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(57)Anotace:

Zptsob vyroby prostiedku s obsahem fytochemické
sloudeniny, postup spodiva v tom, Ze se a) zahfeje jedna nebo
vétsi podet solubilizaénich emulgaénich latek ze skupiny
esteru polyethylenglykolu 1000 se sukcinatem vitaminu E,
polyvinylpyrrolidonu, polyoxyethylenstearatu, cholatu
sodného, deoxycholatu nebo taurocholatu sodného, b)

k produktu ze stupng (a) se piida rozpoustédlo a smacedio
typu fosfolipidu ze skupiny fosfatidylcholin,
dioleoylfosfatidylcholin, fosfatidylglycerol,
dioleoylfosfatidylglycerol, dimyristoylfosfatidylcholin,
dipalmitoylfosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin,
fosfatidylserin nebo sfingomyelin za vniku roztoku, c)

v roztoku ze stupné (b) se rozpusti jedna nebo vétsi pocet
fytochemickych latek ze skupiny indoli a flavonoidd, d)

k roztoku ze stupné (c) se pFida roztok, obsahujici
zapouzdiujici 1atku, €) roztok, pfipraveny ve stupni (d) se misi
za vzniku mikrodisperze s velikosti &astic 5 mikrometr(i nebo
niZsi a f) vysledna smés se suli rozpraSovanim za vzniku
pevného prostfedku s obsahem hydrofobni fytochemické
latky.
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Zpisob vyroby prostfedku s obsahem fytochemické

slouceniny

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplUsobu vyroby prostredku s obsahem
fytochemickych sloucenin k dosaZeni priznivéjsiho
metabolismu steroidnich hormont. Skupinou fytochemickych
latek, pouZitelnych pro ucely vynédlezu jsou zejména
indolové alkaloidni fytochemické latky a flavonoidni
fytochemické latky. Popisuje se priprava prostfedkl s
obsahem t&chto latek, které zlep3uji vstrebavani
nerozpustnych latek z potravy a tim mohou ptizniveé
ovlivnit udinnost steroidnich enzymd typu cytochromu
P450. Toto zlepené vstiebévani nesnadno rozpustnych

latek zvét3uje pfiznivé vlivy na steroidni metabolismus.

Dosavadni stav techniky

Skupina enzymd typu cytochromu P450, CYP,
indukovatelna v celé fad& bun&k je schopna metabolizovat
ve vodé& nesnadno rozpustné hormony, lé¢ivé latky a Ffadu
chemickych latek. Uroveni koncentrace steroidnich hormonu
u jednotlivce tedy odrazi aktivitu enzyma CYP. Enzymy CYP
se ucastni biosyntézy steroidnich latek a jejich aktivace
a premény na metabolity, které jsou ve vodé lépe
rozpustné. Nékteré enzymy CYP hraji v biochemii daleZitou
Glohu, zejména jsou zodpovédné za metabolismus
steroidnich latek a pf¥ibuznych slouenin rostlinného
pavodu. To znamend, Ze pfijem nékterych fytochemickych
latek z rostlin v potravé a nékterych pfibuznych
syntetickych chemickych latek miZe ovlivnit metabolismus

steroidnich hormonl, ovliviovany enzymy CYP. Indukce nebo
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inhibice u&innosti téchto enzymd miZe mit zésadni vliv na
4&innost steroidnich hormont vzhledem k tomu, Ze nyni
znamo, e biologickd u&innost dané steroidni latky
vétdinou spodiva v jejich specifickych metabolitech,
jejich relativni koncentraci a biologickém poidéasu, jak
je moZno nalézt v souhrnné publikaci Michnovicz a
Bradlow, Dietary Cytochrome P-450 Modifiers In The
Control OF Estrogen Metabolism, kapitola 23, Food
Phytochemicals For Cancer Prevention I, Huang a dalsi,

eds. American Chemical Society, 1994.
Steroidni hormony a riziko onemocnéni

Estrogen nebo 17-beta-estradiol Je steroidni hormon,
ktery ma zdsadni duleZitost p¥i rozmnoZovani, rustu,
vyvoji a metabolismu kazZdého jedince. Jde o dalezZitou
latku pro zdravi muzl i Zen. Zmény v u&innosti estrogenu,
které poinaji ve stfednim véku, jsou spojeny se Sirokym
spektrem chorobnych stavi. Metabolismus estrogenu zavisi
na celé radé enzymi CYP, zvlaste na CYP 1A1, prevéazZné se
vyskytujicim v jatrech a CYP 1AZ a 1B1l, které se
nachdzeji v mlééné Zlaze, déloze, vaje&nicich a takév
poko#ce. Uroveni indukce CYP 1Al, 1A2 a 1B1 se méni podle
stavu daldich hormonti, napriklad hormont Stitné Zlazy, Vv
zavislosti na vyZivé, napfiklad na indolovych
fytochemickych latkach a na plisobeni toxind z vnéjsiho
prostfedi, napfiklad na plsobeni tabakového koufe a
pesticidd. Poméry klicovych metabolit® estrogenu odrazejl
stupefl indukce specifickymi hydroxyladnimi enzymy CYP
estrogen. Mimo to ¥idi aromatéza ze skupiny enzyma CYP
koncentraci estrogend uvnit?¥ bunék tim, Ze ¥idi pfeménu

androgent, androstendion® a testosteronl na estrogen.



Aromataza CYP je zvlasté duleZitd v tukové tké&ni nebo ve

specializované pojivové tkani, oznaclované jako stroma.

zjigtovani dialeZitosti specifickych metabolitd
estrogenu bylo zahajeno pfibliZné v roce 1970.é'bylo
popsano, Ze mnoZstvi 160H-estronu u muZd i1 Zen stoupd v
pripadé systemického lupus erythematosus podle publikace
Lahita a daldi, Alterations of Estrogen Metabolism in
Systémic Lupus Erythematosus, Arthritis and Rheumatism,
sv. 22, &. 11, 1979. Podle daldi studie, provedené v roce
1982 je moZno prokazat podobny vzestup 160H-estronu u
nemocnych se zhoubnym nadorem mlécné 71lazy podle
publikace Schneider a dalgi, Abnormal Oxidative
Metabolism of Estradiol in Women with Breast Cancer,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, sv. 79, s. 3047-3051, 1982.
Toté? pozorovani bylo pozdéji rozgiteno na zhoubné nadory
délohy podle publikace Fishman a dal3i, Increased
Estrogen-16-Hydoxylase Activity in Women with Breast and
Fndometrial Cancer, Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology, 20, ¢. 48, s. 1077481, 1984.

P¥i vyzkumu chorob délohy se prokadzalo, Ze existuje
korelace zvydeného pomé€ru estronu'16OH a 20H ve tkani
dé&lo?niho kr&ku a rozsahu dysplasie tohoto krcku v
pripadé& zhoubného bujeni v epithelu dé&loZniho krcku podle
publikace Sepkovic a dal3i, Estrogen Metabolite Ratios
and Risk Assessment of Hormone-Related Cancer, Assay
Validation and Prediction of Cervical Cancer Risk, Annals
of the N. Y. Acad. of Science, sv. 768, s. 312-316, 1995.
Dile?itost pferudeni této cesty metabolismu estrogenl je
dalo podporovano pozorovanim na kultufre lidské tkéané
mlé&né #1lazy, a to normalni tkéné a tkané napadené

zhoubnym bujenim, kde rovnéz dochézi ke vzestupu



16-hydroxylace podle publikace Osborne a dalsi,
Upregulation of Estradiol C16 Hydroxylation in Human
Breast Tissue: A Potential Biomarker of Breast Cancer
Risk, J.C.N.I. 85:23, s. 1917-20, 1993. Bun&Zné studie
bundk zhoubného bujeni mlécné Zlazy prokazala ‘
pravdépodobné spojeni chemickych latek ze Zivotniho
prostfedi s metabolismem estrogentt a jeho posunem smérem
k vy&si produkci 160H-estronu a niz$i produkci
20H-estronu po vystaveni téchto buneék plsobeni
syntetickych pesticidd podle publikace Bradlow a dalsi,
FEffects of Pesticides on the Ratio of
16/2-Hydroxyestrone: A Biologic Marker of Breast Cancer
Risk, Environmental Health Perspectives, 103, Suppl. 7,
s. 147-50, 1995.

Diilezitost metabolismu estrogent pfi stanoveni
chorob, spojenych s estrogeny, je plné shrnuta v souhrnné
publikaci, kterd vysvétluje interakci mezi chemickymi
latkami ze Zivotniho prostfedi (xenoestrogeny),
metabolismem hormond a postupy, pfi nichz dochéazi k
podkozeni DNA, jehoZ dusledkem je zhoubny nédor mlécné
¥1lazy, jde o publikaci Davis a dalsi, Medical Hypothesis:
Bifunctional Genetic-Hormonal Pathways to Breast Cancer,
Fnvironmental Health Perspectives, 105, Suppl. 3, s. 571-
576, 1997. ZavaZnost uvadénych zjisténi podporuje néazor,
e riziko vznika jak celkovym kumulativnim vystavenim
tkané& plusobeni estrogenu, tak zpusobem metabolismu téchto

latek.

7zjisténi, Ze specifické enzymy CYP jsou zodpoveédné
za .produkci 20H-estronu vedlo k pfehodnoceni vyzkuml z
let 1970 a daldich, které se tykaly indukce enzyma CYP

fytochemickymi latkami z potravin, zejména ze zeleniny



podle publikace Wattenberg a Loub, Inhibition of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon-Induced Neoplasia by
Naturally Occurring Indoles, Cancer Research, 38, 1410-
13, 1976. Vyzkumy prokazaly, Ze zelenina, extrakty z
rostlin a zvlast& fytochemické latky mohou zabrénit u
Yivo&icht vzniku zhoubnych nadort, vyvolanych

. karcinogennimi latkami. Autofi prokazali inhibici
indukovaného zhoubného nédoru indolovou skupinou
fytochemickych latek z potravy. Uvedend skupina sloucCenin
m&la spole&nou plochou molekulovou strukturu, ktera
upravovala ucinnost enzym@ CYP aktivaci p¥islusného genu
ptes tak zvany arylovy receptorovy systém. U&innost proti
vzniku zhoubného nadoru nebo ,chemoprevence" byla vazana
na heterocyklickou kruhovou strukturu. P¥i dal3ich
vyzkumech, tykajicich se téchto latek a provedenych pod
vedenim H. Leona Bradlowa na Rockefellerové Univerzité,
bylo prokazéano, Ze indol-3-karbinol, indol z k¥iZatych
rostlin typu zeleniny je schopen uspésné posunout
metabolismu estrogentd ve smé&ru 20H-estronl, Jak bylo
shrnuto v publikaci Bradlow a dalsi, Indole-3-Carbinol, A
Novel Approach to Breast Cancer Prevention, Annals of the
New York Academy of Science, 768: 180-200, 1985. V
posledni dobé& se uznava, ze vlivy ze sloZek potravy na
metabolismus estrogent jsou duleZitym faktorem pro

prevenci zhoubnych onemocnéni.
Diindolylmethan jako fytochemicka latka, indukujici CYP

Bylo prokédzéno, Ze koncentrace CYP 1Al1/1A2 v jétrech
a ve strevech krys a my3i se zvySuje u zvirat, jimZ byl v
krmivu podavan indol-3-karbinol, I3C, jde o indol z
k¥izatych rostlin typu zeleniny. P¥i doplnéni krmiva

3>ivo&icht i 1idi touto latkou je moZno prokazat zvySeni



2-hydroxylace estradiolu, které je vyvolano U&innosti
enzym CYP 1Al a 1A2. Dalsi vyzkumy prokazaly, zZe
kondenza&ni produkty, které se z uvedené latky tvori pri
priichodu Zaludkem maji rovnéz moduladni Gc¢inky na enzymy
CYP. Kondenza&ni produkt, vznikajici pﬁsobenim‘kyseliny,
3,3'—diindolylmethan, DIM a 2,3-bis[3-indolylmethyl]indol
byl prokdzén v obsahu Zaludku 1 hodinu po peroralnim
podéani I3C podle publikace Stresser a dalsi, Mechanisms
of Tumor Modulation by Indole-3-Carbinol: Disposition and
Excretion in Male Fischer 344 Rats, Drug Metabolism and
Disposition, 23:9, s. 965-75, 1995. P¥i daldich vyzkumech
bylo prokdzano, Ze DIM je uc¢innéjsi ne? I3C pfi ovlivnéni
metabolismu estrogenti, pokusy byly provedeny tak, Ze DIM
a I3C byly podavany krysam v krmivu a byl méfen
metabolismus estrogent v jaternich mikrosomech podle
publikace Jellinck a dalsi, Ah Receptor Binding
Properties of Indole Carbinols and Induction of Hepatic
Estradiol Hydroxylation, Biochemical Pharmacology, 45:5,
s. 1129-36, 1993.

V posledni dobé se pfi pozorovani bun&énych kultur
prokédzalo, Ze DIM podporuje preventivni apoptosu pfi
vzniku zhoubného nadoru, to znamend programované uhynuti
bunék podle publikace Ge a dalsi, 3,3’ -Diindoly methane
induces Apoptosis in Human Cancer Cells, Biochemical and
Biophysical Research Communications, 228, s. 153-58,
1996. Polycyklickad kruhova struktura DIM, ktera je
podobné struktufe jinych sloucenin, o nichZ je znamo, Ze
zplisobuji uvolnéni p-glykoproteinl, vézanych na membranu,
rovné? zvyduje u&innost chemoterapie v pripadé nadorovych
bun&k, odolnych proti fadé& chemickych latek podle
publikace Christensen a Leblanc, Reversal of Multidrug

Resistance in Vivo By Dietary Administration of the



Phytochemical Indole-3-Carbinol, Cancer Research, 56, s.

