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Streszczenie
Cel pracy: Fitoestrogeny sojowe, takie jak genisteina i daidzeina, stanowig popularng alternatywe dla kobiet
w leczeniu symptomow menopauzy. Izoflawony te sg rowniez powszechnie stosowane w tradycyjnej medycynie
w zapobieganiu i leczeniu osteoporozy, chorob sercowo-naczyniowych oraz nowotworowych. Pomimo tak
powszechnego stosowania preparatow sojowych jako zywnosci funkcjonalnej i suplementéw diety, dane dotyczace
bezpieczenstwa jak rowniez wystepowania interakcji pomiedzy preparatami roslinnymi a lekami syntetycznymi,
zwlaszcza z lekami przeciwnowotworowymi sg bardzo ograniczone. Z tego wzgledu, celem badar byto okreslenie
wptywu ekstraktu sojowego na poziom ekspresji genow CYP3A i PXR z zastosowaniem techniki real-time PCR
(RT-PCR).
Materiaty i metody: Szczurom rasy Wistar podawano standaryzowany ekstrakt sojowy (100mg/kg, p.o.) przez 3
i 10 dni. Catkowity RNA izolowany z tkanki watrobowej przepisano na cDNA. Poziom ekspresji mRNA CYP3A1/2
i PXR analizowano za pomocag ilosciowego real-time PCR z zastosowaniem barwnika SYBR Green |.
Wyniki: Uzyskane wyniki wykazaty, ze ekstrakt sojowy zawierajacy 37 % izoflawonow powodowat znaczny spadek
poziomu ekspresji CYP3A1 o blisko 35% (p<0,05) zaréwno po 3 jak i 10 dniach w poréwnaniu do grupy kontrolne.
Brak istotnych réznic zanotowano dla enzymu CYP3AZ2 i receptora jadrowego PXR.
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Whioski: Wyniki badania sugeruja, Zze ekstrakt sojowy moze obnizac ekspresje CYP3AT1 (ludzki homolog CYP3A4)
i uczestniczy¢ w Klinicznie znaczacych interakcjach z lekami metabolizowanymi przez enzym CYP3A4. Ponadto,
postuluje sie, iz ekspresja genow CYP3AT i CYP3A2 (ludzki homolog CYP3A5) moze byc regulowana posrednio
poprzez czynnik transkrypcyjny PXR.

Stowa kluczowe: enzymy CYP / izoflawony sojowe / indukcja / inhibicja
interakcje / poziom ekspresji

Abstract

Objective: Soybean phytoestrogens, such as genistein and daidzein, have become a popular alternative
for women undergoing the treatment of menopause symptoms. These isoflavones are also commonly used in
traditional medicine in the prevention and treatment of osteoporosis, cardiovascular diseases and cancer. Despite
the widespread use of soybean preparations as functional foods and dietary supplements, data regarding the safety
as well as interactions between herbal medicines and synthetic drugs, especially with antineoplastic agents, remain
scarce. Therefore, the aim of the present study was to determine the influence of soybean extract on the expression
levels of CYP3A and PXR genes using real-time PCR (RT-PCR).

Materials and methods: Male Wistar rats were given a standardized soybean extract (100mg/kg p.o.) for 3
and 10 days. Total RNA isolated from the liver tissue was transcribed into cDNA. The level of CYP3A1/2 and PXR
mRNAs expression was analyzed by real-time quantitative PCR using SYBR Green | dye.

Results: Our findings showed that soybean extract containing 37% isoflavones resulted in a significant decrease
of CYP3AT1 expression level by almost 35% (p<0.05), both after 3 and 10 days, when compared with the control
group. No statistically significant differences were noted for CYP3A2 enzyme and the PXR nuclear factor.
Conclusions: These results suggest that soybean extract can decrease the CYP3A1 (homolog to human CYP3A4)
expression and may participate in clinically significant interactions with drugs metabolized by CYP3A4 enzyme.
Moreover, it is postulated that gene expression of CYP3AT and CYP3AZ2 (homolog to human CYP3A5) can be

regulated indirectly by the PXR transcription factor.

