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Regeni se tyka zpiisobi prevence rakovin, uritych
nerakovinnych onemocnéni zavislych na hormonech a/nebo
kardiovaskulamich onemocnéni u lidi zaloZené na podavani
hydroxymatairesinolu pfisusné osobé. Regeni se také tyka
zplisobu zvyseni hladiny enterolaktonu nebo jiného
metabolitu hydroxymatairesinolu v lidském séru, coZ je
piicinou prevence rakoviny nebo uréitych nerakovinnych
onemocnéni zavislych na hormonech u lidi, zaloZzeného na
podavani hydroxymatairesinolu pfislusné osobé. Dale se
feseni tyka farmaceutickych pfipravki, potravinovych piisad a
potravinovych vyrobki, obsahujicich hydroxymatairesinol.



Hydroxymatairesinol pri prevenci rakoviny

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka zplsobl prevence rakovin, ur&itych nerakovinnych
onemocnéni zavislych na hormonech a/nebo kardiovaskularnich onemocnéni u lidi,
zalozené na podavani hydroxymatairesinolu prislusné osobé. Vynalez se také tyka
zplisobu zvyseni hladiny enterolaktonu nebo jiného metabolitu hydroxymatairesinolu
v lidském séru, coZ je priginou prevence rakoviny nebo urcitych nerakovinnych one-
mocnéni zavislych na hormonech u lidi, zalozeného na podavani hydroxymatairesi-
nolu prislusné osobé. Déle se vynalez tyka farmaceutickych pFipravky, potravinovych

piisad a potravinovych vyrobkd obsahuijicich hydroxymatairesinol.

Dosavadni stav techniky

Formou odkazu jsou zde zaclenény publikace a dalsi materialy, které jsou po-
uzity k objasnéni podkladu vynalezu, zejména k poskytnuti dopliikovych detailll tyka-
jicich se praxe.

Lignany jsou definovany jako tfida fenolickych  sloutenin s
2. 3-dibenzylbutanovym skeletem. Vytvaii se sloucenim monomernich jednotek zva-
nych prekurzory, jako je napriklad kyselina skoficové, kéavova, ferulova, kumarova a
gallité kyselina (Ayres a Loike, 1990). Lignany jsou Siroce rozsifeny v rostlinach. Mo-
hou se nalézat v rlznych Castech (kofeny, listy, stonek, semena, plody), ale pre-
vazné v malych mnozstvich. V mnoha zdrojich (semena, plody) se lignany nalézaji
jako glykosidické konjugaty spojené s vldknitou slozkou rostlin. Nejbéznéj§imi zdroji
savéich prekurzor lignand v potravé jsou surové obilné vyrobky. Nejvy$si koncent-
race v jedlych rostlinach byly nalezeny ve Inéném seminku, nasledovaly surové
obilné vyrobky, zejména Zzitné. Produkce lignant u savcl z rizné rostlinné potravy je
uvedena v tabulce 1.

Vyznamna mnozstvi lignani se také nachézeji v jehliénanech. Typ lignanl se
v rznych druzich lisi a mnoZstvi lignant je v riznych ¢astech stroml rizné. Typic-
kymi lignany v jadrovém dfevé smrku ztepilého (Picea abies) jsou hydroxymatairesi-
nol (HMR), a-konidendrin, kyselina konidendrinova, matairesinol, isolariciresinol,

sekoisolariciresinol, liovil, picearesinol, lariciresinal a pinoresinol (Ekman 1979).
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Zdaleka nejcastéji se vyskytujici samostatnou slozkou lignand ve smrku je HMR, asi
60 procent celkovych lignini, ktery se vyskytuje pievazneé v nekonjugované volné
formé. Koncentrace lignind v silnych kofenech je 2 a2 3 procenta. Spousta ligninG se
vyskytuje v jadrovém drevé vétvi (5 az 10 procent) a v ohybech a zejmena v sucich,
kde m(ize byt mnozstvi ligninu vy&si nez 10 procent (Ekman, 1976 a 1979). Tyto
koncentrace jsou asi 100krat vyssi ve srovnani s mletym Inénym praskem, ktery je
znamy jako material bohaty na lignin.

Chemicka struktura hydroxymatairesinolu je

Lignan Ize izolovat napfiklad z vidken tlakového dfeva. Tato viakna pochazeji
- tlakového dreva stonkl a suku (frakce nadmérnych $tépku) zhorsujicich kvalitu pa-
piru (Ekman, 1976).

Rostlinné lignany jako napfiklad matairesinol a sekoisolariciresinol jsou strevni
mikroflérou prevedeny na odpovidajici savéi lignany enterolakton a enterodiol (Axel-
son a kol., 1982). Ty prochazeji enterohepatickou cirkulaci a jsou vylouceny v moci
jako glukuronidové konjugaty (Axelson a Setchell, 1981). Experimentalnim dikazem
chemopreventivnich Gginkd lignan( je podéavani vysokotugné stravy s moukou ze
Inéného seminka bohatou na lignany (5 % nebo 10 %) nebo s Inénymi lignany
(cekoisolariciresinoldiglykosid, SDG), které zabranilo rozvoji rakoviny prsu u krys in-
dukované antiestrogensenzitivnim DBMA (Serraino a Thompson, 1991 a 1992,
Thompson a kol., 1996a a 1996b). Doslo k omezeni proliferace epitelialnich bunék,
jadernych aberaci, rustu tumorG a rozvoje novych tumord. Vysoky pfijem lignant
mdze také chranit pred experimentainé vyvolanou rakovinou prostaty a tlustého
stieva. Dietni zito (obsahujici lignany) zabranilo ristu transplantovaného prostatic-
kéha adenokarcinomu Dunning R3327 v raném stadiu u krys (Zhang a kol., 1997
Landstrém a kol., 1998). Procento zvifat se zjevnymi nadory, objem nadorl a rych-

lost rtistu byly podstatné nizsi. Navic podavani Inénych seminek nebo SDG inhibo-
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valo tvorbu chemicky indukovanych aberujicich tubularnich zlaz v tlustém stfeve krys
(Serraino a Thompson, 1992; Jenab a Thompson, 1996). Protirakovinovy ucinek
muze byt tedy zpUsoben slabymi estrogentim / antiestrogendm podobnymi viast-

nostmi a / nebo jinymi mechanismy, které nejsou dobte pochopeny.