574-81, 1996. Souhrnn& tato pozorovani prokazuji, Ze DIM

m& indukujici G&innost na CYP a soucasné modulac¢ni ucinek
na funkci bun&k a je tedy velmi uZiteénym doplnkem

stravy.
DIM je stélejdi nez I3C

I3C se nyni uzivad jako doplnék stravy a uvadi se, Ze
timto zplisobem je moZno pfiznivé posunout metabolismus
estrogend ve prospé&ch tvorby 20H-estronu podle publikace
Michnovicz a daldi, Changes in Levels of Urinary Estrogen
Metabolites After Oral Indole-3-Carbinol Treatment in
Human, Journal of the Nat’l Cancer Inst., 89:10, s. 718-
23, 1997. Pouziti této latky pro chemoprevenci zhoubného
nadoru mlédné 2lazy a pro potlaceni respirac¢ni infekce
papillomavirem podle publikace Coll a dalsi, Treatment of
Recurrent Respiratory Papillomatosis with Indole-3-
Carbinol, American Journal of Otolaryngology, 18:4, s.
283-85, 1997, vyZaduje nejniZsi davku 300 mg denné na
osobu podle publikace Wong a daldi, A Dose-Response Study
Of Indole-3-Carbinol for Breast Cancer Prevention, 1998.
Existuji vdak omezeni vzhledem k pouZiti I3C ve strave
vzhledem k tomu, Ze bé&zi o nestdlou latku, kterd se
samovoln& urychlen& rozklédé plsobenim tepla, svétla,
zvySené vlhkosti nebo v kyselém prostfedi. Pri skladovani
I3C je moZno prokazat ubytek pribliZné& 50 % pavodniho
mnosstvi uvedené latky za pobminek, které napodobuji
uloZeni po dobu jednoho m&sice (BioResponse New Dietary
Ingredietn FDA Filing, srpen 1997). Mimo to doch&zi u
uvedené latky in vivo k nepfedvidateln?m transformacim.
P#i pruchodu Zaludkem se uvedena ldtka samovolné méni na

celou radu kondenzad&nich produktd, zvlasté dimerd a



trimera. Jednim z reakénich produktd je indolokarbazol,
linearni dimer s uzavienym kruhem, ktery napodobuje
dioxin jak svou strukturou, tak svou biologickou
4&innosti podle publikace Bjeldanes a dal3i, Aromatic
Hydrocarbon Responsiveness-Receptor Agonists Génerated
From Indole-3-Carbinol in Vitro a in vivo: Comparisons
with 2,3,7,8—Tetrachlorodibenzo—P—Dioxin, Proc. Natl.
acad. Sci. USA, 88, s. 9543-47, 1991. Tato
nepredvidatelnéd tvorba indolokarbazolu v prostfedi
3alude&ni kyseliny zpusobuje, Ze neni mozno prokézat
bezpe&nost podavéani I3C. Nedostate&nd stélost pfi
skladovéani, samovolnd reakce s daldimi slozkami a
nedostatnéd identifikovatelnost produktid, vytvofenych v
5aludku znadné& omezuji pouZitelnost I3C Jjako doplnku

stravy.

P¥i studiich DIM se’ukézalo, e uvedend latka je prfi
prichodu simulovanym >aludednim prost¥edim (BioResponse
New Dietary Ingredient FDA Filing, srpen 1997) zcela
stala. Nevytvatri se Zadny indolokarbazol ani v prostfedi
salude&ni kyseliny, ani v prabéhu skladovéﬁi..DIM ma tedy
34douci vlastnosti jako latka, indukujici enzymy CYP a je
stala. 7 tohoto divodu by bylo zapotfebi mit k dispozici
biologicky dostupné prostfedky s obsahem uvedené 1latky a
také s obsahem jejich dimerd a trimera vzhledem k tomu,

e hydrofobni latky typu DIM se nesnadno vsttebavaji.

Fytochemickd latka chrysin vyvoldvéa inhibici aromatazy

CYP

Flavony, analogické indollm v potrave jsou pfirodni
sloudeniny z rostlin, které mohou ovlivnit G&innost

estrogentt a mohou zabranit wvzniku pokusnych néadortl.
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5,7-dihydroxyflavon, chrysin je flavon, ktery je mozino
prokédzat v extraktech z mu&enky Passiflora corerula a
také v pylu nebo v propolis. Tato latka vyvolava inhibici
t&innosti aromatazy CYP v bunécné kulturfe a také v
bezbuné&cnych mikrosomech podle publikaci Campbeil a
Kruzer, Flavonoid inhibition of aromatase enzyme activity
in human pre-adipocytes, J. Steroid Biochem. Molec.
Biol., 46:3, s. 381-388 (1993) a Kellis a Vickery,
Inhibition of human estrogen synthetase (aromatase) by
flavones, Science, 225, s. 1032-1034, 1984. Modulace
G&innosti aromatédzy je dileZita vzhledem k tomu, Ze tento
enzym CYP ridi pfeménu androgen(l na estrogeny v periferni
tkani, naptriklad v tukové tkani. V prubéhu stdrnuti se
stavba organismu méni ve prospéch zvySeného mnozstvi
tukové tkané vzhledem ke svaloviné. V disledku toho
dochazi ke zvySené produkci estrogend z testosteronu a z
androgenu nadledvinek, dehydroepiandrosteronu DHEA jak u
musd tak u Zen s pokracujicim vékem. U&innost flavonu ve
strav& proti ptsobeni aromatadzy a uc¢innost podobnych
isoflavoni je tedy patrné dileZitym zdrojem ochrany pred
onemocné&nimi, vyvolanymi nadbytkem estrogent tim, Ze se

omezuje metabolickd pfeména androgenli na estrogeny.

PrestoZe byla prokdzéna znaénd uclinnost chrysinu
proti plsobeni aromatazy v bezbuné&inych extraktech v
bun&&né kultufe, uvadi se nizka biologicka dostupnost
flavon pri perordlnim podani jako problém pri jejich
potenciadlnim vyuZzitl jako dopliik stravy podle publikace
Kuhnau, The flavonoid. A class of semi-essential food
components: their role in human nutrition, World Rev.
Nutr. Diet, 24, s. 117-191, 1976. Pfi studiich fyziké&lné
chemickych vlastnosti chrysinu se prokédzalo, Ze tato

latka je velmi hydrofobni a jeji rozpustnost ve vodé je
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pouze 2,8 x 107® mol/l podle publikace Masarova a dalsi,

Solubilization of chrysin by a non-aromatic amine oxide,

Pharmazie, 44, H 12, s. 865-866, 1989. Existuje tedy
potfeba mit k dispozici doplnék s obsahem chrysinu se
zlepSenou biologickou dostupnosti tak, aby bylb moZno
vyuzit schopnost této latky vyvolat inhibici aromatézy

CYP.

Biologickéd dostupnost hydrofobnich fytochemickych latek

p¥i perordlnim podani je omezena.

Aby bylo moZno dosadhnout ochranného uc¢inku
fytochemickych latek, je nutno dosdhnout pri peroré&lnim
podani dostateéné koncentrace téchto ladtek ve tkanich.
P¥i vstifebavani musi ve vod& nerozpustné nebo hydrofobni
latky, podané ve stravé pfekonat Fadu bariér v prubéhu
vstiebavani. Jde o odolnost proti emulgaci tukovymi
micellamy ve stfevé, okamzity ,presystemicky™
metabolismus pfi styku s enterocyty v tenkém streve a
navrat téchto latek do dutiny stfevni pusobenim
p-glykoproteint, které vytlacujil fadu hydrofobnich latek
z enterocytl. To znamen&, Ze pomocné latky, které
zlepduji emulgaci do micel, sniZuji metabolismus
enterocytd a zvy3ujl pfijem uvedenych latek do
chylomikroni, mohou také zlep$it biologickou dostupnost
uvedenych hydrofobnich latek. Zvy$eny pristup téchto
latek do proudu lymfy miZe obejit prvni priachod jatry,
kterym prochézeji ve vod& rozpustné latky nebo ve vodé

rozpustné metabolity.

P¥i prvnim pokusu o laboratorni syntézy DIM v roce
1950 bylo prokédzéno, Ze uvedena létka je ve vodé vysoce

nerozpustna podle publikace Leete a Marion, The
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Hydrogenolysis of 3-Hydroxymethylindole and Other Indole
Derivatives with Lithium Aluminum Hydride, Canadian J. of
Chemistry, 31:9, s. 775-84, 1953. Na buné&&nych kulturach
bylo prokédzéano, Ze DIM je latkou, ucinné indukujici
enzymy CYP p¥i p¥imém pridani do kultury jateiﬁich bunék
podle publikace Wortelboer a dalsi, Effects of Indole-3-
Carbinol on Biotransformation Enzymes in the Rat: In Vivo
Changes in Liver and Small Intestinal Mucosa in
Comparison with Primary Hepatocyte Cultures, Food Chem.
and Toxicology, 30:7, s. 589-99, 1992. Av3ak v pripadé,
e do3lo k podani DIM v krmivu nebo v p¥ipadé, Ze tato
latka byla vst¥ikovéna intraperitonedlné u krys, bylo
moZno pozorovat znaéné niz3i ucinnost. I Vv ptipadé, Ze
uvedend latka byla podévéana v sezamovém oleji, ktery
usnadni vstfebavani, bylo moZno pozorovat ztratu
G&innosti pod 5 mg/kg. U¢inek na indukci enzymd bylo
mo#no prokazat aZ do davky 0,3 mg/kg v pEipadé
intraperitonedlniho podéni podle publikace Ah Receptor
Binding Properties of Indole Carbinols and Induction of
Hepatic Estradiol Hydroxylation, Biochemical
Pharmacology, 45:5, s. 1129-36, 1993. V pripadé zaclenéni
do krmiva a smiseni s krmivem p#i dal3ich pokusech nebylo
moino ani p¥i pouZiti velkych davek DIM vyvolat indukci
enzymd CYP v epitelu tlustého streva, avsak pro ve vodé
rozpustnou latku I3C bylo moZno tuto indukci prokazat
podle publikace McDannell and McLean, Differenatial
Induction of Mixed-Function Oxidase, MFO, Activity in Rat
Liver and Intestine by Diets Containing Processed
Cabbage: Correlation with Cabbage Levels of
Glucosinolates and Glucosinolate Hydrolysis Products,
Food Chem. and Toxicology, 25:5, s. 363-68, 1986. Tyto
studie prokézaly, Ze se DIM nevstiebava ve farmakologicky

ucinnych davkach.
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V pripad&, Ze byla sledovana biologickd dostupnost
chrisinu p#i perordlnim podavani spolu s. krmivem, nebylo
mozno pozorovat na krysich jatrech 74dné ucinky na CYP,
prestoZe byly tyto latky podavany peroralné pd‘dobu dvou
tydnt v davce 300 mg/kg denné&. Prijem Tangeretinu,
flavonu s lepdi rozpustnosti v lipidech byl v3ak spojen s
indukci CYP podle publikace Siess, M. H., Guillermic, M.,
LeBon, A. M., Suschetet, M., Induction of monooxygenase
and transferase activities in rat by dietary
administration of flavonoid, Xenobiotica, 19:12, s. 1379~
1386, 1989. Je tedy zfejmé, Ze by bylo zapotfebi vyvinou
specifické prostfedky jako doplitky stravy s usnadnénym

vstFebavanim uvedenych latek pfi perordlnim podani.
Presystemicky metabolismus latek, podanych ve strave

Biologicka dostupnost celé rfady hydrofobnich
fytochemickych latek, miZe byt omezena jejich
metabolismem ve vrstvé enterocytd, kterd vystyla zazivaci
soustavu. Tento presystemicky metabolismus zahrnuje
skupinu CYP 3A4 enzyml typu cytochrom. U&innost enzymu
CYP 3A4 je vézéna na vytlaleni hydrofobnich sloucenin z
enterocytd zpé&t do prisvitu stfeva G&innosti
p-glykoproteinu membran podle publikace Wacher a Bennet,
Overlapping Substrate Specificities and Tissue
Distribution of Cytochrome P450 3a and P-Glycoprotein:
Implications for Drug Delivery and Activity, in Cancer
Chemotherapy, Molecular Carcinogenesis, 13, s. 129-34,
1995. Vzhledem k tomu, Ze esencidlni oleje z raznych
rostlinnych zdrojd maji inhibicni Gcinek na CYP 3A4, bylo
vyvinuto spoleéné podavani olej@ v emulzi s hydrofobnimi

latkami v systému pro zvySeni p¥ijmu n&kterych uc¢innych
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1atek snisenim udinnosti p-glykoprotein z membran, jak
bylo popséno v US patentovém spisu 5665386. Celd rada
latek ve stravéd jsou substraty pro enzymy CYP 3A4 a jsou
pfednostné vytlacovany z bunék plsobenim p-glykoproteinu.
Vzhledem ke strukturni pfibuznosti s rtznymi ﬁéinnYmi
latkami, je pravdépodobné, Ze pfijem latek, jako jsou DIM
a chrysin, je rovné&Z ovlivnén G&innosti enzymu CYP 3A4 a

p-glykoproteinu.

DIM je vdak patrné zcela jedinecnou latkou, pokud
jde o selektivni metabolismus v systému enterocytl a také
pokud jde o vytlaCovani latek zpét do prisvitu stfeva. Po
podani DIM bylo moZno pozorovat inhibici funkce
p-glykoproteinu v bunééné kultufe a také in vivo. To
znamena, e DIM sniZuje u&innost celého systému pro
eliminaci jinych hydrofobnich sloucenin podle publikace
Christensen a Leblanc, Reversal of Multidrug Resistance
in vivo by Dieatry Administration of the Phytochemical
Indole-3-Carbinol, Cancer Research, 56, s. 574-81, 1996.
Tento U&inek mé& za nasledek zvys$enou ucinnost
chemoterapeutickycn latek u nadorovych bunék, které jsou
odolné proti plisobeni celé fady chemickych latek. Pri
pouziti molekuldrni sondy bylo moZno prokdzat primou
interakci DIM s p-glykoproteinem membrany. To znamena, Ze
DIM ztejm& mhZe zvlaStnim zpusobem blokovat vytlaceni,
jakmile se dostane do enterocytu. To znamend, Ze pri
prekonadni bariéry rozpustnosti a po vst¥ebani do
enterocytd, miZe DIM stimulovat sviaj vlastni dalsdi
systemicky pfijem a biologickou dostupnost a také
biologickou dostupnost dalsich latek, které rovnéz

podléhaji vlivu p—glykoproteinu.'
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Krom& DIM a esenciadlnich olejl byly pozorovany jesteé
dalsi dvé& skupiny sloulenin, které mohou ovlivnit
biologickou dostupnost s ohledem na CYP 3A4 a na
p-glykoproteiny. Prvnim faktorem je podavéni smacedel pro
ovlivn&ni membran a blokovéni G&innosti p—glykdproteinu
sménami interakce mezi lipidy a bilkovinami, na nichz
zavisi p-glykoprotein. Tyto poznatky byly vyuzity tak, Ze
se soulasnd podava smaledlo a chemiterapeuticka lédtka ptri
lé&eni nadort, odolnych proti celé fadé chemickych latek

podle US 5591715.

Bylo také prokézano, Ze prirodni latky, obsazZené v
grapefruitové Stavé ucinneé plokuji u&innost CYP 3A4 a
podporuji tak vstfebavani riznych latek, napfiklad
chinidinu, cyklosporinu a felodipinu podle publikace Lown
a dalgi, Grapefruit Juice Increases Felodipine Oral
Availability in Humans by Decreasing Intestinal CYP 3A
Protien Expression, Journal of Clinical Investigation,
99:10, 2545-53, 1997. Vzhledem k tomu, Ze DIM je latka,
strukturné pfibuznd chinidinu, bylo by vyhodné vyvinout
prostfedek s obsahem DIM, ktery by vyuzival
grapefruitovou Stavu a blokoval u¢innost CYP 3A4. Timto
zptsobem by bylo mozZno dale usnadnit vstfebavani DIM a
daldich soudasné& podavanych latek, jako flavonu a
isoflavonti. Bylo by také vyhodné mit k dispozici
prosttedek, ktery by soudasné blokoval u&innost CYP 3A4 a
primo blokoval ucinnost p-clykoproteinu. Takovy
prosttedek je moZno pEipravit soudasnym podévanim
smadedel, o nichZ je znémo, Ze specificky pferuduji
G&innost p-glykoproteind svym uclinkem na membréanach, jak
bylo popsano svrchu. Idealn& je takto usnadnéné
vst¥ebavani prechodné, doveluje pfijem sloudenin, ktere

jsou cilené& podavany soulasné s grapefruitovym
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koncentratem a smadedlem. Po podavéani takového prostredku
se funkce CYP 3A4 v nékolika hodindch vrati do normdlniho
stavu a enterocyty pak opét maji svou ochrannou funkci a
nevstifebavaji daldi potencidlné& toxické hydrofobni
sloudeniny. PfedbéZné farmakokinetické studie‘ﬁéinku
grapefruitové Stavy v koncentrované formé& prokazuji, Ze
se vlastnosti enterocytd navrati na normélni hodnotu v
pribéhu 8 aZ 12 hodin podle publikace Ameer, B. a
Weintraub, R. A., Clinical Pharmacokinetics, 33(2): 103-
21, 1997.