Key words: CYP enzymes / soybean isoflavones / induction / inhibition
interactions / expression level

Wstep

Soja jest bogatym zrodtem fitoestrogenéw ze wzgledu na
obecnos¢ genisteiny, jak i daidzeiny, ktdre imituja dziatanie
zenskich hormonéw piciowych. Izoflawony te wykazuja wiasci-
wosci estrogenne, co ma istotne znaczenie w profilaktyce osteo-
porozy 1 w terapii zaburzen zwigzanych z okresem menopauzy,
stanowiagc w tym alternatywg dla hormonalne;j terapii zastgpczej
(HTZ) [1, 2]. Fakt ten tlumaczy si¢ duzym powinowactwem fi-
toestrogendw sojowych, zwlaszcza genisteiny do receptorow
estrogenowych, uwazajac je za naturalne selektywne modulatory
tych receptorow o znaczeniu medycznym, ktore to maja na celu
nie tylko zniwelowanie bardzo dokuczliwych objawow wieku
menopauzalnego i pomenopauzalnego, ale przede wszystkim za-
pobieganie skutkom szybkiego narastania zmian i dolegliwosci
wynikajacych z niedoboru tego hormonu [2, 3].

Z badan epidemiologicznych wynika, iz stosowana regularna
dieta sojowa w krajach azjatyckich skutkuje wielokrotnie nizsza
zapadalno$cia na nowotwory, szczegdlnie hormonozalezne oraz
nizszym poziomem ryzyka wystapienia osteoporozy i chorob
uktadu krazenia [4-7]. Obecnie wiadomo, ze korzystny wptyw
izoflawonéw sojowych na organizm przejawia si¢ obnizeniem
we krwi poziomu catkowitego cholesterolu, frakcji lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL) oraz trdjglicerydow, natomiast wzro-
stem st¢zenia frakcji HDL, co wiaze si¢ z hamowaniem rozwoju
arteriosklerozy i zakrzepicy [9, 10]. Ponadto, nalezy podkresli¢
fakt, iz soja moze wywiera¢ hamujacy efekt na wzrost komorek
raka piersi jak rowniez nasila¢ dziatanie tamoksifenu — leku sto-
sowanego w leczeniu tego nowotworu.
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Jednakze doniesienia te sa kontrowersyjne, poniewaz inne
badania postuluja, ze zwiazek zawarty w soi — genisteina, ktora
dziata podobnie do estrogen6w moze przyspiesza¢ wzrost komo-
rek raka piersi 1 powodowac wzrost ryzyka interakcji z tamoksi-
fenem oraz innymi lekami przeciwnowotworowymi, prowadzac
do wystapienia dziatan niepozadanych [11]. Z tego wzgledu su-
geruje si¢ unikanie przyjmowania preparatow sojowych zwlasz-
cza z hormonalna terapia zastgpcza (HZT) oraz z tamoksifenem
i innymi lekami stosowanymi w leczeniu raka piersi.

W zwiazku z powyzszym, istotne znaczenie w przewidy-
waniu interakcji pomigdzy preparatami sojowymi a lekami syn-
tetycznymi ma ocena potencjalnej inhibicji badZz indukcji CYP
w warunkach in vivo wywotana stosowaniem tego typu produk-
tow funkcjonujacych na rynku w potaczeniu z klasyczng farma-
koterapia. Wynika to z faktu, iz postuluje sig, ze soja jak rowniez
izolowane z niej daidzeina i genisteina moga hamowac aktyw-
nos$¢ roéznych izoform CYP, w tym z podrodziny CYP3A, a tym
samym miec istotny wplyw na bezpieczenstwo i skutecznos¢ far-
makoterapii.