Vylugovani enterolaktonu moci a jeho koncentrace v séru jsou nizké u zen
s rakovinou prsu (Ingram a kol., 1997, Hultén a kol., 1998), coz naznatuje, Zze lig-
nany jsou chemopreventivni. O savéich lignanech (enterolakton a enterodiol) se usu-
zuje, ze moduluji s hormony souvisejici nadory, jako napfiklad rakovinu prsu, diky
své strukturni podobnosti s estrogeny. Enterolakton mél slabou estrogenni ucinnost
v buikach MCF-7 (Mousavi a Adlercreutz, 1992), ale nemél zadnou estrogenni ode-
2vu u hmotnosti délohy u mysi (Setchell a kol., 1981). Jako znamka pusobeni po-
dobného estrogenu zvysilo krmeni krys SDG behem brezosti a kojeni hmotnost de-
lony v dobé& odstaveni, ale efekt nebyl patrny v pozdgj$ich stadiich. (Tou a kol.,
1998). Mozné protirakovinné Gginky byly také spojovany s jejich antiestrogennimi
ucinky (Waters a Knowler, 1982). Inhibice aromatazy savéim lignanem, enterolakto-
nem, naznacuje mechanismus, kterym spotfeba na lignany bohaté potravy miZe pfi-
spivat ke snizeni na estrogenu zavisejicich onemocnéni, jako je rakovina prsu
(Adlercreutz a kol., 1993; Wang a kol., 1994). Potencialni antioxida¢ni aktivita lig-
nan(l by mohla také pfedstavovat mechanismus spojeny s preventivnim ucinkem lig-
nan{ pfi rozvoji rakoviny. Navic savdi lignany se ukazaly jako inhibitor pfemény tes-
tosteronu na 5-a-dihydrotestosteron (DHT), silny vnitrobunéény androgen,
v koncentracich dosazitelnych u lidi (Evans a kol., 1995). Snizeni koncentrace DHT
by mohlo zménit riziko rakoviny prostaty (PC) a benigni prostatické hyperplazie
(BPH).

Je mozné, Ze lignany coby prekurzory enterolaktonu mohou také zmirnit sym-
ptomy dolnich mocovych cest (LUTS) a gynekomastii. Na zakladé vysledkd obdrze-
nych na zvifecich modelech se domnivame, e estrogeny hraji dilezitou roli ve vyvoji
svalové dysfunkce Uéastnici se na uretraini dyssynergii, ktera se projevuje jako dys-
synergie kréku mocového meéchyfe nebo pseudodyssynergie vnejsiho svéraCe
(Streng a kol., nepublikovana pozorovani). Tyto neurosvaloveé zmény jsou alespon
gasteéné vraceny inhibitorem aromatézy (MPV-2213ad), coz ukazuje na roli estro-

genG. Navic gynekomastie, ktera je indukovana expozici estrogenim nebo pritom-
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nosti zvy$eného poméru estrogenu k androgentm, mUze byt Uspésné Iécena inhibi-
torem aromatdzy. Schopnost lignand inhibovat 5-a-reduktdzu a/nebo aromatazu
spojena s jejich potencionalnimi antioxidaénimi G&inky muze predstavovat mecha-
nismy spojené s preventivnimi Ucinky ligandu pfi vyvoji hormonainich onemocnéni u

muzl.

Zadné Gdaje o moznych ugincich lignand na lidi nejsou k dispozici. Soutasné
teorie o ucincich lignanli na lidi byly odvozeny ze studii GéinkG stravy dopinéné Inée-
nymi produkty (a tedy lignany). Lnéna semena ve stravé Zen zpUsobila zmeény
v menstruacnim cyklu (Phipps a kol., 1993). Subjekty, zeny s normalnim cyklem, vy-
kazovaly del$i prdmérnou délku lutedini faze a vy$s8i pomér progesteronu/
17B-estradiolu v séru béhem lutedini faze, kdyz jedly 10 g prasku z Inénych seminek
denné jako pridavek k jejich obvyklé stravé (Phipps a kol., 1993). Zadné vyznamné
rozdily v cyklech testované a kontrolni skupiny nebo v koncentracich estrogenu nebo
17B-estradiolu nebyly zjistény. Nebyly ani vyznamné rozdily mezi testovanou a kont-
rolni skupinou v koncentracich estrogent v séru u Zen v menopauze (Brzezinski a
kal. 1997). Ptidavek Inénych semen zvysil koncentraci SHBG (protein, ktery ve vel-
kém mnozstvi vaze estradiol) v séru. To je typicky estrogenni efekt v jaterni tkani.
Zvy$ena koncentrace SHGB na druhé strane snizuje biodostupnost endogennich
estrogend. U zdravych mladych muzi nemély kratkodobé (6 tydnt) pridavky Inénych
semen do stravy (10 g/den ve vdoicich) zadny vyznamny ucinek na koncentrace
testosteronu v plazmé (Shultz a kol., 1991) indikujici nedostatek estrogenicity
v muzském organismu. Shrnuto, tyto studie ukazuji, Ze lignany mohou mit slabé
hormonalni (estrogenni a antiestrogenni) Uinky, ale mechanismus jejich uginkd ne-
muze byt plné popsan hormonalnimi efekty.

Na zavér, izolované savéi lignany nebyly dfive k dispozici v dostateéném
mnozstvi, aby mohly byt pouzity k pokusim na zvifatech nebo pri klinickych testech,
a jedina moznost, jak zvysit piijem lignanu, byla zvysit spotiebu na viakniny bohatych
slozek potravy, jako jsou Inéna seminka. HMR nebo jakykoli jiny lignan, ktery je efek-
tivné pfeménén na enterolakton, a mize byt produkovan/izolovan ve vétsich mnoz-

stvich, bude cenny pii rozvoji farmaceutickych pripravki a potravinovych produktd
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jako jsou funkéni potraviny pro chemoprevenci rakoviny a dalsich hormonalnich a

kardiovaskularnich onemocnéni.

Podstata vynalezu

Z jednoho hlediska se tento vynélez tyka zpUsobu prevence rakoviny, urcitych
nerakovinnych onemocnéni zavislych na hormonech a/nebo kardiovaskulamich
onemocnéni u lidi, a zahrnuje podavéni ucinného mnozstvi hydroxymatairesinolu

nebo jeho geometrického izomeru nebo jeho stereoizomeru.

7 dalsiho hlediska se vynalez tyké zpUsobu zvySeni hladiny enterolaktonu
nebo jiného metabolitu hydroxymatairesinolu v lidském séru, coz je pri€inou pre-
vence rakoviny nebo urgitych nerakovinnych onemocnéni zavislych na hormonech u
lidi, coz zahrnuje podavani ucinného mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho

geometrického izomeru nebo jeho sterecizomeru této osobé.

Ze tietino hlediska se vynalez tyka farmaceutickych pripravkd obsahujicich
G&inné mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho geometrického izomeru nebo jeho

stereoizomeru v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.

Ze &tvrtého hlediska se vynalez tyka produktu, obsahujiciho kapalnou nebo
pevnou latku obohacenou hydroxymatairesinolem nebo jeho geometrickym izome-

rem nebo jeho stereoizomerem, pro pouZiti jako pfisada do potravinovych vyrobku.

Z péatého hlediska se vynalez tyka potravinového vyrobku, obsahujiciho ucinné
mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho geometrického izomeru nebo jeho stereo-

izomeru.

Z jesté jednoho hlediska se vynalez tyk& zpusobu zvyseni stability potravino-
vého vyrobku obsahujiciho pfidavek ucinného mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo
jeho geometrického izomeru nebo jeho stereoizomeru v uvedeném potravinovém
vyrobku.



Prehled obrazki na vykresech

Obrazek 1 ukazuje koncentratni zévislost inhibice aromatazy lignany v JEG-3 bun-
kach.