NejbliZ3i dosavadni stav

7 toho, co bylo uvedeno, je z¥ejmé& potfeba zlepsit
vstiebavani nékterych hydrofobnich latek, z tohoto duavodu
byly provéadény pokusy s pouzitim polyethylenglykolu PEG
jako smééedla, mimo jiné byly pfipravovany mikrodisperze
ke sniZfeni velikosti céastic s pouZitim suSeni

rozpradovanim tak, aby se vytvorily oddélené Castice.

Prvni pokusy s PEG byly popsany Vv US patentovém
spisu 4 151273 (Riegleman a Chiou), v tomto spisu se
popisuje spojeni nerozpustné latky s poZadovanym uc¢inkem
s rozpustnym PEG jako nosicem pro zlep$eni vstfebavani.
Obvykla technologie ptipravy takovych prostfedkl
spo&ivala v tom, Ze byla smisena zahtata smés PEG nebo
polyvinylpyrrolidonu s malo rozpustnou u&innou latkou,
nade? byla smés zchlazena za vzniku ,pevného roztoku®
dispergované u¢inné latky. Tato pevnad smés nebo disperze
pak byla mleta na jemny pradek, ktery byl zpracovavan na
tablety. Timto zplsobem bylo mozno zpracovat ruzné
disperze nebo emulze nerozpustnych latek na prostfedky,

vhodné pro perordlni podani. Technologie tvorby
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jemn&jdich &astic v disperzich byla pozdéji popsana pro
systémy lipidd a smacedel v US 4880634. P¥idavani volnych
mastnych kyselin a fosfolipidd k emulzim pak bylo popsano
v US 5314921, uc&elem byla lepSi kompatibilita se
stfevnimi micelami. V posledni dobé& jsou popiéévény
slozit&jsi a vicenadsobné emulze v jedlych olejich jako
variace tohoto postupu, napfiklad podle US 5645856 a US
5583105.

Technologie miseni hydrofobnich latek s materidly
pro tvorbu povlakl byla popséna v US 4 230687 (Sair a
Sair) a tvori zaklad pro ruzné formy stdlych
mikrodisperzi p¥i mechanickém miseni raznych polymernich
zapouzdfujicich materialt, jako jsou Skroby, gumy nebo
proteiny. Tento postup vsak vyzaduje zahuSténou smés
Skrobt tak, aby bylo moZno uchovat jednotlivé Céstice v
mikrodisperzi. Timto zpisobem bylo mo%no dosahnout
lepdiho vstfebavani dipyridamolu pfi perordlnim podani
vytvofenim amorfni nekrystalické smeési s
polyvinylpyrrolidonem jako emulgatorem s nédslednym
suSenim této sm&si rozprasovanim podle US 4610875. Postup
pro sudeni rozpradovanim v pripadé emulze lecithinu,
organického oleje a neiontového poloxameru jako smacedla,
byl vyvinut v potravinafském promyslu pro chutové latky
tak, aby byly st&lé pri skladovani podle US 5362425.
ZlepSend tvorba Castic pro nerozpustné ulinné latky s
pouzitim estert karboxylovych kyselin s PEG byla popséana
pozdéji. $lo naptfiklad o pouziti PEG 1000 se sukcinétem
vitaminu E, TPGS jako emulgac¢niho &inidla a povlakového
materialu, sloZky byly smiseny pfed sudenim rozpraSovanim

za vzniku &astic podle US 5430021.
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TPGS byl pak podroben dal$imu vyzkumu jako rozpustna
forma vitaminu E a soudasné jako prostfedek pro tvorbu
kapalnych emulzi v kombinaci s hydrofobnimi slou€eninami
nebo vitaminy. Postup byl pouzit pro zvy$eni vstfebavani
vitaminu D a daldich nesnadno rozpustnych latek,
naptikald cyklosporinu podle publikace Argac a dalsi,
d-alfa-Tocopheryl Polyethylene Glycol-1000 Succinate
Fnhances the Absorption of Vitamin D in Chronic
Cholestatic Liver Disease of Infancy and Childhod,
Pediatric Research, 31:2, 146, 1992. TPGS a dal3i estery
PEG, vhodné pro potravinadfské ucely, se prokazaly jako
latky, uzZitecné pro zvySeni vstfebavani esterifikovaného
vitaminu E podle US 5179122. Dalsi prostfedky s obsahem
TPGS v kombinaci s neesterifikovanym vitaminem E byly
vyvinuty smisenim TPGS s latkami, podporujicimi sypnost s
naslednym rozpraSovanim podle US 5234695. Pri téchto
pouzitich byl TPGS pouzit jako emulgaéni cinidlo, které
zlepduje vstfebavani ve sttevech. Tato funkce v3ak neni
vyhrazena pouze pro TPGS vzhledem k tomu, Ze pfi pouZiti
lipidové frakce membran z kravského mléka bylo moZno
prokazat zvysené vstfebavani cyklosporinu do obdobného
stupné podle publikace Sato a daldi, Enhancement of the
intestinal absorption of a cyclosporine derivative by
milk fat globule membrane, Bio. Pharm. Bull. 17(11), s.
1526-1528, 1994. V posledni dobé je vysvétlovan
mechanismus pisobeni TPGS, kterym tento ester PEG zvySuje

biologickou dostupnost cyklosporinu.

Méteni metabolit®l cyklosporinu prokazalo, Zze TPGS
neovlivni p@sobeni enzymd CYP 3A4, a musi tedy existovat
jiny mechanismus, kterym TPGS vyvolava zvySené
vstiebavani ndkterych latek. Pfedpokladalo se, Ze timto

mechanismem by mohla byt inhibice pusobeni
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p-glykoproteinu podle publikace Chang a dalsi, The effect
of water-soluble vitamin E on cyclosporine
pharmacokinetics in healthy volunteers, Clinical

Pharmacology & Therapeutics, 59:297-303, 1996.

Na zaklad& pruikazu, Ze by bylo moZno vyuzit
fytochemické latky z potravy k posunu metabolismu
estrogent sm&rem k pfiznivéjsim metabolittim, jako Jje
20H-estron je zfejmé, Ze by bylo zapotfebi vyvinou
bezpe&né a ucinné prostredky jako potravinové dopliky.
Vyhodné fytochemické latky, jako DIM a chrysin jsou totiZz
vysoce nerozpustné a pri perorédlnim podéni je jejich
biologickad dostupnost fyziologickym mechanismem omezéena.
Je tedy ztejmé, Ze by bylo zapotfebi navrhnout takové
zpracovani uvedenych latek, které by pomohlo pfekonat

bariéry pri jejich vstrebavani.

Podstata vyndlezu

Vynadlez se tyk& specifickych prostfedkd s obsahem
latek, obsazenych v rostlindch jako dietnich doplikl a
zptsobl vyroby téchto prostfedkt. Ziskané prostfedky maji
byt ur&eny k udrzeni nebo dosaZeni hormonalni rovnovahy.
Prosttedky prekondvaji nesnadnou rozpustnost a nizkou
biologickou dostupnost dietnich latek pf¥i perorédlnim
podani u &lovéka nebo jinych ¥ivodichfll. Byl vyvinut novy
zptsob zpracovéani, ktery dovoluije tvorbu mikrodisperze
nerozpustnych latek v potravé ve spojeni s estery
polyethylenglykolu a pfirodnimi smacedly. Mikrodisperze
je zachycena na Castice Skrobu pti sudeni rozpraSovanim.
Vysledkem je jemny prések, jehoélkaidé Gastice obsahuje
mikro&astice zpevné&né G&inné latky v amorfnim,

nekrystalickém komplexu. Prostfedek timto zpusobem
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stabilizuje u¢innou latku a zajisti moZnost dlouhodobého
skladovéani a schopnost kombinace s dalSimi slozkami,
uzitymi jako dopliiky potravy. Zejména tyto prostredky
zlepSuji vstfebavani nerozpustnych latek po peroralnim
podéni, takZe je jimi moZno zajistit pri pouZiﬁi nizkych

davek G&inné dlouhodobé léceni.

Zvysené vstfebavani a zvysena biologickd dostupnost
uvedenych prostfedkd byla podrobena zkoudkdm u rlznych
3ivodicht i u &lovdka. Bylo prokazano, Ze bylo dosaZeno
podstatného zlepSeni ve srovnani s pouZitim tychZ latek v
nezpracovaném krystalickém stavu. PIi pouziti uvedenych
prostfedkl je tedy moZno podavat nesnadno rozpustné Zivné
latky, indukujici specifické enzymy CYP k vyvolani
rovnovazného stavu u estrogenu. Prostfedky zlep3uji
vstiebavani nékterych latek z rostlin, jako je DIM,
indolové latky a rostlinny flavon chrysin. Prostfeky se
prokézaly jako vhodné pri Upravé metabolismu estrogenl
pFi peroralnim podéni u savch. Bylo také prokdzéno, Ze
tyto latky vyvoléavaji bezpetnéjsi metabolismus
karcinogennich latek a jsou proto vhodné jako

chemopreventivni prostfedky.

Vynalez bude podrobnéji popsén v souvislosti s

priloZenymi vykresy.

Ptehled obréazkd na vykresech

Na obr. 1 jsou zndzornény zmé€ny koncentrace
testosteronu a androstendionu v mo&i pfi podavani
zpracovaného chrysinu ve srovnani s chrysinem bez dal3iho

zpracovani.
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Na obr. 2 jsou znazornény zmé€ny koncentrace
androsteronu a etiocholanolonu v mo¢i p¥i podani
zpracovaného chrysinu ve srovnani s podénim chrysinu bez

dalsiho zpracovéani.

Na obr. 3 jsou znadzornény zmeény koncentrace
testosteronu a androstendionu v mo&¢i po podani

zpracovaného DIM.

Na obr. 4 jsou znadzornény zmény koncentrace
androsteronu a etiocholanolanu v mo&i po podéani

zpracovaneho DIM.

Na obr. 5 jsou znazornény zmény koncentrace

metabolitl estrogenu po podani zpracovaného DIM.

Na obr. 6 je znazorn&na koncentrace DIM v plasmeé v
nanogramech/ml po perorélnim podani 1,0 mg/kg DIM ve
zpracované formé (Plex) a v krystalické formeé (DDIM) u

dospé&lého v rlznych dnech po dobu 5 hodin.

Na obr. 7 je znézornéna koncentrace DIM v plasmeé v
nanogramech/ml po perordlnim podani davky 0,5 mg/ kg
krystalického DIM u tfi dospélych jedinct, sledovéani bylo

provadéno 5 hodin.

Na obr. 8 je zndzornéna koncentrace DIM v plasmé v
nanogramech/ml po perordlnim podani davky 0,5 mg/kg
krystalického DIM a sezamového oleje u t¥i dospélych

jedinct, pozorovani bylo provadéno 5 hodin.

Na obr. 9 je zndzornéna koncentrace DIM v plasmé v

nanogramech/ml po perordlnim podani davky 0,5 mg/kg DIM
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ve zpracované formé& u t¥i dospélych jedincu, pozorovani

bylo provadéno 5 hodin.

Na obr. 10 je znazornéna koncentrace DIM v plasmé v
nanogramech/ml po peroralnim podéni déavky 0,5 mg/kg DIM
ve zpracované formé spolu s grapefuitovou gtavou u tri

dospé&lych jedinct, pozorovéni trvalo 5 hodin.

Podstatu vynalezu tedy tvofi prostfedek pro zlepSeni
vst¥ebavani vysoce nerozpustnych hydrofobnich
fytochemickych latek a jeho pouziti k dosaZeni
pfiznivéjdiho metabolismu steroidnich hormont. Tohoto
cile je moZno dosahnout podavani prostfedkd s obsahem
latek, usnadiiujicich vstrebavani a vyvolavajicich upravu
metabolické u&innosti CYP. Prostfedky jsou zaloZeny na
rozpousténi ucinnych latek v prisludném rozpoustedle, na
ptitomnosti emulgatoru, jako esteru PEG se sukcindtem
vitaminu E a fosfolipidt, s uvedenych sloZek se vytvofil
mikrodisperze pfi pouZiti ve vode rozpustné matrice.
Amorfni komplexy mikrodisperze uvedenych latek se pak
sra?i spoleiné& s Casticemi nosicCe za suseni
rozpradovanim. Tyto prostfedky, ktereé obsahuji G&inné
latky ve formé mikro¢adstic podporuji vstfebdvani po
rozpudténi a emulgaci v tenkém stfeve &lov&ka nebo jinych

zivod&ichl.

P¥irodni indoly, napfiklad DIM nebo flavonoidy, jako
chrysin, jsou pfikladem léatek s potravy rostlinného
pavodu, které maji zanedbatelnou rozpustnost ve vode,
napriklad 2,5 mikrogrami/ml pro DIM a 0,7 mikrogramd/ml
pro chrysin a také minimalni rozpustnost v oleji 100
mikrogramii/ml pro DIM a 50 mikrogrami/ml pro chrysin.

Daldimi G&innymi latkami, které je moZno pouZit v
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prost¥edku podle vynalezu jsou linedrni triindoly, Jjako
[2—(indol—3—ylmethyl)—indol—3—yl]indol—3—ylmethan,
cyklické triindoly, jako 5,6,11,12,17,18-
—hexahydroxycyklononal[1,2-b:4,5—b’:7,8—b]:triindol,
linearni diindoly, jako l—(3—hydroxymethyl)inddlyl—B—
-indolylmethan, nebo tectochrysin, chemicky 5-hydroxy-7-
-methyletherflavon, nepetin, to znamena 5,37,47 - |
-trihydroxy-6-methoxyflavon, tangeritin, chemicky
5,6,7,8,4" -pentamethoxyflavon, tricetin, chemicky
5,7—dihydroxy—3’,4’,5’—trimethoxyflavon, tricin, chemicky
5,7,4’—trihydroxy—3’,5’—dimethoxyflavon, amentoflavon,
pinocembrin, chemicky 5,7-dihydroxyflavanon, narigenin,
chemicky 5,7,4’ -trihydroxyflavanon, biochanin A,

genistein, daidzein, med nebo v¢ell propolis.

vyvoj prostfedkl se zlepSenym vstfebavanim pri
perordlnim podani je nezbytny pro vyuziti vyhody
pfiznivych u&inkl uvedenych latek, které jsou nyni
dostupné v syntetické koncentrované formé. Vzhledem
jedineénym fyzikdlné&chemickym vlastnostem hydrofobnich
fytochemickych latek, jako jsou DIM a chrysin, byly
vyvinuty nové piistupy, takZe bylo moZno zlepdit jejich
biologickou dostupnost pfi perordlnim podani. Vyvinuteé
prostfedky je moZno identifikovat postupem zpracovani,
ktery umoZfiuje redistribuci nerozpustnych slozek do
mikro&astic, bohatych na smécéedla. Cilem tohoto
zpracovani Jje vytvofeni pevné disperze mikroCastic v
matrici Gastic S8krobu. Tyto &astice Skrobu s prim&rem 10
mikrometrd obsahuji mikrolastice, tvofené amorfni pevnou
fazi sm&si hydrofobnich fytochemickych latek, jako DIM
nebo chrysinu se solubilizacénim emulgatorem, napriklad
esterem polyethylenglykolu 1000 se sukcindtem vitaminu E,

sm&si esteru polyethylenglykolu se sukcinatem vitaminu E
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s polyethylenglykolem s molekulovou hmotnosti 400 aZ
2000, pouzit je moZno i jiné estery polyethylenglykolu,
napfiklad estery, vytvofené s mastnymi kyselinami, jako
kyselinou olejovou nebo stearovou, dale
polyvinylpyrrolidony, polyvinylpolypyrrolidony) Poloxamer
188, Tweeny nebo Spany nebo fosfolipidy.

