsou pritomny v krmnych surovinach jako glykosidy, které
nevykazuji estrogenni aktivitu [105]. K hlavni metabolické preméné isoflavont u prezvykavcl dochazi
v bachoru, a to prostfednictvim bachorovych mikroorganismda, které hydrolyzuji glykosidy na aglykony
[106, 107].

Isoflavony, at jiz ze sdji (daidzein, genistein a glycitein) nebo z jetele luéniho (formononentin,
biochanin A, daidzein, genistein) jsou v bachoru metabolizovany bachorovou mikroflérou az na equol,
metabolicky neaktivni p-ethyl-fenol [55, 108] a v malé mife i na O-desmethylangolensin, jehoZ
biologicka aktivita neni presné znama [17, 54, 109].

Biochanin A se demethyluje na genistein a dale je metabolizovan pres rozstépeni kruhu na p-ethyl-
fenol a organické kyseliny bez estrogenniho ucinku [6, 12, 106, 110]. Formononetin se demethyluje
predevsim na daidzein [106] a dale na equol pomoci hydrogenace a rozstépeni kruhu [6, 11, 106].
Studie in vitro s inkubaci formononetinu a biochaninu A v bachorové tekutiné skotu ukazaly, Ze polocas
premény byl 4,3 h pro formononetin, 9,3 h pro daidzein, 3,9 h pro biochanin A, a 5,5 h pro genistein
[107].

Nejvétsi podil metabolické transformace isoflavoni se odehrava v bachoru. V pokuse na dojnicich
bylo zjisténo, Ze z prijatého mnozstvi isoflavon( bylo v knize nalezeno pouze 0 az 9 % z denniho pfijmu
biochaninu A a genisteinu a 7 az 16 % denniho pfijmu formononetinu a daidzeinu [111]. Podobné
vysledky byly popsany u ovci, kdy ve slezu nebyl zjistén Zadny biochanin A nebo genistein, ale 12 %
formononetinu a daidzeinu z celkového denniho pfijmu [12] Déle bylo zjisténo, Ze se zvySujicim se
prijmem isoflavon( klesal jejich podil v knize [111]. To je zpUsobeno adaptaci mikroorganismu, ktera
trvd 6 — 10 dni a béhem niz dochazi k zefektivnhéni metabolické premény. Naopak pomalejsi
metabolizmus se sniZujicim se pfijmem muze byt zplsobeny nizs$im stupném adaptace.

Equol byl dominantnim isoflavonem nachazejicim se v traveniné jak u skotu [111] tak i u ovci [12],
nicméné v prvné uvedené studii byl v traveniné prochazejici do knihy detekovan rovnéz formononetin.
Zatimco equol se u ovci nachazel v tekuté frakci traveniny [12], v jiné studii u skotu se nachazel v pevné
frakci traveniny, coz by mohlo byt zpisobeno tim, Ze velka ¢ast equolu v tekuté frakci byla jiz v bachoru
absorbovéana a pouze mal3 ¢ast equolu, ktera postoupila do knihy, se nachazela uvnitf nebo v blizkosti
bachorovych mikroorganism adherovanych na castice krmiva [111]. ProtoZe u formononetinu
dochazi béhem 24 hod k témér Uplné demethylaci na daidzein a k rychlé pfeméné daidzeinu na equol
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[107] (studie in vitro), mGze byt pribéh metabolismu isoflavon(i v bachoru ovlivnén také rychlosti
pasaze traveniny z bachoru. Vliv by mohla mit i omezena demethylace formononetinu na daidzein
[111].

Isoflavony jsou absorbovany predevsim jako aglykony nejen v bachoru [111], ale také ve strevé
[112]. Pribéh metabolismu isoflavon( ve stfevé preZvykavcl doposud nebyl uspokojivé popsan, ale
Ize predpokladat, Ze metabolické procesy budou obdobné jako u clovéka (glukuronidace, sulfatace,
enterohepatalni obéh). Bylo zjisténa mnohem niZsi konjugacni kapacita v epitelidlni tkani
gastrointestinalniho traktu krav ve srovnani s ovcemi, coz mlze vysvétlovat, pro¢ je méné equolu
absorbovéano z bachoru skotu nez z bachoru ovci a proto vice equolu prochazi travicim traktem skotu
nez travicim traktem ovci [112].

Isoflavony , zejména equol a daidzein mohou byt distribuovany do rliznych tkani tél prezvykavca,
ale jejich distribuce je nerovnomérna [113]. Zatimco hladiny isoflavont v ledvinach nebo jatrech byly
vysoké, prostup isoflavonli do mozkové tkané byl minimalni. Reprodukéni organy obsahovaly vyssi
hladiny isoflavoni neZ srdce, svaly nebo plice. Isoflavony byly do tkani distribuovany ve formé
glukuronidd, s vyjimkou ledvin pravdépodobné nedochazi k jejich akumulaci v tkanich [113].

Kvantitativni stranka vylucovani isoflavon( a jejich metabolitli v moci a vykalech neni doposud
presné popsana. Zatimco ve starSich pracich bylo zjisténo, Ze v moci ovci krmenych jetelem lu¢nim je
vylucovano 16krat vice equolu nez ve vykalech [12], Na zakladé vysledk( pokus( na jalovicich a
dojnicich Ize usuzovat, Ze hlavni cestou exkrece equolu jsou vykaly [111 a 114]. Tyto vysledky naznacuji,
Ze existuji podstatné rozdily v metabolismu isoflavon( u ovci a skotu.

Pomérné velké mnozstvi isoflavon( je pak vylucovano v mléce, pficemz prevazujicim isoflavonem
je equol [napt. 47, 115, 116]. Nejlépe je popsan prostup isoflavon( pochazejicich z jetele lu¢niho do
mléka. PFi zkrmovani jetele luéniho, at uz v ¢erstvém nebo konzervovaném stavu (silaz), se mohou
hladiny equolu v mléce pohybovat v rozmezi od 15 az do 650 pg/| [42, 47, 115, 117 — 121], nékteré
zdroje vsak uvadéji i hladiny dosahujici 1000 — 1500 pg/l [122, 123] nebo dokonce i vyssi (1700 pg/l)
[124]. PFi zkrmovani jetele plazivého je obsah equolu v mléce priblizné 4x nizsi ve srovnani s jetelem
luénim [47]. Vyssi hladiny equolu v mléce jsou zjistovany u mléka produkovaného v ekologickych
chovech neiZli v chovech konvencnich [42, 118, 120]. Pfi zkrmovani sdjovych komponent jsou
dosahovany mnohem nizsi hladiny equolu v mléce a to v rozmezi 14 az 186 ug/l [116, 125 — 128]. Tyto
hladiny jsou vSak Umérné podilu séjovych komponent v krmné davce dojnic.