Obrazek 2 ukazuje proliferaci bunék MCF-7 v pritomnosti a nepfitomnosti HMR.
Obréazek 3 ukazuje délozni hmotnost nedospélych krys krmenych HMR nebo inhibito-
rem aromatazy.

Obrazek 4 ukazuje protinadorové ucinky HMR vUé&i nadoru prsni zlazy indukovanému
DMBA u samic krys.

Obrézek 5 ukazuje vyluéovani enterolaktonu v mocCi krys krmenych raznymi davkami
HMR.

Priklady provedeni vynalezu

Tento vynalez se tyka pouziti lignanu, hydroxymatairesinolu (HMR) pro pre-
venci rakovinnych, nerakovinnych, na hormonech zavislych onemocnéni a kardio-
vaskularnich onemocnéni pridavanim uvedeného HMR do potravin nebo jeho pouzi-
tim jako farmaceutického pfipravku. Piekvapivé HMR je metabolizovén in vivo na
enterolakton, o némz se predpoklada, ze je alespori ¢aste¢né zodpovédny za proti-
nadorové viastnosti lignanti. Antioxidacni aktivita HMR in vitro je silna a tato vlastnost
naznaduje, ze HMR mizZe také zabranit kardiovaskularnim onemocnénim diky
ochrannému uéinku proti $kodlivym volnym slouéeninam kysliku v téle. Vynalez se
také tyka pouziti HMR jako pfisady do potravin ke zvy$eni stability potravin (napfi-
klad inhibuje oxidaci lipidl a pigmenta a ztraty vitamintl, coz zpUsobuje ztratu nutriéni

hodnoty a vznik nezadoucich pachovych latek v potravinach).

Metoda podle tohoto vynalezu je obzviasté Géinna v prevenci rakovinnych
onemocnéni jako je rakovina prsu, rakovina prostaty a rakovina tlustého stfeva, ne-
rakovinnych na hormonech zavislych onemocnéni jako jsou symptomy doini Casti
mocovych cest, uretraini dyssynergie, nestabilita mocového méchyie, ucpani vytoku
mocového méchyfe, benigni prostaticka hyperplazie a gynekomastie u muzd, a kar-

diovaskularnich onemocnéni zplsobenych oxidovanym LDL v séru.



" eev s L X L LX)
L] . .
7 ° e

L] * -

swe>
esse
LR
.
esew
XX R
[XXXXR}

.
* L]
oaee L LA L X LR LR X J

Farmaceuticky ptipravek podle tohoto vynalezu je s vyhodou k oralnimu poda-
vani. Potfebné mnozstvi aktivni slozky (HMR) bude rtizné podie konkrétnich podmi-
nek. Typické davka se pohybuje od zhruba 10 po zhruba 100 mg na den a dospélou

osobu.

Co se ty&e potravinové pfisady podie vynalezu, muze byt hydroxymatairesi-
nolem obohacena jakakoli jedla netoxickéd pevna nebo kapalna latka vhodna ke smi-
chani s HMR bez ovlivnéni viastnosti HMR. Hlavni roli této latky je usnadnit pfesné
davkovani HMR. Vhodna koncentrace je napfiklad od 100 mg do 1 g HMR na 100 g

obohacovane latky.

Potravinovym produktem podle tohoto vynalezu jsou zejména funkéni potra-
viny, nutriéni doplnék, Ziviny, farmaceutické potravinové pfipravky, doplikova vyziva,
zdrava vyziva, potravinové vzorky, nebo jakykoli potravinovy produkt. Vhodna kon-
centrace HMR v potravinovych produktech je napfiklad od 1 do 20 mg HMR na 100 g
potravinového produktu.

Funkéni potraviny podle tohoto vynalezu mohou byt napfiklad maslo, mar-
garin, susenky, chléb, sladké pecivo, bonbony, cukrovinky, jogurt nebo jiny fermento-
vany mléény vyrobek, nebo cerealie jako je musli.

Ptidavek hydroxymatairesinolu je u¢inny zejména pro zvyseni stability potravin
ve smyslu inhibice oxidace lipidQ, vitamin( a pigmentu, ktera zpUsobuje ztratu nut-
riéni hodnoty a vznik nezadoucich pachovych latek v potravinach. Vhodna koncent-
race HMR pro tyto Ucely je napfiklad okolo 0,1 %.

Izolace HMR pro pouziti v tomto vynalezu mize byt provedena z frakce nad-
meérnych $tépk( (zahrnujici vétve, ohyby a suky) tlakového dfeva a pouziti HMR je

v prevenci onemocnéni jako je rakovina a kardiovaskularni onemocneéni.

Vlastnosti HMR byly zkoumany sedmi riznymi zkouskami:
1. Méfeni antioxidacni kapacity in vitro
2. Méreni kapacity inhibice aromatazy v bunkach JEG-3
3.

Mé&rfeni estrogenni a antiestrogenni aktivity v kulturach bunék MCF-7
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4. Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity biologickou zkouskou ristu délohy

5. Méreni estrogenni a antiestrogenni aktivity u dospélych samcl krys

6. Zkoumani protinadorové aktivity na modelu rakoviny prsni zlazy u krys induko-
vané DMBA

7. Analyza metabolitd v mo¢i krys po riznych davkach HMR

Izolace a cisténi HMR v mnozstvich dostate¢nych pro biologické testy byly
diive nemozné, protoZze jde o soucast lignanu dreva, které byly pomérné $patné
chrakterizovany. Pochopeni distribuce HMR v raznych ¢astech smrku (Ekman 1976 a

1979) poskytlo prilezitost k detailnimu studiu lignant a zejména HMR.

Mezi davkami HMR a mnozstvim enterolaktonu v modéi byla nalezena linearni
karelace. Enterolakton je dobfe znamy savci lignan vytvareny stfevnimi bakteriemi
z matairesinolu nebo oxidaci enterodiolu (Axelson a Setchell, 1981: Axelson a kol.,
1982). V moci bylo nalezeno jen nepatrné mnozstvi nemetabolizovaného HMR a dal-
sich metabolitl (enterodiol a 7-hydroxyenterolakton). Jejich mnoZstvi zlstala nezmé-
néna, i kdyz byla zvySovana denni davka HMR. Tyto poznatky ukazuji, 2e HMR byl
metabolicky pfeménén na enterolakton, a dale Ze enterolakton vznikly z HMR de-
methylacnimi a dehydroxylaénimi pochody neni pfeménovan na enterodiol. Na za-
kladé struktury HMR se o¢ekavalo, ze 7-hydroxyenterolakton bude hlavnim metabo-
litem HMR, ale nebylo to tak. Béhem metabolismu dochazi k eliminaci této
hydroxylové skupiny. Metabolismus HMR se li$i od metabolismu SDG. SDG je meta-
bolizovan na enterodiol, ktery je ¢astec¢né oxidovan na enterolakton (Rickard a kol.,
1996, Lampe a kol., 1994). HMR tak nabizi vyhodu oproti SDG coby pfimy prekurzor

enterolaktonu.