Zpusob zpracovani vyuZivé nového pfistupu pro
snizeni velikosti &astic tvorbou optimalizované
mikrodisperze ve vodné fazi, tato disperze se pak prevede
pomoci suSeni rozpraSovanim na volné sypny prések, ktery
je tvofen ve vodé rozpustnou matrici, obsahujicil
zapouzdfené mikroCéstice. V prib&hu zplsobu zpracovani Jje
upravovana u¢innost esterd polyethylenglykolu na zlepSeni
rozpustnosti pro maximdlni rozpousténi DIM nebo chrysinu
ve sm&si rozpoudté&del, vhodnych pro potravinarské ucely,

fosfolipidl a TPGS p¥i teploté 30 az 90 °C.

Vhodnym rozpoudté&dlem miZe byt hexanol, ethanol,
butanol, heptanol, 2-methyl-l-pentanol, raznd
rozpoudtédla typu ketonli, prijatelna pro potravinarské
Ga&ely, jako je methylethylketon, aceton a dalsi
rozpoudtédla, propylenglykol a neéktera esterova

rozpoudtédla, jako ethylacetét.

Fosfolipidy mohou zahrnovat sloZky lecithinu,
napriklad fosfatidylserin, fostatidylinositol a
fosfatidylglycerol, fosfolipidy, odvozené od soji,
fosfolipidy tukovych membrédn mléc¢ného tuku, MFGM, dioleyl
fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol,
dioleoylfosfatidylglycerol, dimyristoylfsofatidylcholin,
dipalmitoylfosfatidylcholin, fosfatidylethanolaminy,
fosfatidylseriny, sfingomyeliny, polyglycerolestery, nebo
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ethoxylovany ricinovy olej. Fosfolipid se pfidava ke
smé&si TPGS a rozpoudté&dla ke sniZeni velikosti c&astic
dispergované faze po smiseni s vodou. Pfi vysokém
st¥ihovém namdhani této organické faze dochézi bud k
rozpoudtdni nebo ke vzniku velmi jemné suspenze DIM,
chrisinu, jinych fytochemickych létek nebo smési
fytochemickych latek se solubilizaénim emulgatorem,

napriklad TPGS a fosfolipidem.

Pomdr sloZek ve smé&si je nutno volit tak, aby
stadlost emulze byla co nejvy33i. Pomé&r TPGS k DIM nebo
chrysinu by mé&l byt v rozmezi 0,5:1 az 1,5:1, vyhodny je
pomér 1:1. Obsah 3krobu by m&l byt 25 az 75 %
hmotnostnich, vztaZeno na celkovou hmotnost sloZek, pomer
dkrobu a TPGS se s vyhodou pohybuje v rozmezi 0,8:1 aZz
1,5:1. Emulgatory, jako fosfatidylcholin nebo Zlucové
soli, jako cholat, deoxycholat nebo taurochlordt sodny a
podobné, by mély tvorit 1 az 10 % hmotnostnich, wvztaZeno
na celkovou hmotnost sm&si, s vyhodou 3 az 5 %
hmotnostnich. Rozpoudtédlo by mé&lo byt pouzito v
hmotnostnim pom&ru 0,5:1 aZ 5:1 k U&inné slozce, to

znamend k chrysinu nebo DIM.

7iskana ,tavenina“ extrahovanych hydrofobnich slozek
se homogenizuje v roztoku Skrobu a dalsich
zapouzdfujicich latek v rozpoudtédle na bazi vody, pouzit
je moZno napriklad modifikovany Skrob, Jako prostredek
Capsul (National Starch, Inc.), déle methylceluldzu,
hydroxypropylmethylceluldzu, hydroxyethylceluldzu,
hydroxypropylethylcelulézu, pektin, arabskou gumu,
Yelatinu nebo jinou polymerni matrici, kterd je rozpustna
ve vodé a je vhodnéd pro suSeni rozpra$ovanim. V tomto

stupni vznik& mikrodisperze, odolnd proti spojovani
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jednotlivych &&stic a uchovdvajici mikrocastice TPGS,
fosfolipidu a hydrofobni fytochemické latky, jako DIM
nebo chrysinu s velikosti C&stic 5 mikrometrd nebo s
jest& mendi velikosti. Ve vyhodném provedeni je velikost
mikrodastic 2 mikrometry nebo niZsi. Ve velmi'vyhodném
provedeni je velikost mikroCastic 1 mikrometr nebo nizsi.
P¥i sufeni rozpra$ovanim dochdzi k odpa¥eni rozpoustédla
a nosid&, napfriklad TPGS a fostatidylcholin se srazeji za
vzniku ,mikro¢astic™ ve vétd3ich &asticich sSkrobu. Amorfni
nekrystalické mikrodstice jsou snadnéji uvoliiovany z
Sastic Skrobu po styku s tekutinou ve stfevech.
Mikro&astice jsou kompatibilni a dochdzi k jejich
spojovéni se stfevnimi micelami, obsahujicimi fosfolipidy

a Zludové soli.

Po sufeni rozpraSovanim se zpevnéné mikrocéstice
soudasnd srafeného solubilizacéniho emulgatoru,
fosfolipidu a hydrofobni fytochemicke latky ziskavaiji ve
snadno emulgovatelné formé. Ve strevé dochdzi v disledku
pfitomnosti TPGS k uclinnosti typu smadedla, kterad usnadni
zatazeni micel, bohatych na fytochemickou latku do
lipidovych membran enterocytd. Homogenni spojeni
fytochemickych latek v komplexnich mikrocasticich s TPGS
p¥iznivé ovlivni vstfebdvani stfevnim povrchem. Jak jiz
bylo popséno svrchu po diestery PEG a smacedla ze skupiny
Cremophor v publikaci Buckingham a dalsi, Reversal of
Multi-drug Resistance in Vitro by Fatty Acid - PEG
Diesters, International J. of Cancer, sv. 65, s. 74-179,
1996, plsobeni TPGS na membranach muze cilené ovlivnit
funkci p-glykoproteinu. TPGS a DIM pravdépodobné maji
synergni u&inek pfi inhibici 4&inku p-glykoproteinu,
ktery brani vstfebdvani né&kterych latek a vyvolava

vypuzeni nékterych fytochemickych latek, jako jsou indoly



26 .. » ] E

z enterocyt® zpé&t do prisvitu stfeva. Prostfedky,
pripravené svrchu uvedenym zpusobem, mely za nésledek
neodekavané vysokou biologickou dostupnost DIM. K
prost¥edklm tohoto typu je moZno ptidavat také léatky,
specifické pro inhibici enzymatického systému‘CYP 3A4.
Takovou slozkou miZe byt napfiklad koncentrat
grapefruitové Stavy nebo sulfophoran z brokolice, o némz
ji% bylo dfive prokédzano, Ze podporuje vstfebavani
substrat CYP 3A4 inhibici metabolismu slouenin uvnitf

enterocytu.

Neo&ekavané plsobeni TPGS jako emulgdtoru i jako
inhibitoru p-glykoproteinu v kombinaci s fytochemickymi
latkami, které rovn&Z vyvolavaji inhibici p-glykoproteinu
a enzym CYP 3A4 pfispélo k moZnosti ziskat prostredek s
obsahem smadedla, ktery stimuluje pfijem uvedenych latek
syhergnim G&inkem. KaZdy z prostfedkll, které budou
popsany v ptrikladové casti pfihlasky, zvyduje biologickou
dostupnost hydrofobnich latek z potravy kombinaci tri
specifickych G&inkl: 1) pEiznivéjsi za¥Yazeni do stf¥evnich
micel a prinik do enterocytd pusobenim TPGS a
fosfolipida, ii) inhibice p-glykoproteinu a tim zébrana
navratu latek z potravy do prusvitu stfeva kombinovanym
G&inkem TPGS a DIM a iii) inhibice metabolismu
pfivadénych hydrofobnich latek pusobenim CYP 3A4 ¢innosti
soudasné podaného koncentradtu grapefruitové stavy nebo
fytochemické latky, jako sulfophoranu nebo DIM. Vstfebané
fytochemické latky se tedy dostavaji do lymfatického nebo
portédlniho obéhu ve zvySené koncentraci ve srovnani s
podavanim prostfredkl, p¥ipravenych bez zpracovani na
mikro&dstice TPGS/fosfolipidu a bez soulasného podavani s
inhibitorem CYP 324, napfiklad s koncentréatem

grapefruitové Stavy nebo sulfophorany.
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Zpasob zpracovani, ktery byl uveden svrchu, je moZno
aplikovat na &isté syntetické fytochemické latky, jako
DIM a chrysin, av3ak také na pfirodni produkty, jako jsou
koncentraty ze sojovych bobld, extrakty z kopfi?y Urtica
dioica) a na nékteré v&eli produkty, jako propolis. V
kardém ptipad& dochazi v prib&hu postupu k oddéleni
fytochemickych sloZek, rozpustnych v lipidech od ve vodé
rozpustnych sloZek ve stledném.prostfedku. PouzZiva se
hexanol, propylenglykol nebo jiny systém rozpousdtédel,
takfe dojde k odd&leni latek, kompatibilnich s lipidy v
mikro&ésticich TPGS a fosfolipidl a ve vodé rozpustné
14tky jsou spojeny se Skrobem nebo jinym nosicem,
tvoricim matrici vysledného prostfedku. V pfipadé kopfivy
Urtica dioica se napfiklad ve vodé rozpustné lipidy, Jjako
kyselina hydroxyoktadekanové, ktera Je uc¢innéd proti
aromataze, oddéli do komplexu TPGS/fosfolipid, kdeZto ve
vodé rozpustnéjsi fytochemicke latky se spojuji se
Skrobovou matrici. Timto zptisobem dochézi ke zlepSeni
biologické dostupnosti hydrofobnéjsich fytochemickych
latek.

Propolis a daldi v&eli produkty pfedstavuji pfirodni
produkty, v nichZ jsou koncentrovany flavony vcetneé
chrysinu ve smési pylovych &astic a rostlinnych pryskyfic
podle publikace Siess a dalsi, Flavonoids of Honey and
Propolis: Characterization and effects on hepatic drug-
metabolizing enzymes and benzo[a]pyrene-DNA binding in
rats, J. Agric. Food Chem., 44:8, s. 2297-2301, 1996.
Vzhledem k tomu, Ze u&innost na indukci CYP je v pEipadé
propolisu vy33i neZ v pfipadé extraktu flavonoidl z
propolisu, byl zpracovavén med s obsahem pylu, ktery je

blizce p¥ibuznych propolisu, aby bylo mozZno pfipravit
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vyhodny prostfedek svrchu uvedeného typu. V tomto pfipadé
byl pridéan daldi stupefl, ktery spolival v mleti a v
rozpudté&ni komplexni smé&si v rozpouStédle na bazi
propylenglykolu, aby bylo mozZno dosdhnout zapouzdreni
mikroddstic ve vod& nerozpustnych flavononch‘éloZek
spolu s TPGS. Dalsi vyhodné slozky v&etné& kyseliny
skoricové byly podobnym zplisobem spojeny s TPGS. Tento
pfistup je vyhodny z toho davodu, Ze chrysin nebo dalsi
vyhodny flavon je moZno koncentrovat pomoci v&elich
produkt® z rostlinnych zdroji se znamym obsahem flavonu,
napfiklad ze slune&nic, &imZ odpada nezbytnost
predb&Zného &isténi nebo synthézy chrysinu. Prostfedky s
obsahem DIM a cthsinu mély velmi dobry G&¢inek pfi
dosahovani rovnovadhy metabolismu estrogen vzhledem ke
soudasnému privodu latek, které indukuji CYP1AL1l/1A2 a

souasné vyvolavaji inhibici aromatazy CYP.

Pousiti svrchu uvedenych sloZek umozZnilo p¥ipravu
potravinovych dopliitkd, modifikujicich u¢innost CYP pro
dosazeni vyhodnéj3iho metabolismu estrogenu u tri
specifickych stavi. Jde o zajisténi zdravotniho stavu
prostaty a omezeni hromadéni estrogent pfi stéarnuti u
muZd, o Upravu metabolismu estrogend u Zen k vyvolani
tvorby 20H-estronu a k udrZenl koncentrace estrogenll a o
vyvolani vysokého pom&ru testosteronu k estrogenu ke

zlep3eni fyzické kondice u sportoveu.
Uprava CYP p¥i stédrnuti u muZl

Prostfedek pro tento ucel kombinuje ucinky DIM,
chrysinu a pfirodniho produktu z Urtica dioica na
modulaci enzym@ CYP k intervenci do hormonalniho stavu

pri stadrnuti u muZd, to znamena pfi tzv. andropauze. Na
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rozdil od tradi&niho pohledu na stérnuti u muZd jako
pochodu, pfi némZ se sniZuje mnozstvi biologicky
dostupného testosteronu by patrné bylo zapot¥ebl zavést
nadzor, Ze starnuti u muZl je provazeno nahromadénim
estrogenu pfi sniZeném vylucovani teéchto horméﬁﬁ. Pri
pouziti prostredku podle vyndlezu s biologicky dostupnym
DIM doZlo ke zvySeni enzyml CYP, zodpovédnych za
metabolismus estrogent na 20H-estron a 2-methoxyestron.
Prosttedkem s obsahem DIM ve spojeni s biologicky
dostupnym chrysinem je moZno sniZit jak koncentraci
prekurzorového hormonu androstendionu podle publikace
Jellinck a daldi, Influence of indole carbinols and
growth hormone on the metabolism of 4-androstenedione by
rat liver microsomes, J. Steroid Biochemistry and Molec.
Biol., 46:6, s. 791-798, 1993, ptisobenim aromatazy CYP
pak dochazi k dal$imu sniZeni koncentrace estrogenl ve
tkanich. PPidani exktraktt z Urtica dioica doplni
4é¢innost antiaromatédzy ve formé& kyseliny
hydroxyoktadekanové a mimo to dopliuje také ve vodé
rozpustnou slozku, ktera specificky brani aktivaci
estrogenu globulinem SHBG podle publikace Hryb a dalsi,
The effect of extracts of the roots of the Stinging
Nettle (Urtica dioica) on the interaction of SHBG with
its receptor on human prostatic membranes, Planta Medica,
61, s. 31-32, 1995. Tyto kombinované uc¢inky na
metabolismus steroidd a na receptory sniZuje stimulaci
prostaty estrogeny, sniZuje zvy$eni syntézy SHBG
pisobenim estrogenu v jatrech a zvyduje mnozstvi

biologicky dostupného testosteronu.