Enzymy z nadrodziny cytochromu P450 (CYP) sa hemopro-
teinami, ktore odgrywaja wazna rol¢ w biotransformacji lekow
stosowanych klinicznie oraz innych ksenobiotykow [12]. Podro-
dziny CYP2C, CYP2D i CYP3A odpowiedzialne sa gtdwnie za
biotransformacjg lekow, natomiast podrodziny CYP1A, CYP2A
i CYP2E katalizuja metaboliczng aktywacj¢ wielu substancji
o charakterze protoksyn oraz prokancerogenéw do ich konco-
wych, reaktywnych metabolitow, ktore moga inicjowa¢ chemicz-
na kancerogenezg. CYP3A4 jest najbardziej aktywna izoforma
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cytochromu P450 bioraca udzial w biotransformacji ponad 50%
lekéw stosowanych klinicznie. Enzym ten ulega silnej ekspre-
sji w watrobie oraz jelicie cienkim, gdzie majq miejsce gtdwnie
procesy detoksykacji lekow [12, 13]. Na uwage w metabolizmie
farmaceutykoéw zastuguje takze enzym CYP3AS z podrodziny
CYP3A, ktéry to wykazuje specyficzno$¢ substratowa wysoce
podobna wzgledem CYP3A4, przy czym zdolno$¢ katalityczna
tej izoformy moze by¢ czasami nizsza [14, 15].

Powszechnym mechanizmem modulacji ekspresji powyz-
szych izoform CYP jest regulacja na poziomie transkrypcji genu
zachodzaca przez receptory jadrowe (NR - nuclear receptor),
ktore to moga by¢ modulowane nie tylko poprzez substancje
endogenne, ale réwniez egzogenne bedace ligandami dla tych
czynnikoéw transkrypcyjnych [16]. Jednym z takich czynnikoéw
transkrypcyjnych bioracym udziat w regulacji ekspresji izoform
CYP3A jest sierocy receptor pregnanu X (PXR). Uczestniczy on
rowniez w indukcji CYP2B i wybranych transporterow lekoéw
(MRP1) oraz enzymow II fazy metabolizmu lekow (SULT, UTG)
[17-19]. Rezultaty ostatnich prac wskazuja, iz PXR uczestniczy
takze w transkrypcji izoform CYP2C8 oraz CYP2C9 [20]. Re-
ceptor pregnanu X podobnie jak CYP3A4, ulega gtdwnie ekspre-
sji w watrobie i jelitach, gdzie maja miejsce procesy detoksyka-
cji [17-19]. Wykazuje homologi¢ do receptoréw jadrowych pod
wzgledem obecno$ci funkcjonalnych domen. Ligandami tego
receptora sg zroznicowane strukturalnie egzogenne i endogenne
zwiazki chemiczne, takie jak: hormony steroidowe i metabolity
steroidow (progesteron, estrogen, korytykosteron, 5B-pregnan
i androstanol), leki syntetyczne (ryfampicyna, ritonawir, deksa-
metazon, klotrimazol, paklitaksel, tamoksifen), oraz sktadniki
diety m.in. kumestrol i karotenoidy [18, 21, 22].

Wykazano takze, ze hiperforyna — sktadnik St. John's wort
— ziotowego preparatu na depresj¢ jest silnym aktywatorem tego
receptora [23]. Jednakze nalezy podkresli¢, iz dotychczas istnieje
niewiele doniesien na temat potencjalnych interakcji preparatow
ro§linnych w tym sojowych z lekami syntetycznymi, dlatego
w tym celu podejmowane sa badania majace wyjasnic tego typu
interakcje na podtozu molekularnym, co pozwoli na zwigkszenie
skutecznosci i bezpieczenstwa przyjmowanych lekow syntetycz-
nych jednocze$nie z preparatami sojowymi.

Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie wplywu standaryzowanego
ekstraktu sojowego na poziom ekspresji CYP3A1l i CYP3A2
oraz receptora pregnanu X (PXR) bioracego udziat w regulacji
transkrypcji tych genéw w warunkach in vivo.

W badaniu ze wzgledu na wysoka homologi¢ sekwencyjna
wykorzystano model zwierzgcy, w ktérym izoformy szczurze
CYP3Al i CYP3A2 odpowiednio odpowiadaja ludzkim izofor-
mom CYP3A4 i CYP3AS.