HMR mél slaby, pokud vibec néjaky, estrogenni tcinek na délohu krys nebo
na samci organismy. V burfikdch MCF-7 ukazoval slabou, ale nijak vyznamnou akti-
vitu podobnou estrogenni. U HMR nebyla prokédzana zadna antiestrogenni aktivita.
Proto je tedy pfekvapivé, Ze HMR ma vyznamnou protinadorovou aktivitu v modelu
nadoru indukovaného DMBA u krys, jak ukazuje obrazek 2. Aktivita HMR mlze byt
zpGsobena HMR samotnym nebo enterolaktonem. Nicméné u chemopreventivnich
ugink HMR nebyla nalezena zadna zavislost na davce, kdyz byl HMR podéavan ve
dvou riznych davkach (3 a 15 mg/kg) krysam po podavani DMBA. Tudiz HMR ne-
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musi byt pfeveden na enterolakton, aby mél protinadorovy Ucinek, nebo mensi davky

téchto lignanl jsou dostate¢né k docileni maximalnich chemopreventivnich G€inku.

HMR je velmi G&inny antioxidant, jak ukazuji tabulky 2 a 3. Je jeden
z nejidinnéjsich znamych inhibitort peroxidace lipidl a vynikajici inhibitor oxidace
LDL. Inhibice oxidace LDL je povazovéana za zvlasté dutlezitou u lidi, protoZze kon-
centrace oxidovaného LDL v séru je povazovana za jeden z nejlepsich predpovida-
tels kardiovaskularnich onemocnéni jako je ateroskleréza. HMR muze slouzit jako
potravinova piisada ke zvyseni stability potravin (napfikiad K inhibici oxidace vita-
mind, lipidd a pigmentd, ktera zpsobuje ztratu nutriéni hodnoty a vznik nezadoucich
pachovych latek v potravinach), protoze HMR byl mnohem lepsim Cinidlem odstranu-
jicim hyperoxidové anionty a peroxylové radikély neZ dobre znédmé antioxidanty bu-
tylovany hydroxyanizol (BHA) a butylovany hydroxytoluen (BHT), které jsou bézné

pouzivany pro zvy$eni stability potravin.
EXPERIMENTY:

Chemikalie

U rbznych lignani byla in vitro testovana estrogenicita, antiestrogenicita,
schopnost inhibovat aromatizaci a jejich antioxidaéni viastnosti. Slozky testu byly po-
Fizeny z nasledujicich zdroji: enterodiol a enterolakton od firmy Plantech, Londyn,
Velka Britanie, a 7-hydroxyenterolakton obsahujici dva 7-OH enantiomery byl velko-
rysy dar od Dr. Kristiny Wahala, Ustav aplikované chemie, Helsinské Univerzita, Fin-
sko.

Extrakce HMR ze dieva

Extrakty HMR byly izolovany z norského smrku (Picea abies), jak uvadi Ek-
man, 1976 a Ekman, 1979. ve strucnosti, rozemleté jadrové drevo vysusené za
zmrazeného stavu bylo extrahovano Soxhletovou extrakci hexanem, ¢imz byly od-
stranény nepolarni lipofilni slouceniny. Vzorek dreva byl pak znovu extrahovan
v témze piistroji ve smési aceton/voda (v objemovém poméru 9:1), a tak byly ziskany
surové lignany. Hydroxymatairesinol (HMR) a jeho izomery byly izolovany a chro-
matograficky precistény XAD-pryskyfici.
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Méfeni antioxidaéni kapacity in vitro

Antioxidaéni kapacita lignant byla odhadovana &tyfmi riznymi metodami:
1) testy inhibice peroxidace lipidd, 2) testy inhibice oxidace nizkohustotnich lipopro-
teind (LDL), 3)testy pohlcovani hyperoxidovych aniontd a 4) testy pohlcovani

peroxylovych radikalu.

Inhibice peroxidace lipidh byla vyhodnocena na zakladé jejich ucinnosti inhi-
bovat peroxidaci lipidd vyvolanou terc.-butylhydroperoxidem (t-BuOOH-LP)
v mikrosomech jater krys in vitro (Ahotupa a kol. 1997). Test na t-BUOOH-LP byl pro-
veden nasiedovné: 0,8 ml pufru (50 mM uhliitanu sodného, pH = 10,2 , s 0,1mM
EDTA) bylo napipetovano do luminometrické kyvety. Bylo pfidano dvacet mikrolitrd
zfedénych jaternich mikrosomti o koneéné koncentraci 1,5 mg proteind/ml, pak 6 mi
luminolu (0,5 mg/ml) a testované chemikalie. Testované slougeniny byly pfidany do
inkubaénich smési v malém objemu nafedéném ethanolem nebo dimethylsulfoxidem
(2 % inkubaéniho objemu) a uginnost peroxidace lipidQ byla porovnana s Ucinnosti
slepého vzorku (ethanolu nebo dimethylsulfoxidu). Reakce byla iniciovana 0,05 ml
0,9mM t-BuOOH pfi 33 °C. Po dobu zhruba 45 minut byla v minutovych intervalech
méfena chemiluminiscence a pak byla vypoctena plocha pod kfivkou (integral). Me-
¥eni chemiluminiscence byla provedena za pouZiti luminometru Bio-Orbit 1251 (Bio-

Orbit, Turku, Finsko) pfipojeného na PC s pouzitim softwaru uréeného pro tyto testy.

Inhibice oxidace LDL byla odhadnuta jak uvédi Ahotupa et al, 1996. Kratce:
LDL byl izolovan srazenim s pufrovanym heparinem. Po resuspengaci ve fosfatovém
pufru byl pfidan 20 mM CuClz a smés byla inkubovéna 3 hodiny pfi 37 °C . Poté byly
LDL lipidy extrahovany smeési chloroformu a methanolu, vysuseny pod dusikem,
znovu rozpus$tény v cyklohexanu a spektrofotometricky analyzovany pfi 234 nm. Ab-
sorbance je ukazatelem oxidace LDL. Pro zji$téni schopnosti riznych sloucenin za-
branit oxidaci LDL byly tyto slougeniny pfidavany do inkubaéni smési pred pfidanim
CuCl,. Mozné interference testovanych sloucenin s procesem biotestu byly vylou-
geny méfenim absorbance pii 234 nm pred a po inkubacéni dobé. Pro ty slouceniny,
které ukazovaly antioxida¢ni Gginky pfi podateéni koncentraci (0,1mM), byly stano-
veny hodnoty IC 50 (tj. koncentrace, pfi kterych testovana sloucenina inhibuje oxidaci
LDL z 50 %).
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Metoda pohlcovani hyperoxidovych aniontu byla zalozena na hyperoxidovych
aniontech vyprodukovanych za kontrolovanych podminek xantin-xantin oxidazovym
systémem a na luminometrické detekci generovanych reaktivnich Castic kysliku
(Ahotupa a kol., 1997). Byla vyhodnocena schopnost testovanych sloucenin snizovat
chemiluminiscenci. Byla vypoétena koncentrace IC 50 (koncentrace, ktera zabranila

chmiluminiscenci z 50 %).