Uprava rovnovahy estrogenl u Zen
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Byl vyvinut prostfedek, specificky uréeny pro
pouziti u Zen s obsahem biologicky dostupného DIM,
extraktu Saw Palmetto extraktu ze zeleného cCaje a
koncentrdtu phytoestrogenu, napfiklad koncentréatu
isoflavonu ze soji. Na rozdil od prostredku, ur&eného pro
pouZziti u muzl, tato kombinace fytochemickych: latek pro
Gpravu enzymi CYP uchovava a zvyduje hladinu estrogenu.
Indukce enzymd CYP 1A1/1A2 plsobenim DIM rovné&Z zajisti
metabolismus estrogenu bezpednym zpusobem na 20H-estron,
takZe se zvy3uje pomér mnozstvi 20H-estronu
k 160H-estronu. Plsobenim extraktd ze Saw Palmetto a
zeleného taje, které je3té nebyly pouzivany jako
potravinové doplnky u Zen, dochdzi k blokovani
5-alfareduktiazy a tim k zachovani koncentrace
androstendionu podle publikace Liao S. a Hiipakka R. A.,
Biochem. Biophys. Res. Comm., 214(3): 833-38, 1995.
Androstendion, odvozeny primo od DHEA, je substratem pro
aromatdzu CYP a duilezitym zdrojem estrogend u starsich
sen. Toto nové pouziti Saw Palmetto u Zen bez chrysinu
nebo jiného inhibitoru aromatazy uchovavéa ucinnost
aromatdzy CYP a udrZuje estrogeny, odvozené od androgenu
jako prekursoru. PouZitil isoflavonl ze soji zajisti
tvorbu aktivovanych metabolit, jako jsou Equol, Daidzein
a Genistein, které maji prevainé& estrogenni u&inek. Vyssi
koncentrace estrogenl a isoflavont ze soji podporuje
mineralizaci kostni tkan& a zvy3uje produkci SHBG v
jatrech. SHBG u Zen m& také ochranny U¢inek na tkan
mlééné #lazy a d&lohy a brani prilis vysoké stimulaci
t&chto tkani nevazanym estrogenem. Upravou rovnovahy
enzyml CYP takovy prostfedek zvy3uje bezpecnost
substituéni terapie (HRT) estrogeny, progesteronem a
DHEA. V dal3im moZném provedeni je mozZno nahradit

koncentrat isoflavonu ze soji koncentratem lignant, které
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produkuji estrogenni metabolity, enterodiol a

enterolakton.
Prost¥edek pro zlep3eni fyzické kondice

Prostfedek pro zlepSeni fyzické kondice a zvySeni
mnofstvi svalové hmoty u sportoved byl vyvinut na bazi
biologicky dostupného DIM, biologicky dostupného
chrysinu, extraktu Saw Palmetto a extraktu ze zeleného
Zaje. Zvydeni poméru testosteronu k estrogenu bylo
vyvoléano modulacnim u&inkem tohoto kombinovaného
prostfedku na enzymy CYP. Pasobeni chrysinu spolu s
extrakty ze Saw Palmetto a ze zeleného &aje zachovava
koncentraci androstendionu omezenim metabolismu
aromatazou CYP a 5-alfareduktédzou. Vys8i koncentrace
androstendionu m& za nasledek zvy3enou preménu této latky
na testosteron, zvla3té& v pripadé&, Ze se dile dodava DHEA
a androstendion. Biologicky dostupny DIM sniZuje mnoZstvi
estrogenu v ob&hu vzhledem ke zvySenému metabolismu na
20H-estron a 2-methoxyestron. Spolu s inhibici aromatézy
ptisobenim chrysinu napom&ha DIM uchovat vyluCovani LH z
hypofyzy vzhledem k tomu, Ze estrogen a aromatéaza
vyvolavaji inhibici této sekrece. VyS53i koncentrace LH
vyvolava u muzu vy38i produkci testosteronu. Touto
kombinaci latek v prostiedku podle vyndlezu je tedy moino
posunout metabolismus steroidd ve prospéch zvysSeného
pom&ru testosteronu k estrogenim ve svalovych bunkéach.
Aby bylo moZno jedté zvySit modulacéni t&inek na CYP, byl
pridan extrakt z Urtica dioica, obsahujici kyselinu
hydroxyoktadekanovou, ktera vyvolava inhibici aromatazy.
V kombinaci s té&lesnym cvi&enim dochdzi timto zpusobem k
anabolickému u&inku a zvySenému vyvoji svall plsobenim

chemickych latek z rostlin v prostfedku podle vynalezu.
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7zvyseni vstfebavani G&innych sloZek

V kazdém ze svrchu uvedenych prostfedkﬁ je jesté
jako pridatna létka obsazen koncentrat grapefrditové
§tavy nebo extrakt z kfiiathh rostlin typu zeleniny s
obsahem sulfophoranu k omezeni pusobeni CYP 3A4 ve strevé
ve smyslu ,presystemického metabolismu™ fytochemickych
slo¥ek. Vstfebavani téchto latek je rovnéZ podporovano
pritomnosti TPGS a DIM. Je také vyhodné, podavat uvedené
potravinové dopliiky spolu s malym mnoZstvim potravy,
obsahujici tuk. Timto zpusobem je dédle podporovat
vstrebavani fytochemickych latek, rozpustnych v tucich
zvy$enim tvorby chylomikronu v enterocytech. Zvy3ena
tvorba chylomikrond zvy$i prutok do lymfatického obéhu a
celkové vsttebavani ucinnych latek touto cestou, ¢imZ se

obejde prvni pruchod téchto latek jatry.

Monost dal&iho pouzZiti prostfedku podle vynalezu u

riiznych chorobnych stavi

Pouziti grapefuitové stavy, koncentratu grapefuitové
tavy nebo koncentrovanych grapefuitd jako takovych nebo
v kombinaci se zkracovanym DIM, je postupem, kterym je
mo¥no lé&it stavy, spojené s nerovnovahou metabolismu
estrogent, kterd je charakterizovana prevahou u¢innosti
estrogent nad u&innosti jinych pohlavnich hormont. Tato
nerovnovadha ma¥e byt také charakterizovéna zvySenim
pom&ru l6-hydroxyestrogenu jako metabolitu k
2-hydroxyestrogenu ve srovnani s hodnotami u normalni
populace. Tento zpusob lécCeni nerovnovéhy v metabolismu
estrogen je vhodny zejména pro starnuti u muzl, které je

charakterizovéno hromadénim estrogent, jde napfiklad o
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predéasnou atherosklerédzu podle publikace Phillips GB a
dal3i, Association of hyperestrogenemia and coronary
heart disease in men in the Framingham cohort. American
J. of Medicine 1983; 74. 863-869 a o hypertrofii prostaty
podle publikace Gann PH a daldi, A prospective~Study of
plasma hormone levels, nonhormonal factofs, and
development of benign prostatic hyperplasia, The
Prostate, 1995, 26: 40-49. Uvedeny postup je mozno vyuzit
také pti poruchédch imunitniho systému u muza i Zen,
charakterizovanych nerovnovdhou v metabolismu estrogend,
jako je systemicky Lupus erythematosus podle publikace
Lahita, RG, a daldi, Increased l6-alfa-hydroxylation of
estradiol in systemic lupus erythematosus. J. Clin.
Endocrinoi. Metab. 1981; 53: 174-178. Postup se tykd také
poruch, spojenych s nerovnovahou estrogenl u Zen vietné
poruch nalady, napfiklad pfi premenstrudlnim syndromu
PMS, pfi navratnych bolestech mlécné zlazy podle
publikace Ashley B, Mastalgia, Lippincotts Primary Care
1989; 2(2):

spojenych si infekci lidskym papilomavirem, zvlasté pak

Practice. 189-93, a v pripadé stavi,
dysplasii dé&loZniho krcku podle publikace Sepkovic DW a
dalsi, Estrogen Metabolite Ratios and Risk Assessment of
Hormone Related Cancers: Assay Validation and Prediction
of Cervical Cancer Risk. Annals of the N. Y. Acad. of
Science 1995; 768: 312-316 a také v pripadé navratné
respirani papilomatdzy podle publikace Auborn K. a
dalsi, Estrogen metabolism and laryngeal papillomatosis:
A Pilot Study on Dietary Prevention. Anticancer Research,
1998, 18: 4569-4574. Stejnym zplisobem je moZno také
branit nékterym poruchéam, spojenym s nerovnovahou
metabolismu estrogent, zvla3té& u Zen, jako Jsou
fibrocystické zmé&ny mlécné Zlazy, zhoubné nadory mlécené

7lazy podle publikace Bradlow HL a dalsi, le-alfa-
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hydroxylation of estradiol: a possible risk marker for
breast cancer. Annals NY Acad. Sci. 1986, 464, 138-151, a
Kabat GC, a dal$i, Urinary estrogen metabolites and
breast cancer: a case-control study. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 1997 Jul; 6(7): 505-9, fibroidhi nadory
d&lohy, zhoubné nadory endometria podle publikace
Fishman, J. a dal3i, Increased estrogen-1l6-hydroxylase
activity in women with breast and endometrial cancer.
Journal of Steroid Biochem. and Mol. Biol. 1984; 20,
1077-1081 a endometridza. Postup se specificky tyka
snizeni rizika zhoubnych nadorl mlécéné Zlazy podle
publikace Schneider J. a dalsi, Abnormal oxidative
metabolism of estradiol in women with breast cancer.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982, 89: 3047-3051 a
zhoubnych nadord délohy ve spojeni se substituéni

hormonalni therapii s pouZitim estrogenu.

Zvyseni biologické dostupnosti jednotlivych slozek a
prostfedkd podle vynalezu bude ilustrovéano hésledujicimi
ptiklady. PEZi sledovani vstrebavéani bylo prokdzéano, Ze
technologie zpracovani prostfedku podle vynalezu zvy3uje
vstfebavani DIM nebo chrysinu. Silnéd Uc¢innost DIM pri
indikci enzym@ CYP byla vyuZita k demonstraci vyhodnosti
zpracovaného DIM ve srovndni s krystalickym DIM. Tento
pfistup byl vyuZit u 7ivo&ichl, kterym byl podavéan v
krmivu krystalicky DIM nebo svrchu uvedenym zpusobem
zpracovany DIM a pak byla pfimo m&¥ena koncentrace enzymi
CYP v jatrech a dal&ich tkanich. U &lovéka bylo totéz
srovnani provedeno opakovanym stanovenim steroidnich
metabolit® v mo&i misto p¥imé analyzy tkani. Vzhledem k
tomu, Ze metabolismus steroidnich lidtek je pfimo spojen s
koncentraci enzymi CYP ve tkédnich a s jejich u¢innosti,

je pouziti koncentrace uvedenych latek v moci sice
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neprimé, avsak odrdzi mé&teni zmén udinnosti CYP v

t&lesnych tkanich.

P¥iklady provedeni vynélezu

Priklad 1
Slozky prostfedku pro usnadnéni vstfebidvani DIM nebo

jinych nerozpustnych indoll ze stravy

Seznam sloZek

1. P#iblizn& 10 aZ 40 % hmotnostnich indolu ze
stravy, zvoleného z nésledujicich sloZek jednotlivé nebo
v kombinaci: &isty diindolylmethan, tzn.

3,3’ -diindolylmethan, linearni triindol, chemicky
[2—(indol—3—ylmethyl)—indol—3—yl]—indol—B—ylmethan,
cyklicky triindol, chemicky 5,6,11,12,17,18-
-hexahydrocyklononal [1,2-b:4,5-b":7,8-b]:triindol a
linearni diindol, tzn. 1-(3-hydroxymethyl)indolyl-3-
-indolylmethan.

2. P¥ibliZné& 10 aZ 40 % hmotnostnich nasledujicich
slorek jednotlivé nebo v kombinaci: polyethylenglykol
1000 ve form& esteru sukcindtu vitaminu E, estery
polyethylenglykolu se sukcindtem vitaminu E s molekulovou
hmotnosti 400 aZ 2000 nebo jiné estery
polyethylenglykolﬁ, napf. estery s mastnymi kyselinami,
jako je kyselina olejova nebo stearovi,
polyvinylpyrrolidony, polyvinylpolypyrrolidony, Poloxamer
188, Tweeny nebo Spany.

3. Pfiblisné 5 a¥ 20 % hmotnostnich néasledujicich

sloZek jednotlivé nebo v kombinaci: fosfatidylcholin
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(odvozeny od sojového lecithinu a dodavany ve formé
prostfedku Phospholipon 50G, Rhone Poulenc Rorer),
dioleoylfosfatidylcholin, fosfatidylglycerol,
dioleoylfosfatidyglycerol, dimyristoylfosfatidylcholin,
dipalmitoylfosfatidylcholin, fosfatidylethanolaminy,
fosfatidylseriny nebo sfingomyeliny nebo jiné zdroje
fosfolipiddl, napfiklad globulédrni castice mlécéného tuku z
membran, glycerolestery, polyglycerolestery nebo

ethoxylovany ricinovy olej.

4. P¥ibliZn& 15 aZ 30 $ hmotnostnich nasledujicich
slozek jednotlivé nebo v kombinaci: hexanol, ethanol,
butanol, heptanol, 2-methyl-l-pentanol, ruzna
rozpoudtédla typu ketonli, vhodna pro potravina¥ské ucely,
jako methylethylketon, aceton a podobné&, propylenglykol a

nékterd rozpoudtédla typu esterli, jako ethylacetat.

5. PFibliZné& 20 aZ 40 % hmotnostnich nédsledujicich
sloZek jednotlivé& nebo v kombinaci: modifikovany Skrob,
napfiklad prostfedek Capsul (National Starch, Inc.),
methylceluldza, hydroxypropylmethylceluléza,
hydroxyethylceluléza, hydroxypropylethylceluléza, pektin,
arabsk& guma, Zelatina nebo jiné polymerni latky,
vytva¥ejici matrici se znémym pouzitim, rozpustné ve vode

a vhodné pro suSeni rozprasovanim.

6. Priblizné& 0,5 aZ 35 % hmotnostnich nésledujicich
slofek jednotliv& nebo v kombinaci: aerosil 200 nebo jina
latka, zvydujici sypnost na bazi oxidu kfemilitého nebo

pribuzné soli se znémym pouZitim.

Pr¥iklad 2
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Zptisob vyroby zpracovaného DIM, ,p-DIM" po jednotlivych

stupnich

1. 6,75 kg TPGS se zahFeje t&sné& nad teplotu tani za
stédlého michani v zahfivané nadobe, oznaéované\jako prvni

nadoba.

2. 9,38 kg hexanolu a 9,83 kg DIM, mletého v
tryskovém mlynu, se pfidd do prvni nadoby a smé&s se micha
p¥i teplot& 70 °C aZ do vzniku homogenni suspenze. Pak se

pridé 1,4 kg fosfatidylcholinu.