Materiaty i metody

Przebieg doswiadczenia 7 wykorzystaniem modelu
Iwierzecego

Standaryzowany ekstrakt sojowy o zawartosci 37% izofla-
wondéw w przeliczeniu na genisteing otrzymano z Pierre Fabre
Sante (Francja).

Badania in vivo przeprowadzono na szczurach rasy Wistar
(samce) o masie ciata 220-350g, ktore zakupiono z Hodowli
Zwierzat Laboratoryjnych w Brwinowie.
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ZwierzgtaprzetrzymywanowKatedrzei ZaktadzieFarmakolo-
gii Uniwersytetu Medycznego im. KarolaMarcinkowskiego w Po-
znaniu, w plastikowych klatkach, w warunkach standardowych, tj.
w pomieszczeniach o temperaturze okoto 20°C, wilgotnosci
60%, z 12-godzinnym cyklem o$wietleniowym. Szczury karmio-
no standardowa pasza laboratoryjna (Labofeed B —Wytwornia
Pasz i Koncentratow, Kcynia) i pojono woda ad libitum. Po okre-
sie dwoch tygodni kwarantanny, zwierzgta podzielono losowo na
dwie grupy liczace 10 sztuk.

Grupie badanej podawano przez 3 i 10 dni standaryzowany
ekstrakt sojowy w dawce 100mg/kg p.o., natomiast grupg kon-
trolng karmiono standardowa dieta. Po uptywie czasu podawania
preparatu sojowego, zwierzgta poddano dekapitacji, a nastgpnie
pobrano prawe platy watroby, ktore umieszczono w ciektym azo-
cie. Material biologiczny w postaci tkanki watrobowej wlasciwie
zabezpieczono w -80°C i odpowiednio oznaczono, dla wyko-
nania ewentualnych powtdrzen analiz i mozliwosci uniknigcia
popetienia bi¢du laboratoryjnego na pierwszych etapach badan
molekularnych.

Eksperyment na szczurach rasy Wistar przeprowadzono
zgodnie z ustawa o ochronie zwierzat z dnia 21 sierpnia 1997 .
(Dz. Ust. Nr 111, poz. 724 z dn. 23.09.1997 r.), za zgoda Lokalnej
Komisji Etycznej nr 43/2005.

Izolacja RNA i synteza cDNA

Izolacjg catkowitego RNA z pobranego materiatu przepro-
wadzono z uzyciem odczynnika TriPure Isolation Reagent (Ro-
che) wedlug zmodyfikowanej metody Chomczynskiego i Sacchi.
Probki RNA rozpuszczono w sterylnej wodzie traktowanej DEPC,
a nastgpnie przechowywano w -80°C. Tlo$¢ i jako$¢ wyizolowa-
nego RNA oceniono poprzez pomiar spektrometryczny i rozdziat
elektroforetyczny w zelu agarozowym. Reakcj¢ odwrotnej tran-
skrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu SuperScript™ IIT
First-Strand Synthesis System (Invitrogen, USA) z 2pg catkowi-
tego RNA z uzyciem oligo(dT),,. Otrzymany ¢cDNA wykorzy-
stano jako matrycg do reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (real-time PCR).

Real-time PCR

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych ge-
néw CYP3A1, CYP3A2 i PXR wykorzystano reakcjg tancucho-
wej polimerazy w czasie rzeczywistym (rt-PCR) z uzyciem spe-
cyficznych par starterow (TIB Molbiol) komplementarnych do
fragmentu kodujacego, pozwalajace na uzyskanie specyficznego
produktu reakcji wytacznie z cDNA [24].

W celu amplifikacji genu PXR wykorzystano startery
o nastgpujacej sekwencji: PXR-F: 5’- TCC ACT GCA TGC TGA
AGA AG -3’1 PXR-R: 5’- AAC CTG TGT GCA GGA TAG GG
-3,

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym prowadzano w szkla-
nych kapilarach, z wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reak-
cji odwrotnej transkrypcji oraz zestawu Fast Start DNA Master
Sybr Green I (Roche Diagnostic).