Doposud nebyla uspokojivé popsana kvantitativni stranka prostupu isoflavond z krmiva do mléka
dojnic. Dostupné uUdaje jsou predevsim u isoflavonli pochazejicich z jetel(l. Bylo zjiSténa vysoka
zavislost mezi pfijmem formononetinu a koncentraci equolu v plazmé a naopak mirnou zavislost mezi
pfijmem formononetinu a obsahem equolu v mléce [115]. Urover prostupu (carry-over) dietarnich
isoflavon( do mléka byla u formononetinu a daidzeinu 0,92 — 1,2 u jetele plazivého, 0,21 - 0,24 u jetele
luéniho [47] a 1,23 u jetelotravni silaze [129]. V pfipadé isoflavonl pochazejicich ze séji se mira
prostupu u daidzeinu pohybovala od 0,50 [128] do 1,3 [116]. Byla zaznamendana i vyssi hodnota (2,0)
kdy bylo rovnéz zjisténo, Ze transfer celkovych isoflavonl se sniZoval se zvysujicim se pfijmem
isoflavon( v krmné davce [125]. Toto zjisténi je v souladu se studiemi [47,115,111,123 a 129], které
uvadéji, Ze pfi nizsSim prijmu isoflavonl byla Uroven transferu téchto latek do mléka vyssi. Jako mozné
vysvétleni je, Ze konjugace v gastrointestinalnim traktu a rekonjugace v jatrech pred transportem a
sekreci do mlécné Zlazy mUze byt limitovana [47]. Déle bylo zjiSténo, Ze epitelidlni buriky mlécné Zlazy
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mohou byt jen mirné permeabilni pro estrogenni latky [130]. RovnéZ bylo zjisténo, ze limitujicimi
faktory jsou rekonjugace a absorpce pres sténu bachoru a stfevni stény, protoZe tyto reakce
(konjugace) kopiruji saturacni kinetiku Michaelis-Mentenové a aktivni transport substrat( z krve do
tkané mlécné Zlazy obvykle probiha podle stejné kinetiky [111 a 131].

2.7. Biologické a zdravotni ucinky isoflavont u ¢lovéka

Isoflavony jsou povaZovany za chemopreventivni latky [132], které mohou byt vyuZity jako
alternativni terapie pro celou fadu hormonalné zavislych onemocnéni, véetné nékolika druht rakoviny,
zejména rakoviny prsu a prostaty [133 — 136], kardiovaskularnich chorob [137 — 139], osteopordzy
[140, 141] nebo menopauzalnich symptom [142, 143].

Zajem se v posledni dobé soustredi predevsim na equol, zvlasté poté, co bylo publikovano, Ze
klinicka ucinnost sdjovych isoflavoni muize byt funkci schopnosti biotransformovat séjové isoflavony
na ucinnéjsi estrogenni metabolit jako je equol [23]. Ve studiich in vitro bylo prokazano, Ze equol je
vice bioaktivni neZ jeho zdrojova forma daidzein, ma vyssi estrogenicitu [napf. 68], je ucinnéjsi
antioxidant [napf. 144] a vykazuje antiandrogenni vlastnosti [145]. Kromé toho equol ma vyssi hladiny
volné efektivni frakce cirkulujici v humannim séru [146] a pomalejsi odbouravani v plazmé ve srovnani
s daidzeinem [23].

Na druhou stranu isoflavony mohou byt také povaZzovany za endokrinni disruptory, s moznym
negativnim dopadem na zdravotni stav urcité ¢asti populace [84, 147 — 149] nebo na Zivotni prostiedi
[49, 114, 150].
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Obrazek 20: Porovnani struktury estradiolu a equolu

Chemicka struktura isoflavonl je sice odliSna od endogennich estrogenu, nicméné jejich
spoleénym znakem je fenolové jadro v molekule, které umozinuje jejich vazbu na estrogenové
receptory (ER) v organismu, které jsou timto aktivovany [32, 151]. Srovnani struktury estradiolu a
equolu je na obrazku 20. V jadre bunék cilovych tkani se isoflavony vazi na ER, reguluji expresi gend,
nicméné jejich doba retence v jadie bunék je kratka. ER ma dvé izoformy, a a B. Afinita isoflavoni k B-
ER je asi 5 x vys$si nez afinita k o-ER [152], zatimco estradiol (E2) se vaZe na oba receptory s pfiblizné
stejnou afinitou [134]. B-ER jsou prevazné v kostech, plicich, prostaté, mocovém méchyti, k(iZi, mozku,
zatimco a-ER se nachazeji prevainé v mlécné Zlaze, varlatech, déloze, ledvinach nebo v hypofyze [153,
154].
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Na zakladé in vitro a in vivo studii zamérenych na stanoveni estrogenni aktivity byly
fytoestrogeny serazeny do nasledujiciho poradi estradiol > kumestrol > genistein a equol > glycitein >
daidzein > formononetin, biochanin A [22]. Podobné jako estrogeny se fytoestrogeny chovaji jako
agonisté, nicméné pri vysokych davkach mohou plsobit i jako antagonisté blokujici vazbu endogennich
estrogenl na ER [38]. V porovnani s estradiolem sice fytoestrogeny vykazuji nizsi estrogenni aktivitu,
ale vzhledem k mnoiZstvi, v jakém mohou byt konzumovany, mlZe byt jejich hladina v séru i
nékolikanasobné vyssi neZ hladina endogennich estrogent(, ¢imz je kompenzovana jejich slabsi afinita
k estrogenovym receptordm [155 a 156].