3. Ve druhé vét3i nadobé se pomoci lopatkového
michadla smisi 185 1 vody a 10,7 kg Skrobu. Smés se
neutralizuje na pH 7 p¥idanim malého mnozstvi uhlic¢itanu
sodného a pak se zahfreje na 75 °C a pri této teploté se 1

hodinu micha.

4. Obsah prvni nadoby se p¥idd ke Skrobu ve druhé
v&t3i nadob& a smés se dikladné promisi homogenizatorem s

rotorem a statorem p¥i mirné rychlosti po dobu 15 minut.

5. Sm&s ze stupné& 4 se sudil rozpradovanim po pfidani
malého mnoZstvi p#ibliZn& 0,5 % hmotnostnich hydrofilniho
oxidu kfemi&itého, &imZ se ziskad volné sypny préaSek jemné
dispergovanych mikro&astic, které obsahuji spolecné
vysrazeny TPGS, fosfatidylcholin a DIM v amorfni

nekrystalické strukture.

6. Sypny praskovy povrch se ulozi do evakuovanych

s&c¢ka z folie po odvzdudnéni a proplachnuti dusikem.




7. P¥i analyze pritomnosti nezmé&néné ucinné slozky

bylo prokadzano 30 aZ 35 % hmotnostnich DIM.

8. DIM, pfipraveny zplsobem podle pfikladu 2, bude

dadle uvadén jako zpracovany DIM nebo p-DIM.

Pro G&inné lé&eni se svrchu uvedeny prostfedek
podavéa savcim v davce pfiblizné 1,5 az 12 mg/kg denné
peroralné&. Toto podavéni U¢inné zajisti rovnovahu
metabolismu estrogend posunem ve prospech

2-hydroxyestronu a 2-methoxyestronu.

Priklad 3
Slozky prostfedku pro zlepSeni vstrebavani chrysinu nebo

jinych flavonoidu
Seznam sloZek:

1. Cisty flavon, flavonol, flavanon, isoflavon,
dimer flavonu v mikrokrystalické form& (pf¥ibliZné 10 az
40 ¢ hmotnostnich) ze skupiny chrysin, apigenin, kafr,
kvercetin, morin, naringenin, genistein, biochanin A,

didzein, amentoflavon, ginkgetin, isoginkgetin.

2. P¥iblizné& 10 aZ 40 % hmotnostnich nésledujicich
sloZek jednotlivé nebo v kombinaci. Ester
polyethylenglykolu 1000 se sukxcinatem vitaminu E, estery
polyethylenglykold s molekulovou hmotnosti 400 aZ 2000 se
sukcinadtem vitaminu E, daldi estery polyethylenglykolu,
vytvotené napfiklad s mastnymi kyselinami, jako kyselinou
olejovou nebo stearovou, polyvinylpyrrolidony,
polyvinylpolypyrrolidony, Poloxamer 188, Tweeny nebo
Spany.
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3. Pribliznd& 5 aZ 20 $ hmotnostnich nédsledujicich
sloZek jednotlivé nebo v kombinaci: fosfatidylcholin
(odvozeny od sojového lecithinu a dodavany ve forme
prostredku Phospholipon 50G, Rhone Poulenc Rorér),
dioleoylfosfatidylcholin, fosfatidylglycerol,
dioleoylfosfatidyglycerol, dimyristoylfosfatidylcholin,
dipalmitoylfosfatidylcholin, fosfatidylethanolaminy,
fosfatidylseriny nebo sfingomyeliny nebo jiné zdroje
fosfolipidl, napfiklad globulérni Cadstice mlé&ného tuku z
membran, glycerolestery, polyglycerolestery nebo
ethoxylovany ricinovy olej.
4. Pribli?n& 15 aZ 30 % hmotnostnich nésledujicich
sloZek jednotlivé nebo v kombinaci: hexanol, ethanol,
butanol, heptanol, 2-methyl-l-pentanol, razna
rozpoudt&dla typu ketond, vhodna pro potravindfské ucely,
jako methylethylketon, aceton a podobné, propylenglykol a

néktera rozpoudtédla typu esterd, jako ethylacetat.

5. Priblizn& 20 azZ 40 %

sloZek jednotlivé nebo v kombinaci: modifikovany Skrob,

hmotnostnich nésledujicich

napriklad prostrfedek Capsul (National Starch, Inc.),
methylceluléza, hydroxypropylmethylceluloza,
hydroxyethylceluldza, hydroxypropylethylceluldza, pektin,
arabskd guma, Zelatina nebo jiné polymerni latky,
vytva¥ejici matrici se znamym pouZzitim, rozpustné ve vodé
a vhodné pro sudeni rozpraSovanim.

6. Priblizn& 0,5 aZ 35 % hmotnostnich nasledujicich
sloZek jednotlivé nebo v kombinaci: aerosil 200 nebo jina
latka, zvySujici sypnost na bazi oxidu k¥emi&itého nebo

pribuzné soli se znamym pouZitim.
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Pfiklad 4
Pr¥iprava prostfedku pro zlepSeni vst¥ebavani chrysinu

(p-chrysin) v jednotlivych stupnich

1. 6,5 kg TPGS se zahfeje t&sn& nad teplotu tani za

michani v zah¥ivané prvni nadobé.

2. 19,5 kg propylenglykolu a 7,5 kg chrysinu,
mletého v tryskovém mlynu, se pfidd do prvni nadoby a
smds se michd pti teplot& 80 °C aZ do vzniku homogenni

suspenze. Pak se prida 0,5 kg fosfatidylcholinu.

3. Ve druhé vét3i nadobé se dikladnd promisi pomoci
lopatkového michadla 75 1 vody a 9,5 kg Skrobu. Pak'se
pr¥idéd 1 kg deoxycholatu sodného, ktery se promisi s vodou
a Skrobem. Vyslednd sm&s se neutralizuje na pH 7 pridénim
malého mnoZstvi uhli&itanu sodného, naceZ se zahteje na

75 °C a jedté& jednu hodinu micha.

4. Obsah prvni nadoby se p¥ida ke Skrobu ve druhé
v&tsi nadob& a smé&s se dtakladné& promisi homogenizatorem s

rotorem a statorem p¥i mirné rychlosti po dobu 15 minut.

5. Sm&s ze stupné& 4 se sudi rozpraSovanim po pridani
malého mnoZstvi p¥iblizné 0,5 % hmotnostnich hydrofilniho
oxidu kremi&itého, &im? se ziskd volné& sypny praSek jemné
dispergovanych mikro&astic, které obsahuji spolecné
vysrazeny TPGS, fosfatidylcholin a chrysin v amorfni

nekrystalické struktufe.

6. Sypny praskovy povrch se uloZi do evakuovanych

s&4&kd z folie po odvzdu3néni a proplachnuti dusikem.
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7. BAnalyza pritomnosti nezmé&néné ucinné léatky

o)

prokédzala 25 az 30 % hmotnostnich chrysinu.

Chrysin, pfipraveny zpusobem podle pfiklédu 4 bude

dadle uvadén jako zpracdvany chrysin nebo p-chrysin.

Prostredek se podava Zivolichim v p¥iblizZné davce 3
a¥ 30 mg/kg denné peroralné a upravuje rovnovahu
metabolismu estrogend omezeni G&innosti aromatédzy CYP.
Timto zpusobem se sniZuje pfeména androstendionu na

estrogeny.

Priklad 5
Vyroba prostfedku pro zlepdeni vstfebdvani s obsahem

v&eliho medu s pylem

v&eli med s pylem byl ziskdn od C. C. Polen Co.,
Phoenix, Arizona, a byl pouZit misto &istého chrysinu pri
ptiprave zpracovaného chrysinu. Vychozi materidl byl mlet
za vlhka ke zmeneni velikosti &astic a k rozruSeni
pylovych zrn. Od tohoto okamZiku byl materidl zpracovavan
naprosto stejnym zpusobem, jako E&isty chrysin. Med s
pylem, pripraveny zpusobem podle p¥ikladu 4 se oznacuje

jako zpracovany med s pylem nebo p-med s pylem.

Pro udinné lé&eni se svrchu uvedeny prostiedek
savcim podavé v pribliZné dévce 5 aZ 30 mg/kg denné
perorélné. V téchto davkach je prostfedek ucinny pro
indukci enzymd CYP v jdtrech a zvlasté pro inhibici

aromatéazy CYP.

Priklad 6
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Pt¥iprava prostfedku pro zlep3eni vstfebavani s obsahem
kombinace zpracovaného DIM, zpracovaného chrysinu, Urtica
dioica a koncentratu grapefruitu pro zlepSeni zdravotniho

stavu u muzZd a pro zachovani normalnich pom&rd prostaty

Postupuje se svrchu uvedenym zpusobem, ¢imz se
pripravi nasledujici sloZky v suchém stavu, které se’
smisi v nasledujicich mnoZstvich spolu s vhodnymi
pomocnymi léatkami, pojivy a prostfedky pro zvySeni

sypnosti pro plnéni do kapsli nebo pro vyrobu tablet.

p-DIM 150 az 300 mg
p-chrysin 300 az 1500 mg
extrakt Urtica dioica 300 az 600 mg
koncentrat grapefruitové stavy 300 az 600 mg

svrchu uvedeny prostfedek miZe byt pripraven také ve
form& gelovych globuli pfi p¥idani pygeum africanum,
lycopenu, vitaminu D a zine&natych soli ve forme€ suspenze

ve vhodném nosié&i, napfiklad v oleji z tykvovych semen.

Pro G&inné lédeni se podava jednou denné 1 az 3

tablety nebo kapsle peroralne.

Priklad 7

Priprava prostrfedku s kombinaci zpracovaného DIM,
koncentratu isoflavonu ze soji, koncentradtu Saw Palmetto,
koncentratu ze zeleného Caje a koncentratu grapefruitu

pro zlepSeni hormonédlni rovnovahy u Zen

Dale bude popsén zpusob vyroby prostfedku,

obsahujiciho kombinaci p-DIM, koncentratu fytoestrogenu a
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koncentratu grapefruitové $tavy, prostfedek je vhodny pro

zachovani spravné funkce mlécné Zlazy a d&lozni tkéné.

SloZky:

1. Koncentrat fytoestrogenu se pfipravi 2‘
koncentrovaného extraktu sojovych bobli, ktery obsahuje
isoflavony genistein, daidzein a lignany ve vyznamnéjsim
mno¥stvi, pouZije se vhodny zpisob extrakce. Obvykle se
uziva extrakce zred&nou zéasadou, timto zpuasobem se
pFipravuje napfiklad béZné dodavany vyrobek Genista

(Natus Inc.).

2. Pripravi se Casticovy prostfedek s obsahem p-DIM,
koncentratu fytoestrogenu, extraktu ze zeleného Caje a
koncentratu grapefruitové stavy tak, Ze se smisi
nadsledujici sloZky v suchém stavu v uvedeném mnozZstvi
spolu s vhodnymi pomocnymi latkami, pojivy a latkami pro
zlepSeni sypnosti a vyslednd smés se plni do kapsli nebo

se zpracuje na tablety.

p-DIM 150 az 300 mg
koncentrat fytoestrogenu 300 az 600 mg
extrakt ze zeleného Caje 300 aZz 600 mg
koncentrat Saw Palmetto 300 az 600 mg
koncentrdt grapefruitové stavy 200 az 1000 mg

K léebnym Udeltim se podovéd peroralné 1 az 6 kapsli

nebo tablet denne.

Priklad 8
P¥iprava prostfedku pro zlepéenilvstfebévéni s obsahem
kombinace zpracovaného DIM, zpracovaného chrysinu,

koncentratu Saw Palmetto, koncentratu zeleného caje,
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koncentratu Urtica dioica a koncentréatu grapefruitove

dtavy pro zlepsSeni fyzické kondice

P¥i pripravé prostredku s obsahem p-DIM, p-chrysinu
a Urtica dioica se misi nasledujici suche sloiky v
uvedenych mnoZstvich v suchém stavu spolu s vhodnymi
pomocnymi létkami, pojivy a léatkami pro zlepSeni sypnosti

a vyslednd smés se plni do kapsli nebo se zpracovadva na

tablety.

p-DIM : 150 az 300 mg
p-chrysin 300 az 1500 mg
koncentrat Saw Palmetto (4:1) 300 az 600 mg
extrakt Urtica dioica 300 aZz 600 mg
extrakt ze zeleného Caje 300 az 600 mg
koncentrat grapefruitové 3tavy 300 aZz 600 mg

p7i lé&ebnych postupech se peroralné podava 1 aZz 6
kapsli nebo tablet denné spolu s malym mnoZstvim potravin

s obsahem tuku a vodou.

P¥iklad 9

prikaz zlepSeného vstfebadvani p-DIM u Zzivocichua

7lepdeni vst¥ebavani DIM po zpracovani této latky
mikrozapouzdfenim za vzniku p-DIM bylo prokazovano v
pokusu na krysach. Dospé&lé krysy, samci i samice kmene
Sprague Dawley dostavaly krystalicky DIM nebo zpracovany
DIM. Po trech dnech byly krysy usmrceny a byla odebrana
jatra. Po izolaci mikrosomld z jater bylo stanoveno
mnoZstvi enzymt CYP metodou Western Blot a bylo
prokadzéano, Ze mnozstvi CYP 1A1/1A2 je pribliZné aZ

11,4krat vy33i po podavani p-DIM nez po podavani
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krystalického DIM. Pokus byl provadén nasledujicim

zplsobem:

Skupiny krys Sprague-Dawley dostavaly Zaludeéni
sondou krystalicky DIM nebo p-DIM ve forme suépénze v
methylceluldze v davce 100 mg/kg ve t¥ech po sobé&
nadsledujicich dnech. Po usmrceni byla jatra promyta
fyziologickym roztokem chloridu sodného a zpracovana k
izolaci mikrosoméalni frakce. Indukce enzymu byla v
mikrosomech m&fena souéasn& s protildtkami proti enzymam
typu cytochromu CYP a spolu se specifickymi enzymy CYP
1A1/1A2. Vysledky byly vyjadfeny v % kontrolni hodnoty.
P¥i stanoveni CYP 1A1/1A2 bylo moZno pozorovat 3, 9né&sobné
zvydeni v pfipadé& p-DIM ve srovnani s krystalickym DIM u
samcd a 11,4nésobné zvySeni pro p-DIM ve srovnani s

krystalickym DIM u samic.

Stanoveni cytochroml
prostfedek s obsahem DIM % kontrolni hodnoty
(p-DIM a krystalicky

DIM)
I. CYP celkem (nmol/mg proteinu)
krystalicky 140 % (samci)
p-DIM 224 % (samci, 1,6krat)
IT. CYP 1A1/1A2 (densitometrické jednotky)
krystalicky 462 % (samci)
p-DIM 1.831 (samci, 3,9krat)
krystalicky 232 % (samice)
p-DIM 2.663 % (samice,l1ll, 4x)

Priklad 10
Priikaz nezbytnosti pouziti DIM ve zpracované formé pro

zvydeni biologické dostupnosti u Zivo&ichl
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Byl proveden dal8i pokus k prikazu vyhodnosti
zapouzdfeni pro vstfebavani u&innych slozZek. Byla
srovnavana biologickad dostupnost zpracovaného DIM ve
srovnani s dostupnosti krystalického DIM, podéﬁaného
soudasn& s izolovanymi Gasticemi TPGS/fosfatidylove latky
tak, aby bylo moZno prokazat nutnost zapouzdfeni k
dosaZeni lepdiho vst¥ebavani. Ke zjisténi zlep&ené
biologické dostupnosti byla op&t sledovéna indukce enzymu

CYP jako biologicky marker.