Biotest pohlcovani peroxylovych radikall byl zalozen na generaci peroxylo-
vych radikall tepelnym rozkladem 2 2"-azo-bis(2-amidinopropanu)HCI a jejich che-
miluminiscenéni detekci (Ahotu"pa a kol., 1997). Vysledky byly vypocteny jako stechi-
ometricky faktor, tzn. kolik mold peroxylradikall m(ize byt pohiceno jednim molem

testované slouceniny.

Méeni kapacity inhibice aromatazy v burikach JEG-3

Uginky HMR a strukturné piibuznych lignanG (enterolakton, enterodiol a
7-hydroxyenterolakton)  byly ~zkoumany na tvorbé 3H-17p-estradiolu  z
34-andostendionu v buikach JEG-3, bunécné linii lidského choriokarcinomu. Chorio-
karcinomové bunky JEG-3 jsou uZiteCnym aromatazovym modelem umoznujicim
zkoumat inhibici aromatazy in vitro (Krekels a kol., 1991). Buriky byly ziskany z
DMEM obsahujiciho 10% plodové sérum telete (FCS). Inkubaéni smés obsahovala
50 u! *H-androst-4-en-3,17-dionu (0,5 nM), 50 I neoznateného androstendionu
(0,5 nM), 100 pl testovanych sloucenin (10 mM) a 800 pl bunétné suspenze (1 milion
bunék). Po 4hodinové inkubaci byly pfidany neoznacené nosice (androstendion,
testosteron, 17B-estradiol a estron). Steroidy byly extrahovany dvakrat 3,0 mi
dichlormethanu. Pro separaci a kvantifikaci radioaktivné ozna&eného >H-178-estra-
diolu byla pouzita HPLC, jak bylo papsano diive (Makela a kol., 1995). Kolonovy
systém se skladal z predkolony nasledované analytickou kolonou C18 150 x 3,9 mm
ID (Technopak 10 C18 HPLC Technology, Wellington House, Cheshire, Velka Brita-
nie). Mobilni faze byla smés acetonitril/voda (35/65) a pratok byl 1,2 ml/min. Pro in-
line detekei radioaktivnich metabolitd byl eluent z HPLC kolony kontinualné smicha-

van s kapalnym scintilantem a pak monitorovan in-line detektorem radioaktivity.
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Méfeni estrogenni a antiestrogenni aktivity v bunéénych kulturach MCF-7

Konzervy kultury bunéénée linie MCF-7 (bunky rakoviny prsu u lidi) byly kultivo-
vany na RPMI mediu bez fenolové cervené, obohaceném 5 % FCS, 100 jednotka/mi
penicilinu a 100 pg/mi streptomycinu, 10 pg/mi inzulinu, @ 1 nM 17B-estradiolu
v kultivaénich lahvich T-75. Medium bylo vyménovano za Cerstve tfikrat tydné. Kon-
zervy kultury byly sklizeny trypsinizaci a suspendovany v 10 ml roztoku EDTA bez
fenolové &erveni a centrifugovany 5 min pii 800 ot /min. Bun&¢na peleta byla opatrné
resuspendovana v RPMI mediu obohaceném 5 % FCS s stripovanym dextranovym
uhlim (dcFCS) a naockovana na 6 misek sjamkami, 50 000 bunék/3,0 ml me-
dialjamka. Druhy den kultivace bylo medium vyménéno a byly pridany testované
slougeniny. Lignanové slouceniny byly pro test estrogenicity nafedény ethanolem a
ptidany k bunéénym kulturam o koneéné koncentraci 1,0 M. U kazdého proliferaéniho
testu byl pouzit 1,0nM roztok 17B-estradiolu v ethanolu jako pozitivni kontrola estro-
genni odezvy. Stejna mnozstvi ethanolu byla pfidana do kontrolnich jamek. Pro test
antiestrogenicity byly k bunécnym kulturam pridany roztoky 17B-estradiolu i lignanu.
Burky byly kultivovany 5 az 7 dni v pfitomnosti testovanych sloudenin a medium bylo
ménéno kazdy druhy den. Bunécna proliferace byla kvantifikovana spocitanim uvol-

nénych jader Coulterovym scitacem.

Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity uterotropickym testem nedospélych
krys

Estrogenicita HMR byla vyhodnocena uterotropickym biotestem u nedospe-
lych krys, ktery byl realizovan jak bylo uvedeno dfive (Jordan a kol., 1977),
s vyjimkou doby trvani, ktera byla 7 dni misto 3 dnii uvadénych v odkazované studii.
Doba trvani byla deisi kvili ocekavané slabe estrogenicité testované slouceniny. PU-
sobeni inhibitoru aromatazy (MPV-2213ad) na nedospélé krysy, ktery zabranuje bio-
syntéze estradiolu, bylo pouzito jako metodologicka kontrola pro delohu, ktera nebyla

stimulovana estrogenem.

Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity u dospélych samcl krys
Estrogenni (antiandrogenni) resp. antiestrogenni U¢inky HMR byly zkoumany
na nedotéeném resp. hypoandrogennim Noblové kmenu samcll krys (stéfi 6 az 9

mésic). Chronicky hypoandrogenni stav se strukturnimi i funkénimi zménami na
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sam&im reprodukénim traktu byl indukovan neonatalni estrogenizaci (diethylstil-
bestrol, 10,0 pg/kg télesné vahy v fepkovém oleji s.C. v prvnim az patém postnatal-
nim dni). O téchto zménach se vi, Zze jsou Castetne vratné pusobenim inhibitoru
aromatazy pii denni davce MPV-2213ad 10 az 30 mg/kg télesné vahy (Streng a kol.

— nepublikovana pozorovani).

Zvifata byla krmena zakladni stravou bez obsahu sdji (SDS, Whitham Essex,
Anglie) a méla volny pfistup k vodé. Dvanact zvifat z nedotéené a dvanact z hypo-
androgenni skupiny bylo krmeno denni davkou HMR 50 mg/kg télesné vahy
v fepkovém oleji. Druhych dvanact zvitat z obou modelovych skupin dostavalo fep-
kovy olej jako placebo. Po &tyfech tydnech podavani byla zvifata utracena. Byly zjis-
tény hmotnosti varlat a piidatnych pohlavnich 314z (ventralni prostata, semenné
vaeky a koagulujici Zlaza). Imunotesty byly zjitény hladiny testosteronu v séru a ve
varlatech a luteinizaéniho hormonu (LH) v hypofyze a séru (Haavisto a kol., 1993).

Zkoumani protinadorové aktivity na modelu rakoviny prsni zlazy u krys indukované
DMBA

Protinadorova aktivita HMR u rakoviny prsni 2lazy u krys byla studovana jak
bylo popsano dfive (Kangas a kol., 1986). 50 dni starym samicim Sprague-Dawleovy
krysy bylo podavéno 12,0 mg DMBA (dimethylbenz[a]anthracen). Po pfiblizné 6 tyd-
nech bylo mozno zaznamenat zjevné nadory, a potom byla jednou tydné méfena
$itka (w) a délka (1) nadort, aby mohly byt stanoveny objemy nador podie vztahu
V = (m.WA1)12 . Krysy byly také jednou tydné vazeny. Krysy byly rozdéleny do tii riz-
nych skupin tak, aby celkovy pocet nadorl na zatatku experimentu byl podobny
v kazdé skupiné: (1) 8 zvirat — kontrolni skupina, (2) 7 zvifat - 3,0 mg/kg HMR, (3) 7
zvitat - 15,0 mg/kg HMR, z nichz muselo byt jedno zvife utraceno pred skoncenim

experimentu.