Do amplifikacji wykorzystano aparat LightCycler real-time
PCR detection system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany), natomiast oprogramowanie LightCycler3 Run Ver-
sion 5.32 i LightCycler Data Analysis Version 3.5.28 pozwolito
na analizowanie uzyskanych wynikoéw oraz poréwnanie wzgled-
nych roznic ilosci poczatkowej matrycy.
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Poziom analizowanych transkryptow standaryzowano wzgle-
dem genu referencyjnego — GAPDH (dehydrogenaza gliceroal-
dehydofosforanowa), nalezacego do rodziny housekeeping gene,
ktorego poziom ekspres;ji jest staly w warunkach eksperymentu.
Reakcjg dla genu PXR prowadzono w 35 cyklach w warunkach:
95°C 8s, 55°C 8s, 72°C 8s, natomiast dla CYP3A1, CYP3A2
1 GAPDH warunki termiczne reakcji zamieszczono w publikacji
Mrozikiewicz i wsp. [24].

Ilo$¢ transkryptu wyznaczano z krzywej wzorcowej, ktora
sporzadzono poprzez wykorzystanie rozcienczen cDNA uzyska-
nego po odwrotnej transkrypcji mRNA. Uzyskane wyniki po-
chodzace z co najmniej dwdch niezaleznych powtdrzen ekspery-
mentu standaryzowano wobec genu referencyjnego GAPDH, po
czym przedstawiono w postaci wykresow jako wartos¢ wzgledna
w odniesieniu do grupy kontrolne;j.

Analiza statystyczna

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej uzyskanych
w niniejszej pracy wynikéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym
wykorzystano program Microsoft Excel, w ktorym obliczono
srednie wartosci dla poszczegolnych prob, odchylenie standar-
dowe oraz wspotczynnik SEM. Uzyskane wyniki oznaczen ilos-
ciowych mRNA w badanych probach normalizowano wzgledem
standardu wewngtrznego, czyli mRNA genu referencyjnego
GAPDH.

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu SPSS
17.0 PL for Windows, gdzie za pomoca programu statystycznego
wykorzystujacego jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA
dokonano obliczen poziomu istotnosci. Warto$¢ p< 0,05 przyjgto
za statystycznie istotna.

Wyniki

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano znamienna
statystycznie redukcjg stgzenia cDNA CYP3Al (ludzki homo-
log CYP3A4) 0 35% w stosunku do grupy kontrolnej, przy czym
efekt ten utrzymywat si¢ po wydtuzeniu do§wiadczenia, a spadek
ilosci transkryptu tego genu wyniost odpowiednio 36% (p<0,05).
(Rycina 1).
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Rycina 1. Wptyw standaryzowanego ekstraktu sojowego na poziom mRNA
CYP3A1/2 i PXR w tkance watrobowej po 3 i 10 dniach stosowania. Grupy
kontrolne okreslono jako 100%. Dane przedstawiono jako warto$¢ $rednig
+SEM dla kazdej grupy réwnej 10 szczuréw.

(*p<0,05 poréwnano z grupg kontrolng).
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W przypadku CYP3A2 (ludzki homolog CYP3AS) zaobser-
wowano brak istotnych zmian w ilo$ci transkryptu tego genu po 3
dniach stosowania ekstraktu, natomiast po 10 dniach podawania
preparatu sojowego uzyskano efekt redukcji ekspresji CYP3A2
na poziomie blisko 13% (p=0,174). Jednoczes$nie wykazano, ze
stosowanie ekstraktu sojowego odpowiednio przez 3 i 10 dni nie
wywoluje znaczacych zmian w ilosci transkryptu PXR, wzgle-
dem proby niepoddanej procedurze eksperymentalnej. Wyniki
z analizy poziomu ekspresji badanych gendw pod wptywem stan-
daryzowanego ekstraktu sojowego przedstawiono w tabeli 1.

Tabela I. Wptyw ekstraktu Glycine max (100mg/kg, p.o.) na poziom
ekspresji genow CYP3A1/2 i PXR.