V prtb&hu pokusu byla srovnavéna indukce enzymi u
krysich samic po podani krystalického DIM, I3C a
zpracovaného DIM v pFisludnych davkach v krmivu. Pak byla
m&¥ena koncentrace CYP 1A1/1A2 a 1Bl v déloze a Vv
jaternich mikrosomech jako koncovy bod p¥ijmu a znamka

biologické dostupnosti.

K pokusu bylo pouzito 30 krysich samic kmene
Sprague-Dawley s hmotnosti p¥iblizn& 200 g. Pokus byl
proveden nasledujicim zpusobem:

1. Krysy byly aklimatizovany 5 a? 7 dna v klecich po
skupinach, jako krmivo bylo podavano minim&lni krmivo
AINT6A.

2. 3 dny bylo podévéno totéZ krmivo, k né&muZ bylo pfidano
7 rtznych kombinaci indold. |
3. PribliZné desatého dne byly krysy usmrceny a byla
izolovana jatra a délohy po proplachnuti b¥isnich organi
k odstranéni krve.

4. Organy byly zpracovany k ziskani mikrosom&lni frakce,

bohaté na enzymy CYP.
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5. Imunoblotovou metodou byla stanovena koncentrace
specifickych enzymd CYP standardnim zplsobem pfi pouziti

existujicich protilatek proti CYP.

7koudkam byly podrobeny mikrosomy z néslédujicich

skupin:

Skupina N Krmivo Prisada/ucel
1. 3 pouze AINT6A neg.
Kontroly

2. 3 pouze AINT76A poz.
Kontrola/TCDD (dioxin) sondou

3. 3 DIM 2 mg/kg/den krystalicky DIM
4. 3 DIM 10 mg/kg/den krystalicky DIM
5. 3 p-DIM 6,8 mg/kg/den srovnani DIM
6. 3 p-DIM 34 mg/kg/den srovnani DIM
7. 3 I3C 5 mg/kg/den srovnani I3C
8. 3 I3C 25 mg/kg/den srovnani I3C
9. 3 placebo TPGS 34 mg/kg/den ov&tfeni TPGS
10. 3 TPGS 6,8 mg/kg/den a

DIM 2 mg/kg/den

Hmotnost organt byla zji3téna pfi nekropsii. Pak
byla srovnavana koncentrace specifickych enzymd CYP podle
standardizovanych densitometrickych jednotek. Vysledky
prokdzaly zcela zrejmou vyhodnost zpracovaného DIM ve
srovnani s krystalickym DIM pri scucasneém podavani s
TPGS. Vysledky, vyjédiené v densitometrickych jednotkéch
a prokazujici pfijem indolu a stupefi indukce enzyml, Jjsou

uvedeny v nasledujicich skupinach.

Skupina N Forma DIM Densitometrické Jjedn.

1. 3 "kontrola 0
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TCDD (dioxin) pozitivni kontrola  251,7

2. 3

3. 3 DIM 2 mg/kg/den 0

4. '3 DIM 10 mg/kg/den 0

5. 3 p-DIM 6,8 mg/kg/den 0

6. 3 p-DIM 34 mg/kg/den 38,2
7. 3 I3C 5 mg/kg/den 0

8. 3 I3C 25 mg/kg/den 5,1

9. 3 placebo TPGS 34 mg/kg/den 0,8

10. 3 krystalické TPGS a DIM 2,5

vzhledem k tomu, Ze p-DIM odpovida 34 % hmotnostnim
krystalického DIM, byl ve skuping 4 podavéan ekvivalent
DIM v mg, totéZ plati pro skupinu 0.

Vysledky prokazuji zvyS3eni biologické dostupnosti
p-DIM ve srovnani s krystalickym DIM a nezbytnost
pfitomnosti DIM ve zpracované mikro&asticové forme, jaké
se nachazi v p-DIM pro dosaZeni teéto zvySené biologicke

dostupnosti.

Priklad 11
priukaz nezbytnosti pfitomnosti DIM ve zpracované formeé

pro zvydeni biologické dostupnosti u ¢lovéka

vVzhledem k tomu, Ze u&inek indold ve stravé na
indukci CYP se primo odrdzi ve zménach metabolismu
estrogend, je moZno prokazat tyto zmény odebiranim mocCi a
jeji kvantitativni analyzou na pritomnost klicovych
metabolit® ptisobeni enzymi CYP. Tento pristup byl vyvinut
firmou Immunacare, Inc. Byl vyuZit zku3ebni balicek
Estratest typu imunologické zkousSky ELISA pro 20H a 160H
estron v mo&i tak, aby bylo moZno prokéazat biologickou

dostupnost p-DIM. Uvedenou zkouskou je moZno
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kvantitativné stanovit 20H estron a 160H estron v ng/ml v
prvni ranni moli. Jde o metabolity, ktefé vznikaji
plsobenim cytochromd 1A1/1A2. Ze ziskaného
kvantitativniho stanoveni se vypolita pomér 20H/160H.
Estratest byl poprvé pouZit k prukazu zvySené biologické
dostupnosti p-DIM ve srovnani s dostupnosti krystalického
DIM u &lov&ka po priikazu této skutelnosti u Zivo&icht.
Krystalicky DIM nebo p-DIM byl podavan pokusnym osobam
rtiznou dobu v riznych davkéch. Pred podavanim a po ném
byla sbiréna mo&, ktera byla analyzovana zkouSkou ELISA
na mno¥stvi a pomé&r 20H estronu a 160H estronu. Jde o
metabolity, vznikajici plisobenim enzym CYP 1A1/1AZ.
Vyseldky prokéazaly ztetelné zvy$eni pomé&ru 20H/160H.

Pokusna osoba Davka DIM Forma DIM
% zvySeni 20H/160H

D. F. 100 mg/den krystalicky
0 %

M. Z. 300 mg/den krystalicky
0%

D. F. 50 mg/den p-DIM
38 %

M. Z. 200 mg/den p-DIM
71 %

Mimo to je moZno prokédzat v pfipadé indukce enzymu
indukci p¥i prokazatelné niZzSich davkach zpracovaného DIM
v pripad& jeho podavani po dobu nejméné& 1 tydne, jak Je
moZno prokdzat pomerem 20H/160H pred podavanim a po
podani u¢inné latky. Tato studie v zavislosti davky na
G&inku potvrdila biologickou dostupnost zpracovaného DIM
pfi peroralnim podéni v davkach nizsich nez 1 mg/kg

t&lesné hmotnosti vzhledem k tomu, Ze fada pokusnych osob
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m&la hmotnost vy33i neZ 70 kg. Vysledky prokazuji
biologickou dostupnost zpracovaného DIM v davkach, které
jsou niz¥i neZ davky, které byly pouzity u pokusnych
zvifat, kde bylo pouzito davky 1 mg/kg DIM v kukuf¥icném
oleji. Tyto vysledky tedy podporuji zvySeni bidlogické
‘dostupnosti pri podavani p-DIM ve srovnani s podavéanim

krystalického DIM.

Pokusnéd osoba Davka DIM Forma DIM
5 pom&ru 20H/160H |

E. C. 300 mg/den p-DIM
235 %

M. W. 200 mg/den p-DIM
67 % '

C. C. 200 mg/den p-DIM
39 %

K. K. 100 mg/den p-DIM
318 %

S. S. 100 mg/den p-DIM
15 %

P. S. 100 mg/den p-DIM
40 3%

E. Z. 75 mg/den p-DIM
4 % '

M. F. 75 mg/den p-DIM
4 %

K. W. 75 mg/den p-DIM
79 %

M. W. 50 mg/den p-DIM
66 %

H. B. 50 mg/den o p-DIM
37 %

M. S. 50 mg/den p-DIM
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K. D. 25 mg/den p-DIM
45 %

M. W. 25 mg/den p-DIM
36 % )

Priklad 12
prikaz zvySeného vstfebdvéani pfi podani zpracovaného

chrysinu

V8echny druhy steroidni metabolitli, které Jjsou
vyluc¢ovany mo¢i, je mozino identifikovat a kvantitativné
stanovit plynovou chromatografii, spojenou s hmotovou
spektrometrii. K rozstépeni steroidnich glukuronidovych
metabolitt, a tim k vytvoreni ,profilu steroidni
metabolit(™ bylo pouZito standardizovaného pfedbé&iného
dtépeni s pouZitim enzymu glukuronidézy. Tento postup byl
pouzit k prikazu posunu Vv metabolismu estrogen po
dopln&ni stravy biologicky dostupnym chrysinem a
chrystinem v kombinaci s biologicky dostupnym DIM. Bylo
provedeno sledovani na pokusnych osobach k prukazu
zlepSeniho vst¥ebavani pfi podani zpracovaného chrysinu.
V prib&hu jediného dosud provedeného a zveFejnéného
pokusu prtkazu biologické dostupnosti flavonoidh pfi
perorédlnim podéni nebylo moZno prokdzat Zadnou absorpci

téchto latek.

Aby bylo moZno sledovat biologickou dostupnost
chrysinu ve formé& mikrolastic s obsahem TPGS a
fosfatidylcholinu (zpracovany chrysin), byly odebirany ve
24 hodinach vzorky mo&i ve tfech &asovych intervalech.
Mimo to byla sbirdna celych 24 hodin vedkerd moc. Tyto

odb&ry byly nejprve zkoumany bez jakéhokoliv pfidavku.
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Druhé sledovani bylo provedeno po 1 tydnu podévani 500 mg
mikrokrystalického chrysinu denné&, t¥eti sledovani bylo
provadéno po dalsim tydnu, v némZ bylo podavéno 500 mg
zpracovaného chrysinu denné. Analyticky postup pro
stanoveni profilu estrogent a androgenu Vv moéi‘bylo
zaloZeno na kapildrni plynové chromatografii, spojené s
hmotovou spektrometrii, GC/MS podle publikace
Johannessen, D. C., Adlecreutz, H., Fotssi, T., a
Lonning, P. E., Plasma and urinary oestrogens in brest
cancer patients on treatment with 4-
hydroxyandrostenedione, British, J. of Cancer, 68, s.
393-398, 1993. Byly stanoveny nasledujici steroidni
metabolity v mo&i: androstendion, testosteron,

etiocholanolon a androsteron.

Vysledky uvedenych pokusd jsou shrnuty na obr. 1 a
2, kde je mozino pozorovat zvySené vylulovani metabolitid
typu androgenu po pouziti zpracovaného chrysinu, avsak
nikoliv po pouZiti mikrokrystalického chrysinu. To Jje v
souladu se zvySenym prijmem zpracovaného chrysinu,
sniZenou preménou androstendionu na estron plsobenim
aromatazy a zvySenim produkce testosteronu v diisledku

inhibice aromatéazy.

Priklad 13
Priikaz priznivého vlivu zpracovaného DIM na metabolismus

steroidd u &lovéka

PFi pouZité plynové chromatografie a hmotové
spektrometrie byl proveden pokus na lidskych
dobrovolnicich k prukazu ucinku zpracovaného DIM na
steroidni metabolity v modi. Byl vidy odebiradn 24hodinovy

vzorek mo&i pted podanim zpracovaného DIM po dobu jednoho
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tydne v davce 200 mg denné&, coZ odpovidéa déavce 70 mg
&istého DIM denné. Vzorky moc¢i byly analyzovany technikou
Gc/MS, tak jak je popséno v ptikladu 12. Na obr 3 a 4
jsou znazornény vysledky pro 2 pokusné osoby, které
prokazuji zvySené vylucovani androgenl a metabélitﬁ
androgent, coZ Jje znamkou vy531 koncentrace testosteronu,

androstendionu, androsteronu a etiocholanolonu.

U treti pokusné osoby byl ucinek zpracovaného DIM na
mebatoblismus estrogen sledovan stejnym zpusobem.
Nejprve byla odebrana moc ve 24hodinovém vzorku, druhy
odb&r byl proveden po dvou tydnech doplnéni stravy
zpracovanym DIM v davce 200 mg denn&, coZ odpovida 70 mg
&istého DIM denné&. Vysledky, které jsou znazornény na
obr. 5 prokazuji posun v metabolitech estrogenld ve

prospéch tvorby 2-metoxyestronu.

Tyto kvantitativni analyzy vylucovani steroidni
metabolit pred a po podani G&innych latek prokazuji
vysledky, jejichz pri¢inou je podéani zpraco&aného DIM a
které jsou prukazem zlepSene biologické dostupnosti této
latky ve srovnani s nezpracovanym DIM. Zpracovana
fytochemicka létka indukci hydroxylace estrogenl a
inhibici aromatadzy vyvolava charakteristicky posun

steroidnich metabolitd v moci.

Priklad 14
Sledovéni biologické dostupnosti DIM v krevni plazmé& pfi

pouziti GC/MS

Ke stanoveni biologické dostupnosti zpracovaného DIM
u &lov&ka ptri perorédlnim podani bylo vyvinuto stanovenil

této latky a jejiho monohydroxylovaného metabolitu v



krevni plazmé plynovou chromatografii, spojenou s
hmotovou spektrometrii. Postup je zaloZen na znamém
hmotovém spektru DIM a byl potvrzen predb&Znym sledovanim
standardniho DIM a znameho metabolitu DIM,
identifikovaného v séru krys po peroralnim podanl uvedené

latky.

7lep$ené vstfebdvani zpracovaného DIM pfi perordlnim

podéni

Jak ji% bylo uvedeno svrchu, byla pouZita pro
sledovani biologické dostupnosti krystalického DIM ve
srovnani se zpracovanym DIM plynova chromatografie ve
spojeni s hmotovou spektrometrii. V dévce 1 mg DIM/kg Jje
mo¥no prokdzat zvySeny piijem DIM po jeho zpracovani.
Vysledky, zndzornéné na obr. 6 prokazuji vrchol
vsttebavani pro DIM 120 minut po perordlnim podani.
Plocha pod kfivkou se dramaticky zvét3uje pro prosttredek
s obsahem zpracovaného DIM. Pfi podéni krystalického DIM
dojde pouze ke vstfebani stop DIM v obdobném Easovém
intervalu. Dramatické zvyseni plochy pod k¥ivkou po
peroréalnim podani zpracovaného DIM ve srovnani s podénim
krystalického DIM peroralné prokazuje vyhody zpracovani
DIM. Peroralni podéani denni davky 1 mg/kg Je pritom
doporulenou davkou pro dlouhodobé podani DIM jako

potravinového doplinku.