Menopauzalni symptomy a estrogenni aktivita

Znepokojeni nad mozZnymi neptiznivymi vlivy hormonadlni substitucni terapie pfi lécbé
menopauzalnich symptoma vedlo ke zvyseni zajmu o vyuZiti doplikd stravy s obsahem fytoestrogent
ke zmirnéni obtiZi spojenych s menopauzou [142 a 143]. | kdyzZ existuje mnoho studii, které ukazuji, ze
potravinové dopliky obsahujici genistein snizuji priznaky menopauzy [142], vysledky nejsou
jednoznacné [157]. Obecné lze fict, Ze kdyzZ pfi uzivani doplnkd stravy s obsahem isoflavont dochazi
k mirnému sniZzeni frekvence navall horka (10 — 20 %), pficemZ Zeny s vyssi frekvenci navall
zaznamenavaly vyraznéjsi ucinky isoflavon( [158]. Déle bylo zjisténo, Ze pouze Zeny, které produkuji
equol (detekovan v moci), zaznamenaly zlepSeni menopauzalnich symptom( po uzZivani doplnku
sojovych isoflavon(l [159].

| kdyZ se zda fytoestrogeny maji pozitivni vliv na Zeny po menopauze, jejich Gcinek mize byt
Skodlivy u Zen v reprodukénim véku. Isoflavony u téchto Zen mohou vyvolat poruchy v menstruacnim
cyklu (dysmenorea), endometridézu a sekundarni neplodnost [160, 161]. Tyto potiZe se zmirni nebo
Uplné odezni po vylouceni sdji a séjovych produktu ze stravy. Expozice isoflavony mlze ovlivnit i funkci
vajecnikl. Pro spravnou funkci je tfeba, aby hladina cirkulujiciho estrogenu oscilovala béhem cyklu.
Nizka hladina estrogenl stimuluje uvolnéni FSH (folikul stimulujici hormon) a vede k rlstu folikulu,
pricemz pritomnost isoflavond mizZe tyto hladiny anulovat. To muzZe vést k nepravidelnostem v cyklu
a reprodukénim porucham, rovnéz byla popsana snizena hladina LH (luteinizaéni hormon) a FSH béhem
periovulacni faze [162].

Kardiovaskularni nemoci

| kdyZ existuje mnoho rizikovych faktorl pro vznik kardiovaskularnich onemocnéni, hlavnimi
faktory jsou lipidové abnormality [163]. Lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) pronikaji do stény cév, kde
jsou oxidovany volnymi radikaly a hromadi se v podobé kasSovité hmoty, ktera ucpava cévy a zplsobuje
trombozu [164]. Nicméné v populaci konzumuijici velké mnoiZstvi séjovych vyrobka byl zjistén nizsi
vyskyt srdecnich onemocnéni [137]. Jako dllezZity faktor tohoto ucinku bylo nasledné zjisténo, Ze
dochazelo ke sniZeni hladiny LDL a tendenci zvySovat hladiny HDL. Pficemz jako hlavni uc¢inna slozka
byly identifikovany isoflavony a to jak ve smési se séjovym proteinem nebo samostatné [165, 166 a
167].

V prevenci kardiovaskularnich onemocnéni hraje duleZitou uUlohu zachovani normalnich
arteridlnich funkci. U lidi s vysokym rizikem kardiovaskularnich chorob je snizena schopnost cév
dilatovat v reakci na oxid dusnaty tvoreny endotelovymi burikami, které lemuji vnitfni povrch cév [168].
Bylo prokazano, Ze cévni endotel je bohaty na B-ER schopné vazat isoflavony [169]. Vysledky doposud
provedenych studii vSak nejsou jednoznacné. U postmenopauzalnich Zen uZivajicich az 80 mg séjovych
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isoflavon/den [170] nebo az 60 g sdjového proteinu/den [171] nedoslo k vyraznému zlepsSeni
vazodilatacnich schopnosti cév. Naproti tomu studie provedend na postmenopauzalnich Zenach
s dennim pfijmem 80 mg extraktu sdjovych isoflavoni/den po dobu pét tydnl vyznamné snizila
arteridlni tuhost stejné jako denni uZivani 40 g sdjového proteinu, tj. 118 mg isoflavon( u muzi a
postmenopauzalnich Zen po dobu 3 mésici [138]. Nicméné, nedavné sledovani u hypertenznich
jedincu se stejnym dennim mnoZstvim isoflavonl po dobu 6 mésicli neprokazalo zlepseni arterialnich
funkci [172]. Dale bylo zjisténo, Ze konzumace 65 — 153 mg séjovych isoflavonli denné soucasné se
sojovym proteinem po dobu 1 — 12 mésicl méla pozitivni vliv na sniZzeni krevniho tlaku u hypertenzni
populace. Tento efekt se ale neprojevil u populace s normalnim krevnim tlakem[173].

Zdravi kosti

Osteopordza je charakterizovana snizenim kostni hmoty a poskozenim konstrukce kostni tkané
vyskytujici se u Zen a primarné souvisi se starnutim a nedostatkem hormont [174]. Praktické studie s
genisteinem ukazaly pozitivni vliv na osteoporotické kosti tak, Ze snizuji osteoklastické faktory (napft.
kolagen C-telopeptid) a zvySuji osteoblastické faktory (napfr. kostni alkalické fosfatazy). Genistein také
selektivné antagonizuje katabolické Ucinky parathormonu v osteoblastech [175]. Mechanismus Ucinku
isoflavon na osteoklasty je pravdépodobné nezavisly na estrogennich mechanismech, protoze v
jadrech osteoklastll se nenachazeji Zadné estrogenové receptory [176].

Vysledky kratkodobych klinickych studiich (6 mésic nebo méné) posuzujicich vliv zvyseného
pfijmu sdji na biochemické markery tvorby kosti a jejich resorpce nejsou jednoznacné. Zatimco
v nékterych studiich bylo u postmenopauzalnich Zen zjisténo, Ze zvysujici se pfijem séjovych produktd,
sojového proteinu nebo séjovych isoflavoni zlepSuje markery kostni resorpce a tvorby nebo zmirnuje
ztraty kostni hmoty [141], v jinych studiich nebyl pozitivni vliv zvyseného prijmu séji prokazan [177].
Podobné i v pripadé dvou klinickych studii bylo zjisténo, Ze ztraty kostni hmoty po dobu vice nez 6
meésicl byly podstatné nizsi u Zen po menopauze s pridavkem sdjové bilkoviny obsahujicich isoflavony,
nez u zen s doplikem odpovidajictho mnoZstvi mlé¢ného proteinu [178], nicméné u dvou
dlouhodobéjsich studii se stejnymi potravnimi doplnky (séjovy protein obsahujici isoflavony a mlécny
protein) se ztrata kostni hmoty u postmenopauzalnich Zen vyznamné nelisila mezi skupinami [179].
Podobné rozpory ve vysledcich byli zjistény i v neddvnych studiich u tchajwanskych a evropskych
postmenopauzalnich Zen [napf. 180 a 181]. MoZnym vysvétlenim téchto rozdili mohou byt ¢asové
rozdily v expozici isoflavony (u asijské populace muze vysledky ovlivnit celoZivotni prijem isoflavon)
nebo vyse hladiny isoflavon( v potravé (mUZe existovat kriticka hladina pro dosazeni efektu). Rovnéz
mohou existovat rozdily v biologické dostupnosti isoflavond mezi rGznymi doplriky, potravinami a
Cistymi slouc¢eninami. Byla vyslovena hypotéza, Ze ucinek sdjovych isoflavonl na zdravi kosti mlze byt
zavisly na tom, zda jedinec je nebo neni producent equolu, protoZze doplnék S-equolu pUsobil
preventivné na snizeni hustoty kostni hmoty u postmenopauzélnich zen [79,182,183 a 184]. Navic bylo
zjisténo, Ze daidzein nebo equol zvysil hustotu kostni hmoty u rostoucich samic krys tim, Ze stimulovaly
tvorbu kosti bez podstatného vlivu na hmotnost reprodukénich organ(, pricemz equol byl Gcinnéjsi
nez daidzein [185]. Tyto latky rovnéz potlacily ztraty kostni hmoty u ovariectomizovanych mysi [186].