HMR byl podavan per os (Usty) a podavani zacalo 9 tydnd po indukci DMBA,
tj. 3 tydny poté, co se objevily nadory, a byl podavan denné po dobu 7,5 tydne. Na
konci experimentu byly nadory klasifikovany podle zpisobu jejich ristu do skupin: 1.
Rostouci tumory (PD - progresivni onemocnéni), 2. Nerostouci, stabilizované nadory
(SD — stabilizované onemocnéni, zadné zmény objemu tumort nebo regrese (Ustup)

mensi nez 75 %), 3. Regresivni (ustupujici) nadory (PR — tasteéna odpovéd, regrese
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objemu nadoru vetsi nez 75 %), 4. Zmizelé nadory (CR - upina odpovéd, zadny

zjevny néador).

Analyza metabolitd v moCi krys po riznych davkach HMR

Ke zkoumani metabolismu HMR in vivo bylo pouzito deset samcu Sprague-
Dawleovych krys (stéfi 4 mésice). Béhem studie byla zvifata chovana v parech s
12hodinovym cyklem svétlo-tma, méla volny pfistup k vodé a zakladni stravu bez
obsahu séji (SDS, Whitham Essex, Anglie).

Krysam byl podavan HMR rozpustény v 10 % ethanolu v PEG, v davkach 3,
15, 25 a 50 mg/kg télesné vahy jednou denné po dva dny. Po druhé davce byl se-
bran 24hodinovy vzorek moci do metabolickych kosl ve sbérnych nadobéch, které
obsahovaly 120 ul 0,56 M kyseliny askorbové a 120 pl 0,15 M azidu sodného jako
konzervacni ¢inidla. Byly zjistény objemy odstiedéné modi a vzorky byly uskladnény
pii —20 °C. Jako piedpfiprava bylo do 3,0 ml rozmrazeného vzorku pfidano 750 pl
0.2 M acetatového pufru. (pH = 40 + 0,1). Pro extrakci moci byly pouzity kolony
Sep-Pak C18 (100 mg pryskyfice na bazi silikagelu/kolonu). Kolony byly predpfipra-
veny 3,0 ml H20, 3,0 ml methanolu a 3,0 ml acetatoveho pufru. Poté, co byla moc¢
prefiltrovana pfes kolonu a vymyta 3,0 mi acetatového pufru, byly eluovany poly-
fenoly s 3,0 ml methanolu. Eluat byl odpafen do sucha pod dusikem na vodni lazni
pii +45 °C a vysusené zbytky byly znovu rozpustény ve 3,0 ml 0,2 M acetatového
pufru. Bylo pfidano 30 pl smési enzym( Helix pomatia a roztoky byly inkubovany pri
37 °C, aby doslo k hydrolyze glukuronidd i sulfat. Do hydrolyzovanych vzorkd bylo
piidano 300 pl stalého roztoku flavond (100 pg/ml v ethanolu). Vzorky byly extraho-
vany na kolonéach C-18 a odpareny do sucha vyse uvedenym zplsobem, a pak ulo-

seny pfi —20°C az do analyzy GC-MS.

Odparené vzorky moci byly rozpustény v pyridinu a silylovany pridavkem sily-
laéniho ginidla BSTFA:TMCS (10:1). Analyza GC-MS silylovanych vzorkl byla pro-
vedena na pristroji GC-MS HP 6890-5973. Kolona pro plynovou chromatografii byla
HP-1 se zesiténym methylpolysiloxanem (15 m x 0,25 mm id, tioustka filmu
0,25 um). Jako nosny plyn bylo pouzito helium o pritoku 1 mi/min. GC pec byla na-
programovéana od 60 °C do 290 °C, se zahfivanim 8 °C /min. GC injektor byl



15 "

XX

v rezimu split (délicovy) se split pomérem 1:15. Teplota injektoru byla 250 °C. Slou-
geniny byly identifikovany na zakladé hmotnostniho spektra. Kvantitativni vyhodno-
ceni bylo zalozeno na nekarigavanych plochach pik(s cilovych sloucenin v porovnani

s vnitinim standardem.
VYSLEDKY

Posouzeni antioxidaéni kapacity in vitro

HMR ma silngjsi peroxidacni kapacitu lipid(i nez jakykoli jiny lignan nebo fla-
vonoid z nasich testl (tabulka 2). HMR byl porovnavan s dobre znamym antioxidan-
tem TROLOX, coZ je ve vodé rozpustny derivat vitaminu E, a déle s BHA a BHT, ato
ve schopnosti inhibovat peroxidaci lipidu, inhibovat oxidaci LDL a pohlcovat hyper-
oxidové a peroxylové radikaly (tabulka 3). HMR byl celkové nejsiingj$i antioxidant,
ucinnéjsi nez BHA nebo BHT ve vsech testech, a silngjsi nez TROLOX ve vsech
testech kromé testu na inhibici peroxidace lipid(, kde tyto slougeniny byly témef

stejné ucinné.

Kapacita inhibice aromatazy v burikach JEG-3

Inhibice tvorby 2H-17p-estradiolu z *H-androstendionu v burikach JEG-3 byla
testovana pfi riznych koncentracich HMR. Inhibi¢ni kapacita HMR byla porovnavana
s enterolaktonem, 7-hydroxyenterolaktonem a enterodiolem. Enterolakton zpUsobil
na davce zavislou inhibici aromatizace v rozmezi koncentraci od 1,0 do 10,0 uM.
Dale se ukazalo, ze enterodiol byl neinhibi¢ni, coz ukazuje, ze laktonovy kruh je pro
inhibici kriticky. 7-hydroxyenterolakton a hydroxymatairesinol nevykazovaly zadny
inhibiéni uginek (obrazek 1), coz ukazuje dilezitost poétu a umisténi hydroxylovych

skupin v molekule lignanu pro inhibici aromatazy.

Estogenni a antiestrogenni aktivita v kulturach bunék MCF-7
HMR mél velmi slabou, statisticky nevyznamnou estrogenni nebo antiestro-

genni aktivitu pfi testech proliferace bunék MCF-7, jak ukazuje obrazek 2.
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Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity pfi uterotropickém testu nedospélych
krys

Obrazek 3 ilustruje Géinky HMR na rust délohy nedospélych krys. HMR nemél
Zadny vyznamny estrogenni Uc¢inek na prfirlistek hmotnosti délohy nedospélych krys.
HMR ani nesniZzoval pfirustky hmotnosti, coz ukazuje na nulovy antiestrogenni Uci-
nek. Inhibitor aromatézy zabranil ristu hmotnosti délohy podle o&ekavani, coz uka-
zuje, ze metoda méfeni inhibitorl aromatazy byla adekvatni.

Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity u dospélych samcu krys

Po &tyftydennim ptsobeni HMR nebyly u kontrolnich a hypoandrogennich zvi-
fat pozaorovany zadné vyznamné zmény hmotnosti pfidatnych pohlavnich zlaz a var-
lat (tabulka 4). Nebyly ani vyznamné zmény koncentraci testosteronu nebo LH (ta-
bulka 5). Tyto vysledky ukazuji, Zze HMR neni v sam¢&im organismu Upliny estrogenni
antagonista, protoze nevykazuje typickou estrogenni aktivitu na ose hypotalamus -
hypofyza ~ gonada (inhibice LH a sekrece androgenu). HMR neni ani antiestrogen,

protoze nevraci zmény indukované neonatalni estrogenizaci u samcu krys.

Zkoumani protinadoroveé aktivity na modelu rakoviny prsni Zlazy indukované DMBA u
krys

Podcet rostoucich (PD) nadoru versus pocet stabilizovanych (SD), regresivnich
(PR) a zmizelych (CR) nadorl je na obrazku 4. Protinddorovy Ucinek HMR byl shie-
dan statisticky velmi vyznamnym. Na tomto modelu nebyla Zadna jasna zavislost
protinadorového ucéinku na davce. Antioxidacéni rist i rist nadoru potlacujici viastnosti
HMR mohou tedy souviset s protinadorovou aktivitou in vivo. Mechanismus protina-

dorové aktivity HMR in vivo je dosud neznamy.

Analyza metabolitd z moci krys po rliznych davkach HMR

Obrazek 5 ilustruje, Ze hlavnim vyluCovanym metabolitem HMR u krys je ente-
rolakton, ktery muze byt onou biologicky aktivni slouceninou. Je to prekvapujici, kdyz
se vezme v Uvahu chemicka struktura HMR, protoze by se dalo o¢ekavat, ze hlavnim
metabolitem bude hydroxyenterolakton. Pfeména HMR na enterolakton mlze byt
katalyzovana spise stfevni mikroflérou nez jatry krys.
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Hydroxymatairesinol (HMR) mé na modelu rakoviny prsu indukované DMBA
protinadarové ucinky bud jako nezménéna sloutenina a/nebo po pieméné na ente-
rolakton. HMR by tedy mohl mit potenciaine prospésné ucinky na lidi ohrozené roz-
vijejici se rakovinou prsu (BC), prostaty (PC), nebo tlustého stieva nebo benigni pro-
statickou hyperplazii (BPH). HMR je metabolizovan na enterolakton, ktery inhibuje
aromatizaci in vitro. HMR muze jako prekurzor inhibitoru aromatazy také zabranit
rozvoji symptomd dolnich mocovych cest (LUTS), nestability mo&ového meéchyre,
ucpani vytoku mocoveho méchyfe, uretraini dyssynergie a gynekomastie. HMR ma
také silnou antioxidaéni aktivitu a muze proto byt pouzit jako pfisada do potravin
(antioxidant). HMR jako farmaceuticky pripravek nebo potravinovy dopinék muze mit
prospésné kardiovaskularni ucinky u lidi. Pfidavani HMR do potravin za ucelem vy-
tvoFit nové funkéni jidlo, doplikovou vyzivu, zdravou vyzivu, farmaceuticky potravi-

novy piipravek, potravinové vzorky nebo nové jidio je mozné.

Bude ocenéno, ze metody tohoto vynalezu maji mnoho jinych pouZiti, z nichz
jen nékolik je zde uvedeno. Specialistim v oboru bude ziejmé, ze existuji dalsi pou-
3iti a neodchyluji se od ducha vynalezu. Popsanéa pouziti jsou tedy ilustrativni a ne-
méla by byt chapana jako omezujici.
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Tabulka 1:

Produkce savcich lignand z rdznych rostlinnych potravin fermentaci in vitro pomoci
lidské strevni flory

ug/100 g

MOUKA ZE LNENEHO SEMINKA 68 000

SOJOVE BOBY 170
OBILNE OTRUBY:

PSENICE 570

OVES 650
CELE OBILOVINY:

ZITO 160
BRAMBORA 80
MRKEV 350
CIBULE 110

"Thompson a kol.: Nutrition and Cancer, 1991, 16:43-52



Tabulka 2:

ANTIOXIDACNI VLASTNOSTI LIGNANU A NEKTERYCH PRIBUZNYCH FLAVO-
NOIDU /N VITRO ZJSTOVANE TESTEM INHIBICE PEROXIDACE LIPIDU

Slouéenina

Antioxidacni kapacita
(t-BUOOH-LP)

koncentrace ICsp (uM)

Flavonoidy

kaempferol
(3,4',5,7—tetrahydroxyf|avon)

kvercetin
(3,3’,4',5,7-pentahydroxyf|avon)

kaempferid
(3,5,7—trihydroxy-4’—methoxyflavon)

Lignany

enterolakton

2,3—bis-(3'—hydroxybenzyl)butyrolakton

enterodiol

2,3-bis-(3’-hydroxybenzyl)—butan-‘l ,4-diol

hydroxymatairesinol

0,9

0,4

0,5

15,9

12,7

0,08
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Tabulka 3:

POROVNANI ANTIOXIDACNICH UCINKU HMR A ZNAMYCH ANTI
VITRO. Jsou uvedeny koncentrace 1C 50, kromé testu pohl

kala, kde je uveden stechiometricky faktor (tzn.

méize pohltit jeden mol testované slouceniny).

HMR'
Inhibice peroxidace lipidu 0,06 uM
Inhibice oxidace LDL 2,0 uM
Pohlicovani hyperoxidovych aniontd 5,6 uM
Pohlcovani peroxylovych radikald 1:4

TROLOX?

0,02 uM

2,7 uM

25 uM
1:2

OXIDANTU IN

covani peroxylovych radi-

kolik moll peroxylovych radikalu

BHA®  BHT*

1,1uM 153 uM
nestanoveno

15uM  >1mM

nestanoveno

Thydroxymatairesinol

2 Jerivat vitaminu E rozpustny ve vodé

3 butylovany hydroxyanizol (synteticky antioxidant)
4 butylovany hydroxytoluen (synteticky antioxidant)

Metody stanoveni byly popsany v textu.
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Ucinek &tyitydenni expozice HMR na relativni hmotnosti reprodukénich organu

samcu krys '

L Podavano n | Télesna | Varlata | Ventralni | Semenny Koagulacni
hmotnost prostata vacek Zlaza
g mg/kg télesné hmotnosti
Nedotéena | Placebo 12 [226+28 | 4362+ 170 | 909 + 146 | 412+43 | 223449
zvirata HMR (50 mg/kg) | 12 | 447 +38 | 4223 +304 | 938 + 148 | 419+59 | 204 +48
Hypoandro- | Placebo 12 | 481 +29 | 3340+ 509 | 333+ 188 | 249+63 | 69£49
genni zvifata |HMR (50 mg/kg) | 12 | 455+ 36 | 3276 +327 | 378198 | 266+ 49 | 70+30

! Data jsou vyjadiena jako pumer + smérodatna odchylka (mg/kg télesné hmotnosti).