Druhy pokus byl proveden na t¥ech pokusnych osobach
za udelem srovnani prijmu DIM z krystalického stavu ve
srovnani s prosttfedkem s obsahem zpracovaného DIM. Tento
pokus byl proveden s polovinou svrchu uvedené davky, to
snamena 0,5 mg/kg denné. Aby bylo mozno srovnavat

biologickou dostupnost DIM, byly ob& dvé formy této latky
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sledovany u tychZ t¥i osob v rtznych dnech. Ve dni 1 byl
podén krystalicky DIM s vodou, vysledky jsou uvedeny na
obr. 7. Ve dni 2 byl podén krystalicky DIM s 15 ml
sezamového oleje, vysledky jsou uvedeny na obr. 8. Ve dni
3 byl podan zpracovany DIM s vodou, vysledky jébu
zndzornény na obr. 9. Ve dni 4 byl podén zpracovany DIM
spolu s grapefruitovou $favou GFJ, vysledky jsou uvedeny
na obr. 10. Z vysledkl je zfejmy dramaticky vzestup
biologické dostupnosti DIM po jeho zpracovani a také
zvySené vstfebavani zpracovaného DIM v kombinaci s GJE,
toto vstPebavani je vy33i neZ vstfebdvani samotného

zpracovaného DIM.

z¥ejmou vyhodu pouziti zpracovaného DIM ve smyslu
zlepdeného vstfebavani a pfetrvavani koncentrace DIM v
krvi je moZno pozorovat srovnavanim vysledkt ve dni 1
(krystalicky DIM) a ve dni 2 (krystalicky DIM v‘sezamovém
oleji) s vysledky ve dni 3 (zpracovany DIM). PEfi srovnani
dne 3 (zpracovany DIM) a dne 4 (zpracovany DIM a GFJ) je
mo¥no srovnavani zjednodudit srovnanim plochy pod kfivkou
AUC pod kfivkami pro koncentraci uvedené latky v krvi.

Dile je uvedeno shrnuti téchto vysledk.

Subjekt €. Plocha pod k¥ivkou AUC Primérna koncentrace
ng/ml x minuta ng/ml
zpracovany zpracovany zpracovany zpracovany
DIM DIM + GFJ DIM DIM + GFJ
1T. K. 12.647,2 14.765,4 42,12 49,22
2M. Z. 3.835,7 7.423,7 12,79 35,10
3B.H. 6.523,6 10.906,6 21,75 36,36
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Pokusnéd osoba s zvy$eni AUC, GEJ + zpracovany DIM

ve srovnani se zpracovanym DIM

T. K. zvy$eni 17 %
M. Z. zvySeni 93 %
B. H. zvySenil 67 %
pramér zvyseni 59 %

Jak jiZ bylo uvedeno, dochazi k usnadnénému
vstrebavani p¥i soulasném podani DIM a GFJ. Tato
interakce jest& nebyla popsana. Dochézi ke statisticky
vyznamnému Gc¢inku pri primérném vzestupu AUC 59 %. Tento
G&inek napoméha upravovat metabolismus steroidd
usnadnénim systemické odpovédi na DIM a navic uc¢inkem
GFJ, takZe vysledkem je zvydeni 2-hydroxylace estrogenu,

popsané v prikladu 15.

Priklad 15
zvyseni upravy metabolismu steroidu u &lovéka po podéni

grapefruitové 3tavy

Grapefruitova Stava GFJ, o niz je znémo, Ze zvySuje
vsttrebavani rtznych nesnadno vst¥ebatelnych latek svou
inhibici sloZek CYP 3A4 rovn&€z prispiva k priznivé uprave
metabolismu steriodd specifickym GCinkem na tento
metabolismus. Bylo zjisténo, Ze pEi podadvani GFJ denné po
dobu 5 dnt dochazi k vyznamnému posunu metabolismu
estrogenl ve prospech 2-hydroxymetabolitt podobné Jjako
pri podavéani zpracovaného DIM. Tento prekvapujici ucinek
byl prokdzén u Ctyf dobrovolnik p¥i pouziti zkudebniho
balidku Estratest pro stanoveni 20H a 160H metabolitl
estrogenu v mo¢i. Zkouska byla'provédéna na vzorcich
prvni ranni moci, odebrané pred pokusem a po pétidennim

podavani zmraZené GEFJ t¥ikrat denné, $lo o
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rekonstituovanou zmrazenou grapefruitovou §t4dvu Minute

Maid v mnoZstvi 2,5 dl. Dale jsou shrnuty ziskané

vysledky.

Pokusné osoba % zvy3eni 20H/160H
K. K. széeni 1.613 %

M. W zvySeni 273 %

B. S. zvyseni 236 %

J. L zvydeni 516 %

Na zéklad® téchto vysledkld je moZno uzaviit, Ze pfi
pouziti GFJ je moZno dale zlepdit vysledny ucinek ve
srovnani s pouZitim zpracovaného DIM. Uvedenym zpusobem
je tedy moZno doséhnout p¥iznivého zvySeni
2-hydroxyestrogenu jako metabolitu. U&inek grapefruitove
s§tavy je nezavisly na ucinku ostatnich sloZek a znamenéd
zlepdeni vstfebavani navic v pripad® pouziti nesnadno

rozpustnych latek.

Je tedy moZno uzaviit, Ze byla popsé&na nova
technologie, kterd umoZiuje peroradlni podani nové
syntetizovanych pfirodnich latek jako potravinovych
doplikfi. Prostfredky podle vynédlezu jsou zcela nové a
znamenaji podstatny technicky pokrok vzhledem k tomu, zZe
a? dosud nebyl k dispozici Zadny prostfedek, ktery by
umo?nil podani DIM nebo chrysinu v dostate&ném mnozstvi.
Nové prosttedky podle vynadlezu pfekondvajil problémy,
spojené s nizkou rozpustnosti pfirodnich latek. Pri
jejich pouZiti Jje mo?no radoucim zpisobem upravovat
metabolismus steroidd u savci. PEi vyrobé novych
prost¥edkld podle vynadlezu se VytVéfi mikrodisperze
4&innych latek. Technologie tvorby mikrodisperze byla

sdokonalena tak, Ze nyni je moZno vytvaret men3i a
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stdlejsi mikroCastice DIM a daldich fytochemickych latek.
Byl tedy pfipraven novy systém pro zlepSenil vstFebavani
riznych, ve vodé malo rozpustnych Zivin nebo 1éZiv pri
peroralnim podani. Mimo to se vyuziva nového ucinku
grapefruitové stavy. Tato 5tava mé zcela neodekavand
schopnost vyhodnym zpﬁSobem mé&nit pom&ry metabolitl
estrogenu. Timto zphsobem je tedy moZno vyuZzZit
grapefruitovou dtévu a/nebo zpracovany DIM k lécCeni
chorob, chorobnych stavi nebo poruch, charakterizovanych
nizkym pom&rem metabolitu 2-hydroxyestrogenu k

l16-hydroxyestrogenu.

vynélez byl popsan Vv souvislosti se specifickymi
provedenimi v jednotlivych pfikladech, Je vSak zrejmé, Ze
by bylo moZno navrhnout ¥adu funk&né& ekvivalentnich
provedeni, rovnez spadajicich do rozsahu vynalezu. Takové
mbdifikace mtze pripravit kazdy odbornik. Je tedy ztejmé,
e vyndlez nemQiZe byt omezen na provedeni, popsana v
prikladové &asti prihlasky.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY
1. zpusob vyroby prostfedku s obsahem fytochemické

sloudeniny, vy znacujlc i s e t 1 m, Ze se
a) zahtfeje jedna nebo vétsi pocet solubilizaéhich
emulga&nich latek za skupiny esteru polyethylenglykolu
1000 se sukcindtem vitaminu E, polyvinylpyrrolidonu,
polyoxyethylenstearatu, cholatu sodného, deoxycholéatu
nebo taurocholdtu sodného,

b) k produktu ze stupné (a) se pridad rozpoustédlo a
smééedlo'typu fosfolipidu ze skupiny fosfatidylcholin,
dioleoylfosfatidylcholin, fosfatidylglycerol,
dioleoylfosfatidylglycerol, dimyristoylfosfatidylcholin,
dipalmitoylfosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin,
fosfatidylserin nebo sfingomyelin za vzniku roztoku,

c) v roztoku ze stupné& (b) se rozpusti jedna nebo vétsi
podet fytochemickych latek ze skupiny indoltd a
flavonoidq,

d) k roztoku ze stupné (c) se ptidé roztok, obsahujici
zapouzdfujici latku,

e) roztok, pfipraveny ve stupni (d) se misi za vzniku
mikfodisperze s velikosti &astic 5 mikrometrd nebo niZsi
a

f) vyslednd smés se susi rozpradovanim za vzniku pevného

prostfedku s obsahem hydrofobni fytochemické latky.

2. Zphisob podle naroku 1, vy zn a Egujici s e
t i m, Ze se zapouzdfujici latka voli ze skupiny Skrob a

elatina.

3. Zplisob podle naroku 1, vy snadujici. se

t i m, Ze se rozpouStédlo voli ze skupiny hexanol,
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ethanol, butanol, heptanol, 2-methyl-1l-pentanol,
methylethylketon, aceton, propylenglykol a ethylacetat.

4. zplisob podle naroku 1, vy z n a Eujici s e

t 1 m, Ze velikost &astic je 2 mikrometry nebo niZsi.

5. zplsob podle naroku 1, vy z n a guijici s e

t 1 m, ze velikost &astic je 1 mikrometr nebo nizsi.

6. Zpisob podle naroku 1, vy z n a Eujici s e

t i m, ?e se indol voli ze skupiny, tvo¥ené

diindolmethanem, napfiklad 3,3’ -diindolylmethanem,

linearnim triindolem, jako [2—(indol—3—ylmethyl)—indol—3-
—yl]-indol-3-ylmethanem, cyklickym triindolem, jako

5,6,11,12,17,l8—hexahydrocyklononal[l,2—b:4,5—b’:7,8—
~b]:triindolem a linearnim diindolem, jako 1-(3-

-hydroxymethyl)-indolyl—3—indolylmethanem.

7. Zpasob podle ndroku 1, vy zn a cgujiciti s e
t i m, Ze se flavonoid voli ze skupiny chrysin, to
znamenad 5,7-dihydroxyflavon, tectochrysin, chemicky 5-
«hydroxy—7—methyletherflavon, nepetin, chemicky 5,37 ,4" -
—~trihydroxy-6-methoxyflavon, tangeretin, chemicky
5,6,7,8,4’—pentamethoxyflavon, tricetin, chemicky 5,7-
— dihydroxy-3’,4’,5  ~trimethoxyflavon, tricin, chemicky
5,7,4’—trihydroxy—3’,5’—dimethoxyflavon, amentoflavon,
pinocembrin, chemicky 5, 7-dihydroxyflavanon, narigenin,
chemicky 5,7,4" -trihydroxyflavanon, biochanin A,

genistein, daidzein, propolis nebc v&eli pyl.

8. Zptusob podle naroku 6, vV Yy znacujici. se

t 1 m, Ze se jako indol uZije diindolylmethan.
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9. Zzptisob podle néroku 7, vy z n a guijici s e

t 1 m, e se jako flavonoid uzije chrysin.

10. Zptsob podle naroku 7, vy z n a Egujici S e

t 1 m, %e se jako flavonoid uzije veli pyl.

11. Prost¥edek, vy zna duijici s

se pfipravuje zplisobem podle naroku 8.

12. Prost¥edek, vy znadcujilc i S

se pripravuje zpusobem podle naroku 9.

13. pProstredek, vy znadc¢ujicit S

se pripravuje zplsobem podle naroku 10.

14. Prostredek podle ndroku 11, vy z n a
s e t i m, Ze je dale tvoren prostfedkem
12, extraktem urtica dioica a koncentratem

Stavy.

15. Prostfedek podle néaroku 11, vy z n a

e t i m, Ze

e t 1im, Ze

e t im, Ze

guijici
podle naroku

grapefruitové

guijici

s e t 1 m, Ze dale obsahuje koncentrat fytoestrogenu,

extrakt saw palmetto, extrakt zeleného c¢aje a koncentrat

grapefruitové Stavy.

16. Prostfedek podle naroku 1l, vy z n a

s e t i m, e je dale tvofen prostiedkem

gudjici

podle naroku

12, extraktem saw palmetto, extraktem ze zeleného Caje,

koncentratem grapefruitové $tavy a extraktem urtica

diocica.
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17. Zptusob sniZeni koncentrace estrogent ve tkanich
muz, vy znadc¢uijilci s e t i m, %e se podava

G&inné mnozstvi prostfedku podle naroku 14.

18. ZpUsob udrZovani koncentrace estrogenlt a upravy
relativniho mnoZstvi metabolitd estrogenl u Zen,
vyznacujici s e t 1 m, Ze se podava G¢inné

mno¥stvi prostfedku podle ndroku 15.

19. Zpusob upravy relativniho mno?stvi metabolitl
estrogen u Zen, vy znacu 3 ici s e t 1 m, Ze
se podava mnoZstvi prost¥edku podle naroku 15, které

~

G&inné zvydi pomér 20H-estronu a 160H-estronu.

20. Zpusob zvétdeni svalové hmoty u ¢lovéka,
vyznadcujicil s e t i m, Ze se podavad uc¢inné

mnozstvi prostfedku podle naroku 16.

21. ZpGsob sniZeni koncentrace estrogend ve tkanich
muza, vy znacuijilc i s e t i m, Ze se podava
4&inné mnofstvi grapefruitové stavy nebo grapefruitového

koncentréatu.

22. Zplsob udrZovani koncentrace estrogenl a upravy
relativniho mnoZstvi metabolitl estrogend u Zen,
vyznadcujict s e t 1 m, e se podava ucinné
mno¥stvi grapefruitové stavy nebo grapefruitového

koncentratu.

23. Zpusob upravy relativniho mnoZstvi metabolitu

estrogenu u Zen, Vv y z n & gujici s e t i m, Ze

se podava mnoZstvi grapefruitové 8tavy nebo
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grapefruitového koncentratu, které ucinné zvy3i pomer
20H-estronu ke 160H-estronu.

24. Zpusob zvyZeni mnoZstvi svalové hmoty u clovéka,

vyznac¢uijicit s e t im, Ze se podévé ucinné
mnozstvi grapefruitovélétévy nebo grapefruitového
koncentratu.

Zastupuje:
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Zpracovany chrysin a metabolity

androgenu 1.

0.2
0.15
B Testosteron
0.1 W Androstenedion
0.05 1
o -
zdkladni Chrysin gpracovany
hodnoty 500mg Chrysin
500 mg

metabolity v modi za 24 hodin

[ X XN ]

P Lowo - 3173

Fig. 1
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Zpracovany chrysin a metabdlity androgenu II.

12
10
8 M Androsteron
i ® Etiocholanolon
2
0
zékladni Chrysin zpracovany
hodnoty 500mg Chrysin 500
mg

metabolity androgenu v moli za 24 hodin

Fig. 2
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Zpracovany DIM a metabolity androgenu

& Androsten ‘dion
® Testosteron:

zAakl .hodm. zakl.hodn. zZpracov. zpracovany
subjekt A subjekt B DIMA. DIM B.

Zpracovany DIM 200 mg/den

Fig. 3
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Zpracovany DIM a metabolity androgenu

o N B O
PRSI V|

4 zakl.hodn. Zpracov. Zpracov.
subjekt A subjekt B DIM A DIM B

® Androsteron
® Euochotanoton

Zpracovany DIM 200 mg/den
Fig. &
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metabolit (mg/24 h)

Zpracovany DIM a metabolity estrogenu

0.018
0.016
0.014
0.012

0.01
0.008
0.006
0.004
0.002

W Estron (E1)
M 2-Methoxy E1

z4kl.hodn. zpracovany DIM
DIM

“ Fig. 3
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