Rakovina prsu

Rakovina prsu je jednim z nejcastéjsich smrtelnych onemocnéni u Zen [187]. Vyskyt rakoviny
prsu v Asii, kde pramérny denni pfijem isoflavon(l dosahuje 25 — 50 mg je niZsi nez v zapadnich zemich,
kde je denni prijem isoflavon( nizZsi nez 2 mg [188, 189]. Zvyseny prijem soji byl spojeny s minimalizaci
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rizika vzniku rakoviny prsu ve dvou ze ¢tyr epidemiologickych studiich, které sledovaly Siroky sortiment
vyzivovych sloZek v souvislosti s rizikem rakoviny prsu [190, 191].

Nékolik studii naznacuje, ze vyssi pfijem isoflavonl béhem détstvi a/nebo dospivani mize
snizit riziko vzniku rakoviny prsu v pozdéjsich letech [135]. Bylo prokazano, Zze konzumace potravin
bohatych na sdjové isoflavony u Zen, které prekonaly rakovinu prsu, snizila riziko Umrti 0 29 % a riziko
opakovani rakoviny 0 32 % [136]. U nékterych typ( rakoviny prsu je pomér a-ER / B-ER vyrazné vyssi
ve srovnani se zdravou tkani [192, 193], zejména v dUsledku sniZzeni poc¢tu B-ER [194]. Bylo prokazano,
Ze aktivace a-ER stimuluje bunécnou proliferaci v prsni tkani, zatimco B-ER se podili na inhibici
proliferace a stimulaci apoptdzy [193, 195], pficemz jak bylo uvedeno vyse, isoflavony maji vyssi afinitu
k B-ER [195]. Podle dalsi studie ucinnost isoflavon(l pro potlaceni nebo vyvolani proliferace bunék zavisi
na konkrétnim poméru mezi a-ER a B-ER pritomnych v bunkach a prijem isoflavond v détstvi nebo
béhem dospivani prispiva k diferenciaci prsni tkané, coz vede ke snizeni anatomickych struktur, které
vedou ke vzniku rakovinnych bunék [196].

Rakovina délohy

V pripadé rakoviny délohy se vychazi z predpokladu, Ze k jejimu vzniku vyznamné pfispiva
dlouhodoby nepomér mezi estrogeny a progesteronem a proto by vysoké davky isoflavon(
s antiestrogenni aktivitou mohly puUsobit preventivné proti endometridlnim karcinomim [197].
Vysledky dostupnych studii nejsou jednoznacné. Zatimco v jedné studii zjistili, Ze nizsi prijem isoflavont
u Zen trpicich timto druhem rakoviny oproti skupiné zdravych Zen [198], v jiné studii se uvadi, Ze u Zen
po menopauze dodani isoflavonl v denni davce 120 mg po dobu 6 mésicl nezabranilo hyperplazii
endometria, ktera byla vyvolana podavanim exogenniho estradiolu [199].

Rakovina prostaty

Umrtnost na rakovinu prostaty je mnohem vy$$i v USA nez v asijskych zemich, jako je Japonsko
a Cina [200]. Nicméné, epidemiologické studie neposkytuji jednoznaéné diikazy, ze vysoky prijem
sojovych produktl je spojeny se snizenym rizikem vzniku rakoviny prostaty. Vysledky pokusi na
bunécnych kulturach a studii na zvifatech naznacuji potencialni roli sdjovych isoflavoni v omezeni
progrese rakoviny prostaty [201, 202]. Ackoli podavani doplriku séjovych isoflavonl po dobu az 1 roku
vyznamné nesnizilo koncentraci prostatického specifického antigenu (PSA) v krevnim séru u muz(, u
nichz doposud nebyla potvrzena rakovina prostaty [203], zd4 se, Ze doplnék séjovych isoflavonl(
zpomalil stoupajici koncentrace PSA v krevnim séru spojenou s ristem nadoru prostaty u pacientl s
rakovinou prostaty [204]. Navic bylo zjisténo, Ze doplnék isoflavon( u pacientl s rakovinou prostaty
priznivé ovlivnil koncentraci PSA ve Ctyfech z osm studii [152]. Déle pak studie s vyuzZitim meta-analyzy
dat zjistila, Ze konzumace isoflavon(l byla spojena se sniZzenim rizika vzniku rakoviny prostaty [205].

Funkce stitné Zlazy

V pokusech provadénych na bunécénych kulturach a na zvifatech bylo zjisténo, Ze sdjové
isoflavony inhibuji aktivitu peroxidazy stitné Zlazy, ktera je enzymem potiebnym pro syntézu hormon(
Stitné Zlazy [206]. Nicméné, se zda, Ze ani vysoky pfijem sdjovych isoflavonli nezvysuje riziko
hypotyredzy, pokud je zaroven zajistén adekvatni pfijem jodu [207], coZ doklada fakt, Ze od zafazeni
doplnku jodu do détské kojenecké vyZivy na bazi séji v 60. letech minulého stoleti jiz nebyly popsany
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zadné dalsi pripady hypotyredzy u déti krmenych touto umélou vyZivou [208]. Podobna zjisténi byla
popsana rovnéz ve studiich na pre- a postmenopauzalnich Zenach s dostateénym prijmem jédu, u nichz
nebyl zjistén negativni vliv zvysené konzumace sdjovych isoflavonl na zmény v hladinach cirkulujicich
hormon stitné zlazy [209].