GEN | czAS PODAWANIA | SREDNIAESEM | o,
(grupa badana)
3 dni 65,11 + 5,64 0,021
CYP3A1
10 dni 64,09+772 | <0,001
3 dni 96,18 + 8,58 0,784
CYP3A2
10 dni 87,51+ 9,82 0,174
3 dni 10456 +536 | 0,009
PXR
10 dni 107,83+568 | 0,962

* Warto$¢ p<0,05 przyjeto za statystycznie istotng
(jednoczynnikowa ANOVA, n=10).

Grupy kontrolne karmione standardowa dietg
zostaty okreslone jako 100%.

Dyskusja

Problem interakcji nabiera szczegdlnego znaczenia w dobie
narastania popularnosci leku ro$linnego i jego tacznego przyj-
mowania z lekami syntetycznymi, poniewaz preparaty roslinne
zawieraja kompleks zwiazkoéw farmakologicznie aktywnych,
ktore moga modulowa¢ aktywno$¢ enzymow cytochromu P450,
odpowiedzialnych gldwnie za metabolizm lekow, bedacych ich
substratami. Indukcja badz inhibicja izoform CYP poprzez izo-
flawony sojowe moze mie¢ potencjalny wplyw na skutecznosc
i bezpieczenstwo lekow syntetycznych stosowanych zwlaszcza
w HTZ w lagodzeniu symptomoéw menopauzy oraz w leczeniu
raka piersi tamksifenem badz innymi lekami przeciwnowotworo-
wymi. W zwiazku z czym, badania w tym zakresie sg niezmiernie
wazne, w celu zrozumienia molekularnych mechanizméw inter-
akcji pomigdzy preparatami roslinnymi a lekami syntetycznymi,
co pomoze unikna¢ niepozadanych dziatan w wyniku ich taczne-
go stosowania jak robwniez pozwola na optymalizacjg terapii.

W przedstawionej pracy analizowano dziatanie standaryzo-
wanego ekstraktu sojowego na aktywnosc¢ izoenzymow CYP3A1
i CYP3A2 oraz czynnika transkrypcyjnego PXR odpowiedzial-
nego za regulacjg ich ekspresji.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano brak zna-
czacych zmian w ilo$ci transkryptu cDNA CYP3D2 (ludzki ho-
molog CYP3ASY) i czynnika PXR zaréwno po 3 jak i 10 dniach
stosowania ekstraktu.
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W przypadku CYP3A1 zaobserwowano znamienng staty-
stycznie redukcjg stgzenia cDNA sugerujac, ze modulacja iloéci
transkryptu izoformy CYP3A1 (ludzki homolog CYP3A4) moze
zosta¢ uznana za przejaw zmian aktywnos$ci badanego enzymu.
Stad redukcja ilosci mRNA CYP3A4 w ludzkich komorkach
watroby moze wiazac sig z obnizong efektywnoscia biotransfor-
macji lekow poprzez wydhuzenie ich biologicznego czasu pot-
trwania, zmniejszeniem klirensu, co niesie ryzyko wystapienia
dzialaf niepozadanych.

Podobny rezultat badan odnosnie CYP3A1 analizowanego
w niniejszej pracy uzyskat zespot Laurenzana i wsp. W do$wiad-
czeniu tym na szczurach rodzaju meskiego wykazano, ze stoso-
wanie genisteiny w dawce 200mg/kg wywotato znaczacy spadek
poziomu ekspresji CYP3A i CYP2C [25]. W innym eksperymen-
cie zaobserwowano, ze zarO6wno genisteina jak i ekwol hamo-
waly CYP1A i CYP2E1 w ludzkich oraz mysich mikrosomach
[26]. W badaniu in vitro przeprowadzonym przez zespot Ander-
son 1 wsp. zastosowano odpowiednio leki syntetyczne bedace
substratami okreslonych enzymow CYP w celu oszacowania
wplywu ekstraktu sojowego na ich metabolizm [27]. W oparciu
o uzyskane wyniki wykazali, ze hydrolizowany ekstrakt sojowy
w ludzkich mikrosomach watrobowych hamowat aktywnosc
CYP1A2 (fenacetyna), CYP2A6 (kumaryna), CYP2D6 (dek-
strometorfan), CYP2C9 (warfaryna) oraz CYP3A4 (testosteron),
przy czym niehydrolizowany ekstrakt sojowy powodowat staby
efekt inhibicji CYP1A2, CYP2A6 i CYP2D6 oraz wykazywat
tendencje w aktywacji CYP3A4.