Relativni hmotnosti po podavani HMR nejsou vyznamné odlisné od hmotnosti po

podavani placeba v obou skupinach.

Tabulka 5:

Uginek &tyrtydenni expozice HMR na koncentrace testosteronu a LH u samcu krys'

Podavano n Testosteron | Testosteron |LH v hypofyze LH v séru
ve varlatech v Séru {(ng/jamku)
(ng/varle) {ng/m) {ng/ml)
Nedotéena |Placebo 12 | 976+463 | 2,405+ 1,122 | 6,747 +2,479 | 1,804 +1,294
zvirata 50 mg/kg HMR | 12 |112,9+58,5|2,770+1,421 | 6,838 2,061 | 1,088 +0,352
Hypoandro- | Placebo 12 | 35+259 | 1,197 £0,663 | 8,673 +2,224 | 0,712+ 0,371
genni zvifata |50 mg/kg HMR | 12 | 480+152 | 0,939+ 0,431 | 7,530 +2,286 | 0,854 + 0,333

! Data jsou vyjadfena jako prumer + smérodatna odchylka. Koncentrace hormonu po
podavani HMR nejsou vyznamné odlisné od koncentraci po podavani placeba

v obou skupinach.
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PATENTOVE NAROKY %
1. Zplsob prevence rakoviny, nékterych nerakovinnych, na hormonech zavislych
onemocnéni a/nebo kardiovaskularniho onemocnéni u lidi, zahrnujici podavani
udinného mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho geometrického izomeru nebo

jeho stereocizomeru pfislusné osobe.

2. ZpGsob podle naroku 1, kde rakovinné onemocnéni je ze skupiny zahrnuijici rako-

vinu prsu, rakovinu prostaty a rakovinu tiustého streva.

3. ZpUsob podle naroku 1, kde nerakovinné, na hormonech zavislé onemocnéni je
ze skupiny zahrnujici symptomy dolnich modovych cest, uretralni dyssynergii, ne-
stabilitu mo&ového méchyie, ucpani vytoku mocového meéchyre, benigni prosta-

tickou hyperplazii a gynekomastii u muzd.

4. Zpusob podle naroku 1, kde kardiovaskularni onemocnéni je zplsobeno oxidova-

nym LDL v séru.

5. ZpUsob zvy$eni hladiny enterolaktonu nebo jiného metabolitu hydroxymatai-
resinolu v lidském séru. &imz je zplisobena prevence rakovinnych nebo nékterych
nerakovinnych, na hormonech zavislych onemocnéni u lidi, zahrnujici podavani
Géinného mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho geometrického izomeru nebo

jeho stereoizomeru pfislusné osobé.

6. ZpUsob podle naroku 5, kde rakovinné onemocnéni je ze skupiny zahrnujici rako-
vinu prsu, rakovinu prostaty a rakovinu tlustého streva.

7. Zpusob podle néaroku 5, kde nerakovinné, na hormonech zavislé onemocnéni je
ze skupiny zahrnujici symptomy dolnich mocavych cest, uretraini dyssynergii, be-

nigni prostatickou hyperplazii a gynekomastii u muzd.

8. Farmaceuticky pripravek obsahujici Gginné mnoZstvi hydroxymatairesinolu nebo
jeho geometrického izomeru nebo jeho stereoizomeru ve spojeni s farmaceuticky

prijatelnym nosicem.
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9. Produkt obsahuijici kapalny nebo pevny material cbohaceny hydroxymatairesino-
lem nebo jeho geometrickym izomerem nebo jeho stereoizomerem, uréeny

k pouziti jako pfisada do potravinového produktu.

10. Produkt podle naroku 9, kde potravinovy produkt je ze skupiny zahrnujici funkéni
potravinu, nutriéni doplnék, Ziviny, farmaceuticky potravinovy ptipravek, doplhko-

vou vyzivu, zdravou vyZivu, potravinovy vzorek nebo jakykoli potravinovy produkt.

11. Produkt podle naroku 9, kde potravinovy produkt je funkéni potravina ve formé
masla, margarinu, susenek, chleba, sladkého pecCiva, bonbénl, cukrovinek, jo-

gurtu nebo jiného fermentovaného miééného vyrobku, nebo cerealii jako je musli.

12. Potravinovy produkt obsahujici G¢inné mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho

geometrického izomeru nebo jeho stereocizomeru.

13. Potravinovy produkt podle naroku 12, kde potravinovy produkt je ze skupiny za-
hrnujici funkéni potravinu, nutriéni doplnék, ziviny, farmaceuticky potravinovy pfi-
pravek, dopliikovou vyzivu, zdravou vyzivu, potravinovy vzorek nebo jakykoli po-
travinovy produkt.

14. Potravinovy produkt podle naroku 13, kde potravinovy produkt je funkéni potra-
vina ve formé& masla, margarinu, susenek, chleba, sladkého peciva, bonbdn,
cukrovinek, jogurtu nebo jiného fermentovaného miééného vyrobku, nebo cerealii

jako je musli.

15. Zplisob zvyseni stability potravinového produktu zahrnujici pridani a¢inného
mnozstvi hydroxymatairesinolu nebo jeho geometrického izomeru nebo jeho

stereoizomeru do potravinového produktu.

16. ZpUsob podle naroku 15, kde zvy$eni stability potravin zahrnuje inhibici oxidace
lipid(1, vitamin(i a pigmentd, ktera zplisobuje ztratu nutriéni hodnoty a vznik cizich

pachovych latek v potravinach.
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Estrogenni a antiestrogenni aktivita HMR v burikach MCF-7. Proliferace bunék kontrolniho
vzorku je nastavena na 100 %.

Pocet experiment( n = 3-4.

A = kontrolni vzorek
(nosi¢ bez hormont)
B = nosi¢ + estradiol 10°°M
C = nosi¢ + HMR 10°M
D = nosi¢ + HMR 10®M + estradiol 10°M

*Vyznamné se lisici od kontrolniho vzorku




relativni hmotnost

Relativni hmotnost délohy (mg/kg télesné hmotnosti) nedospélych krys
o$etfenych HMR nebo MPV-2213ad.

*Vyznamneé se liSici od kontrolniho vzorku

-

kontrolni HMR 50 mgkg MPV-2213 ad
vzorek PEG 10 mg/Kg

davky (mg/kg)

Obr. 3
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Relativni mnozstvi (%)

Lignany z moci po riznych davkach HMR!

'Hodnoty jsou vyjadreny jako priimér s vyznagenou tseckou smérodatné odchylky
Pocet zvirat na osetfenou skupinu n = 2, kromé kontrolniho vzorku, kde n = 1.

1400,0
l a Enterolakton
12000 b Enterodiol
¢ OH-enterolakton
d Kyselina konidendrova
e HMR 1
1000,0 f HMR 2
g a-konidendrin
800,0
600,0 -
400,0
200,0
0.0

abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg
3 me/kg 15 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg Kontrolni

Obr. 5
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