Genistein a v mensi mite i daidzein jsou silnymi konkurenty tyroxinu pro vazbu na transthyretin
(studie in vitro) [210], ktery je hlavni nosi¢ hormon( stitné Zlazy [211, 212]. Vytésnénim tyroxinu
z transthyretinu muZe dojit ke zvyseni hladiny volného tyroxinu s naslednou zménou homeostazy
hormon sStitné Zlazy [213]. Nicménég, tyto negativni vlivy se neprojevily, pokud byl zaroven poskytnut
jod v dostatecném mnozstvi [206, 214, 215].

Vyuziti isoflavon( jako prevence proti ozafeni

V nedavnych pokusech in vitro (bunécné kultury) a in vivo (mysi) [216, 217] bylo prokazano, ze
podavani séji pred, béhem a po radioterapii mize zvysit uc¢innost plsobeni radioterapie na cilovy
nador a zaroven sniZit toxicitu pouZité davky radioterapie na okolni plicni tkan. Nicméné vyzkum v této
oblasti je teprve na zacatku.

Antioxidacni aktivita

Isoflavony vykazuji kromé estrogenni aktivity také pomérné zna¢nou antioxidacni aktivitu,
ktera je nezdvisla na jejich estrogennich vlastnostech [218]. Antioxidacni aktivita vyZzaduje pfitomnost
dvou hydroxylovych skupin (na C-7 a C-4) jako ma daidzein, ktery je proto nejaktivnéjsim
antioxidantem. Aktivita aglykonl je vyssi neZ aktivita glykosid(i [30]. Antioxidac¢ni aktivita isoflavon(
byla prokazana in vitro [219] i in vivo. Napftiklad byla popsana zvysena kapacita antioxidacnich enzym{
v kiiZi a tenkém stfevé u mysi po podani genisteinu [220] a v rGznych organech krys po podavani
isoflavon( [221]. Pozitivni vliv isoflavonl na antioxidacni schopnosti organizmu byly popsany i
v humannich in vivo studiich, ale vysledky nejsou jednoznacné. Napfiklad bylo zjisténo, Ze hladina F2-
isoprostani a dalSich markerd peroxidace lipidd po dvou tydnech uZivani séjového proteinu
obsahujiciho 56 mg isoflavonu byla nizZsi neZ pfi uZivani séjového proteinu obsahujiciho pouze 2 mg
isoflavon( [222]. Naproti tomu bylo zjisténo, Ze denni davka 50 az 100 mg izolovanych séjovych
isoflavon neméla prikazny vliv na hladinu F2-isoprostanu v krevni plazmé nebo v moci [223].

2.8. Biologické a zdravotni ucinky isoflavonu u zvirat

Estrogenni aktivita

Kromé jiz vySe zminéné jetelové nemoci popsané u ovci [2], kterd vedla k objevu fytoestrogend,
prokazala mnohd pozorovani u rdznych druhl zvirat také negativni vliv sdjovych isoflavonl na
reprodukéni schopnosti samic. Bylo napf. potvrzeno, Ze samice nékterych druhl divokych zvirat
chovanych v zajeti, jejichz krmna davka obsahovala sdju nebo sdjové produkty, nemohou zabreznout.

Ovce

Jak jiz bylo zminéno vySe, formononetin a daidzein obsaZeny v jetelovych porostech
vyuZivanych pro pastvu ovci je v bachoru ovci metabolizovan na equol [13], ktery byl oznacen za hlavni
pficinu poruch plodnosti ovci [11, 12]. Patofyziologicky vliv isoflavonl na reprodukci ovci se projevil,
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kdyzZ se plazmatické koncentrace equolu bliZily k 20 umol/I [11, 14]. Estrogenicita pastevniho porostu
zavisi na procentualnim zastoupeni jetel(d. Uvadi se, Ze porosty, které v susiné obsahuji 0,3 %
formononetinu nebo méné nevyvoldvaji u ovci poruchy plodnosti, zatimco spasani porosti s obsahem
formononetinu vyssim nez 0,8 % v susiné mlze vést k problémUm s plodnosti [224, 225]. Nizsi pfijem
isoflavon( zplUsobuje do¢asnou neplodnost, dlouhodoba expozice muize zplsobit neplodnost trvalou
[225, 226].

Vyzkumy provadéné v oblasti vlivu isoflavoni na reprodukci ovci v posledni dobé nejsou
jednoznacné. Napriklad se uvadi, Ze vysoké koncentrace formononetinu zvysily u bahnic pocet potrat(
a pocet mrtvé narozenych jehnat [227]. Proto pfi chovu ovci nedoporucuji zkrmovani krmnych davek
bohatych na isoflavony béhem pripoustéci sezony a na zacatku brezosti [149, 227]. Taktéz byl sledovan
vliv zkrmovani silaze z jetele luéniho po dobu 5 mésicl na reprodukéni ukazatele ovci. Autofi sice
nezjistili pokles plodnosti, ale zjistili, Ze celkova hmotnost délohy u brezich zvirat véetné obsahu byla
vySsi u ovci krmenych jetelovou silazi a to zejména kvali vyssimu mnozstvi plodovych vod, které mlze
zvysit riziko vyhrezu pochvy pfed porodem [3]. Koncentrace progesteronu v krevnim séru byla nizsi
zvifat krmenych jetelovou silazi béhem celého obdobi pokusu nez u kontrolni skupiny. Nicméné
plodnost jako takova nebyla snizena (stejny pocet jehnat ve vrhu).

Skot

V nedavné dobé bylo provedeno nékolik in vitro i in vivo studii zabyvajicich se vlivem séjovych
isoflavon( na reprodukéni organy, fijovy cyklus a hormonalni profil skotu [napr. 228 — 233].

Bylo zjisténo, Ze isoflavony plsobi antagonisticky nebo agonisticky k endogennim estrogeniim
[1]. Endogenni estrogeny reguluji estrogenni cyklus krav prostifednictvim ovlivnéni syntézy
prostaglandin( [234]. Prostaglandin F2a (PGF2a) ma luteolytické ucinky, zatimco prostaglandin E2
(PGE2) pUsobi luteoprotektivné [235]. PGE2 a PGF2q, resp. jejich vzajemny pomér maji zasadni vyznam
pro spravny vyvoj, funkci a zachovani Zlutého téliska (corpus luteum, CL), rozpoznani brezosti,
pfipravenost délozni sliznice pro nidaci oplozeného vajicka, vlastni nidaci i vyvoj embrya [236, 237].
Ackoli bylo prokazano, Ze sdjové isoflavony ovliviiuji syntézu jak PGF2a, tak i PGE2 [229], bylo zjisténo,
Ze sojové isoflavony a jejich metabolity prednostné stimuluji tvorbu PGF2a béhem lutedlni faze
estralniho cyklu [156]. Stimulaci produkce PGF2a ve srovnani s produkci PGE2 dochazi k naruseni
optimalniho poméru mezi témito prostaglandiny, coz maze byt jednim z divodd rané embryonalni
mortality nebo pozdéjsich abortl u brezich zvirat [229, 237, 238]. Pokud zvifata nejsou bfezi, mizZe mit
stimulace PGF2a v prlibéhu estralniho cyklu (zvlasté béhem pozdni lutealni a folikularni faze cyklu)
pozitivni vliv na mechanismy odpovédné za luteolyzu a nastup estralniho cyklu a ovulace [156]. Tyto
negativni vlivy se projevily predevsim u jalovic a dojnic na prvni laktaci [228]. U starsich dojnic, jejichz
krmna davka obsahovala obdobné mnozstvi séji, byla pozorovana pouze tendence k vy$sim hladinam
PGF2a [233]. Koncentrace progesteronu v krevni plazmé ani délka fijového cyklu nebyla pfi daném
prijmu isoflavon, tj. do 3 g/d ovlivnéna [41, 229, 233].

Vysoké koncentrace aktivnich metabolitl isoflavond po zkrmovani séji byly nalezeny i v tkani
CL jalovic [232], zaroven byly zjistény nizsi koncentrace progesteronu ve srovnani kontrolni skupinou.
Lze predpokladat, Ze pfitomnost isoflavonl v CL pfimo narusuje jeho funkci tim, Ze inhibuje sekreci
progesteronu, coz mlze vyvolat rGzné poruchy béhem rané brezosti vCetné raného umrti embrya
[239]. Nicméné produkce progesteronu je stimulovana i dalSimi mechanismy jako je LH, a lutedlnia /
nebo ovarialni PGE2 [232].
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Byla provedena rada pokusi in vitro lokalnich ucinkd isoflavon( na sekrec¢ni funkci endometria
skotu. Zjistili, Ze metabolity isoflavonl jsou mnohem ucinnéjsimi disruptory neZ zdrojové formy
isoflavon(, protoZze maji vyssi afinitu k estrogenovym receptoriim [156, 228 — 230].

Dale bylo zjisténo, Ze v plazmé jalovic na zacatku a konci brezosti byly nizsi koncentrace
daidzeinu a genisteinu ve srovnani s kontrolou uprostred lutedlni faze fijového cyklu [231]. Dale
v plazmé jalovic na zacatku brezosti zjistili pokles v koncentraci isoflavon(, ktery zacal 3 hod. po
nakrmeni. Autofi se domnivaji, Ze toto urychleni metabolismu vedouci ke zvyseni koncentraci equolu
a p-ethyl fenolu bylo zpUsobeno aktivaci §-glukuronidazy, ke které dochazi nejen na zac¢atku brezosti,
ale i béhem mobilizace imunitniho systému [240]. U vysokobrezich jalovic tento prabéh nebyl zjistén.
Existuje tedy pravdépodobné hormondlni mechanismus, ktery zpomaluje metabolismus isoflavon( a
sniZuje jejich absorpci [149].

Vliv isoflavonti na produkci a zdravi hospodafskych zvifat

Mladé porosty rostlin s vysokou fytoestrogenni aktivitou maji galaktogenni ucinky [241]. To
potvrzuji i dalSi studie napr. [242,243 a 244], které zjistili u dojnic krmenych silazi z jetele lu¢niho vyssi
prijem susiny i vyssi produkci mléka s priznivéjsSim profilem mastnych kyselin v mlé¢ném tuku (vyssi
podil polynenasycenych mastnych kyselin) ve srovnani s dojnicemi krmenymi travni silazi. Navic byla
zjisténa vyssi produkce mléka s vyssim obsahem tuku i bilkovin u dojnic v pozdni laktaci po podavani
daidzeinu [245].

Dale bylo zjisténo, Ze jehnata pasouci se na porostech jetele lu¢niho s vysokymi koncentracemi
formononetinu dosahovala vyssich prirdstkd hmotnosti neZ jehnata pasouci se na pastvinach jetele
luéniho s nizsim obsahem formononetinu nebo na porostech jilku vytrvalého (pfi stejném dennim
prijmu susiny) [246]. Obdobné vysledky uvadi i dalsi studie [247].

Po zarazeni daidzeinu do krmné davky nosnic doslo ke zlepSeni v predovulacnim vyvoji folikull
[248, 249], ke zvySeni hmotnosti vajec a snusky [250], ke zvyseni sily a pevnosti skofapky a ke zvyseni
koncentrace Ca ve skorapce [251].

Po pridavku 300 a 400 mg daidzeinu do krmné davky laktujicich dojnic vystavenych tepelnému
stresu byly u téchto dojnic zaznamenany vyssi hladiny imunoglobulinu G, interferonu a a interleukinu-
2 v krevnim séru, zatimco hladiny celkového proteinu a albuminu byly beze zmén, coz reflektuje zvyseni
imunitnich funkci dojnic a vyssi odolnost vici tepelnému stresu [245]. Doplnék daidzeinu do krmné
davky nosnic mél pozitivni vliv na diverzitu mikrofldry ilea [250].

2.9. Vyuizitiisoflavonl pro produkci tzv. funkénich potravin

Jak jiz bylo zminéno vyse, equol je mikrobialni metabolit daidzeinu a formononetinu s mnoha
pozitivnimi Ucinky na lidské zdravi a je produkovan specifickymi bakteriemi, které jsou pfitomny v
travicim systému zvirat a lidi [109, 252]. Diky nepritomnosti specifické mikrobialni populace v travicim
traktu urcité ¢asti lidské populace [109] je vyuZivani zdravotnich benefitl equolu omezené.

VyuZiti probiotik nebo prebiotik, tedy jakasi ,inokulace” stfevni stény baktériemi preménujicimi
daidzein na equol s cilem vyvolat produkci equolu ve stfevé u dospélych lidi, nebyla dosud Uspésna.
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Jako vhodna alternativa se zda byt oralni podavani equolu, které jiz bylo v nékterych studiich ovéreno
[23, 253]. Pro tyto ucely je moZné vyuZit equol produkovany z daidzeinu bakteridlnim kmenem
Lactococcus garvieae, ktery byl pouZit k vyrobé potravniho doplriku SE5-OH bohatého na S-equol [254
— 256], ktery u nas neni doposud komeréné dostupny. DalSi moZnosti je vyuZit isoflavony obohacené
potraviny. Z celé skaly potravin, které Clovék bézné konzumuje, je kravské mléko pravdépodobné
jedinou potravinou, ktera mlze za urcitych podminek obsahovat equol v relevantnim mnozstvi [47, 49,
115,121, 123,129, 257].

Zdrojem equolu, resp. isoflavont v humanni vyZivé mohou byt i nékteré mlécné vyrobky. Napr. ve
studii [258] béhem monitoringu zjistili nizké hladiny equolu v mnoha komercéné dostupnych mlécnych
vyrobcich, kromé masla. Z nedavnych vyzkum( vyplyvd, Ze koncentrace isoflavonli v mlécnych
vyrobcich mGze byt ovlivnéna technologickym zpracovanim mléka. Zatimco tepelné osetfeni mléka (az
do teploty 140 °C po dobu 20 s) nemélo vliv na obsah isoflavon(i [117, 126, 259], béhem vyroby syr(
byla ¢ast isoflavonl uvolnéna do syrovatky a byl zaznamenan Ubytek isoflavonl béhem procesu zrani
syrl [127]. Ke snizeni obsahu isoflavon(l rovnéz dosSlo béhem procesu vyroby (fermentace) a zrani
jogurtl [126, Kasparovska et al., dosud nepublikovano]. Tyto ztraty by mohly byt zplsobeny konjugaci
isoflavon( s proteiny nebo jinymi latkami prirozené se vyskytujicimi v mléénych vyrobcich, diky které
nebyly analyticky zachyceny [KaSparovska et al., dosud nepublikovano].

2.10. Mozna rizika pro ¢lovéka a zivotni prostredi souvisejici s isoflavony
Rizika pro déti

Prenatdlni a ¢asny postnatalni vyvoj je jednim z nejcitlivéjSich obdobi lidského Zivota [260]. Za
normalnich podminek je expozice organismu sdjovymi isoflavony znacné omezend, protoze vyskyt
genisteinu a daidzeinu v materském mléce je velmi nizky (5 — 15 ng/ml) [261]. Prenatalni expozice
muUze nastat diky Zivotnimu stylu matek (napriklad vegetaridanska strava, vyuZivani potravinovych
doplnkd, konzumace sdjového mléka) [17, 74], kdy isoflavony prechazeji pres placentarni bariéru a
dostavaiji se do fetalni cirkulace [262].

Pokud kojici matka konzumuje potraviny vyrobené ze séji, mize koncentrace isoflavon(
v matefském mléce vzrist az 10ndsobné [261], nicméné v tomto pfipadé je denni prijem isoflavon( z
materského mléka u kojencl pouze 0,005 — 0,01 mg [74]. Postnatalni expozice isoflavony proto souvisi
predevsim s pouzZivanim détské kojenecké vyZivy na bazi séji, konzumaci sdjového mléka nebo
potravinovych doplrikd uréenych pro déti obsahujicich sdju [75, 263]. Déti pfitom mohou byt vystaveny
vySsSi Urovni séjovych isoflavonl nez dospéli, kdy bylo zjisténo, Ze déti konzumujici kojeneckou a
détskou vyzZivu na bazi sdji denné prijmou 6 —9 mg isoflavon( na kg télesné hmotnosti, zatimco dospéli,
kteri konzumuji prfimérené mnoizstvi sdjovych produktl, denné pfijmou pouze 1 mg isoflavonil na kg
télesné hmotnosti [74]. Rovnéz bylo zjisténo, Ze zdanliva biologicka dostupnost isoflavont byla vyssi u
déti rdzného véku nez u dospélych [84, 264]. Dale bylo zjisténo, Ze kojenci ve véku 2 — 16 tydna, ktefi
byli krmeni détskou vyZivou vyrobenou ze sdji vylucuji v moci méfitelnd mnozstvi daidzeinu a
genisteinu, takZe jsou schopni absorbovat a vyluCovat isoflavony z détské vyZivy a to v mife podobné
dospélym lidem [265 a 266].
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Vzhledem k nizkym hladindm estrogenu a nedokon¢enému vyvoji osy hypotalamus-hypofyza-
vajecniky, jsou déti citlivéjsi vaci exogennim estrogennim slouceninam neZ dospéli [267]. Proto je
mozné, Ze sojové isoflavony mohou predstavovat vyznamné potencialni nebezpeci pro zdravy vyvoj
reprodukéniho systému. Studie na modelovych zvitatech [napf. 268 — 270] prokazaly, Ze nitrodélozni
expozice isoflavony mlze mit vliv na funkci reprodukéniho systému v dospélosti [147, 271]. A na rozdil
od expozice v dospélosti, expozice v pre- nebo perinatalni Zivoté muaze vést k nevratnym zménam v
reprodukénim systému [147, 148].

Expozice isoflavony béhem nitrodélozniho vyvoje muze ovlivnit vyvoj reprodukéniho systému
u plodd muzského i Zenského pohlavi. Toto je demonstrovano predevsim na modelovych zvitatech,
kdy byla zaznamenana sniZzena citlivost mlééné Zlazy k estrogenlm [272] a zmény v poméru
estrogenovych receptord, ¢imzZ dochazi k ovlivnéni fyziologického plsobeni estrogenli a zménam ve
vyvoji délohy a vajecnikl [273]. Podavani genisteinu béhem fetalniho obdobi dokonce zvysilo riziko
vzniku rakoviny délohy [274]. Expozice isoflavony béhem prenatalniho a postnatéalniho vyvoje vyvolaly
zmény v morfologii epitelu varlat u krys, pozorovany byly rovnéz vyssi hladiny estradiolu a nizsi hladiny
testosteronu v krevni plazmé [275].

Provadéni studii na kojencich béhem postnatalniho vyvoje neni dost dobfe mozné z etickych
dlvodl, proto se vychazi z vysledkd studii provadénych na laboratornich zviratech. Napf. nedavna
studie ukazala, Ze nizké davky sojovych isoflavonl podavané od odstavu do dosaZzeni pohlavni
dospélosti ovlivnily vyvoj folikulll ve vajecnicich krys tak, Ze doslo ke zvyseni atrézie folikull a i poCtu
Zlutych télisek a byla zjisténa sniZzena hladina estradiolu v krevnim séru [276]. Urychleni atrézie folikul
se povazuje za hlavni pficinu predcasného selhani funkce vajecnik( [277]. Diky metabolomické analyze
byly zjistény i zmény v hladinach celkem 24 metabolit(, véetné pohlavnich hormon(, aminokyselin,
mastnych kyselin a metabolitl Gcastnicich se energetického metabolizmu ve folikularni tekutiné [276].
Naruseni energetického metabolizmu pak v disledkd muaze vést k poskozeni struktury a funkce
mitochondrii, které je signalem pro spusténi apoptdzy [278]. Navic nedavné studie ukazaly, Ze daidzein
a genistein maze inhibovat rist rakovinnych bunék vyvolanim apoptdzy [279, 280]. Dale bylo zjisténo,
Ze expozice isoflavony od odstavu do dosaZzeni pohlavni dospélosti mGze ovlivnit vyvoj folikuld tim, Ze
vyvola apoptdzu aktivaci apoptotickych signalnich drah [281]. Naproti tomu nebyly zjistény Zadné
nezadouci Ucinky isoflavonud u Zen, které pfijimaly v kojeneckém véku détskou vyZivu na bazi séji ve
srovnani s vyZivou vyrobenou z kravského mléka [282]. Podobné i mnohé dalsi studie, které
porovnavaly détskou kojeneckou vyZivou vyrobenou z kravského mléka a ze séji nezaznamenaly Zadné
rozdily v rlstu a vyvoji kojenct [283], v télesné hmotnosti, v délce a obvodu hlavy [284, 285] nebo
velikosti organd citlivych na hladinu pohlavnich hormon( [286].

Estrogenni aktivita odpadu z Zivocisné vyroby

Ackoli z pohledu lidské vyZivy se jevi produkce kravského mléka obohacend o equol jako
Zadouci, nelze pominout estrogenni charakter equolu, ktery je kromé mléka ve velké mife vylucovan i
moci a vykaly dojnic. Urinalni a fekalni equol by se tak mohl stat potencionalnim zdrojem estrogenni
kontaminace Zivotniho prostfedi. V dosavadnich studiich zabyvajicich se rezidui steroidnich
estrogennich latek prirozené se vyskytujicimi v odpadech pochazejicich z Zivocisné vyroby [150, 287 —
290] nebyl podil equolu, resp. obecné dietarnich fytoestrogenl na estrogenni aktivité sledovan, i kdyz
je povaZzovan za mozny potencidlni zdroj estrogenni kontaminace [49, 150, 291, 292]. Z dostupnych
Udaju Ize uvést studii, podle niZ jsou Svycarské rfeky ve vnitrozemi zatiZzeny isoflavony a equolem v fadu
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nékolika kg rocné, a to hlavné v lété, prficemz nejcastéji detekovanymi isoflavony byly formononetin a
equol, a to v mnoistvich dosahujicich az 217 resp. 524 ng/l [293 a 294]. Rovnéz bylo zjisténo, Ze vody
v oblasti Rio de Janeira (Brazilie) obsahovaly az 366 ng/| fytoestrogent [295]. Uréeni podilu dietarnich
isoflavon( na estrogenni kontaminaci Zivotniho prostredi vyZzaduje dalsi studie.
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2.11. Cile prace a dosazené vysledky

V ramci prace tykajici se studia metabolizmu séjovych isoflavoni u skotu byla nejprve
zavedena nova metoda stanoveni rGznych forem téchto latek pomoci LC-MS-(TOF), kterd umoznila
presné stanoveni i v nizkych koncentracich a to v ruminalni tekutiné a mléku (publikace 7).

Nasledné byla provedena studie prostupnosti séjovych isoflavon(l (daidzein, genistein a
glycitein) u skotu z krmiva pres ruminalni tekutinu do mléka pri souCasném sledovani sloZeni
mikrobiomu v ramci ruminalni tekutiny (publikace 8 ). Navic byla studovana i preména daidzeinu na
equol v rumindlni tekutiné a jeho nasledna prostupnost do mléka. Tyto experimenty ukazaly, Ze
pridavek séjovych isoflavon(i do krmiva dojnic vede k adekvatnimu nardstu koncentrace isoflavon
v ruminalni tekutiné a naslednému kvantitativnimu prostupu do mléka. V ruminalni tekutiné dochazelo
také k preméné daidzeinu na equlo a to az z 96 %, pricemz equol vykazoval niZsi prostupnost do mléka
nez ostatni isoflavony. Pridavek isoflavont do krmiva dojnic ovlivnil i zastoupeni jednotlivych kmenl
bakterii v ramci mikrobiomu v rumenu, kdy bylo zjiSténo jiné zastoupeni u kmen0 Bacteriodetes,
Proteobacteria, Firmicutes a Planctomycetes v ruminalni tekutiné mezi kontrolnimi a isoflavony
krmenymi dojnicemi. Navic byla zjisténa signifikantni pozitivni korelace mezi pridavkem isoflavon( do
krmiva a vyskytem radu Burkholderiales a tfidy Betaproteobacteria v rumindlni tekutiné.

Pro moinost detailnéjsiho sledovani metabolizmu isoflavonl v ruminalni tekutiné bylo
provedeno preneseni experimentll do in-vitro usporadani v bioreaktoru (publikace 9). Ruminalni
tekutina byla v bioreaktoru udrzovana za definovanych podminek (pH, redoxni potencial a teplota), pfi
pravidelném pridavani krmiva a pufru (umélych slin) pro kompenzaci vznikajicich kyselin. Jako indikator
probihajiciho spravného metabolizmu v ruminaini tekutiné byla sledovdna produkce tékavym
mastnych kyselin. Sledovanim dynamiky mikrobiomu v ruminalni tekutiny v bioreaktoru bylo zjisténo,
Ze dochazi ke zméné zastoupeni jednotlivych kmenl. Kmeny Bacteriodetes a Firmicutes poklesy
zatimco Proteobacteria a Actinobacteria narostly. Pficinou této zmény v zastoupeni jednotlivych
kmenG by mohl byt nizsi redoxni potencial neZ je in-vivo a rozklad krmiva, které neni odvadéno, na
jednodussi cukry. Pro dalsi experimenty bude tedy optimalizovan redoxni potencial a odvod
rozlozeného krmiva.
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