Podobny rezultat badan w modelu in vitro uzyskat zespot ba-
dawczy Foster i wsp., ktory rowniez analizowal wplyw soi oraz
zwiazkow aktywnych w niej zawartych na aktywno$¢ katalitycz-
na enzymoéw CYP450 [28]. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
wykazano hamowanie CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19i CYP2D6
po zastosowaniu roznych preparatow sojowych, jak rowniez za-
obserwowano efekt inhibicji CYP3A4 oraz CYP3A7 po podaniu
samej genisteiny [28]. Ponadto wykazano rowniez, ze stosowanie
ekstraktu sojowego zawierajacego 50mg izoflawonow przez 14
dni u zdrowych ochotnikow nie wptyngto istotnie na stosunek
metabolitu do leku (6-B-OH-kortyzol/kortyzol), sugerujac brak
wplywu na aktywnos$¢ CYP3A4 [27]. W innym badaniu prowa-
dzonym w modelu in vitro obserwowano subterapeutyczne war-
tosci INR w przypadku tacznego stosowania mleka sojowego
i warfaryny, co mogto wskazywac na potencjalna indukcj¢ enzy-
mu niz jego inhibicjg [29].

W do$wiadczeniu prezentowanym przez zesp6t Ronis i wsp.
wykazano natomiast u matych szczurow bezposrednio po uro-
dzeniu wzrost poziomu ekspresji CYP3A1 i CYP3A2 w watro-
bie po podaniu izolatu biatka sojowego (65mg izoflawonoéw/kg
na dzien) [30]. Uzyskany wynik trudno jednak bylo wyjasni¢
ze wzgledu, iz molekularny mechanizm podkreslajacy wptyw
powyzszego izolatu na ekspresj¢ CYP3A nie zostat dotychczas
poznany. Ponadto indukcje CYP3A4 uzyskano takze w modelu
in vitro w komorkach hepatoma po zastosowaniu odpowiednio
ekstraktu izoflawonowego, genisteiny i daidzeiny [31]. W innym
badaniu wykazano natomiast, Ze genisteina stanowi substrat dla
podrodziny CYP3A i moze indukowa¢ swoj wlasny metabolizm
[32,33].

W modelu in vivo przeprowadzonym przez zespot Kishida
i wsp. badano wplyw fermentowanego ekstraktu sojowego za-
wierajacego glownie 155mg/g genisteiny i 127mg/g daidzeiny na

818

ekspresj¢ szczurzych izoform, takich jak: CYP1A1/2, CYP2B1/2,
CYP2C11, CYP2E1, CYP3A1/2 oraz CYP4A1 [34]. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw wykazano, ze dieta sojowa (0-300mg
izoflawonow/kg) powodowala brak indukcyjnego wplywu na
poziom transkrypcji analizowanych enzymow CYP450. Podob-
ne wyniki analiz otrzymat zespot badawczy Helsby i wsp., kto-
ry wykazat brak u myszy wptywu genisteiny i ekwolu (40mg/
kg, i.p.) na aktywno$¢ i zawarto$¢ biatka CYP1A1/2, CYP3Al
i CYP2EL1 [35]. W pdzniejszym eksperymencie natomiast zaob-
serwowano, ze izoflawony sojowe oraz jego metabolity obnizaly
aktywno$¢ i1 poziom biatka CYP1A2, przy czym spadek ten nie
byt wystarczajacy, zeby wyjasni¢ wlasciwosci chemoprewencyj-
ne izoflawondéw sojowych [26]. Ponadto wykazano, ze genisteina
i daidzeina stosowane w dawce 200mg/kg redukowaty u myszy
stosunek 16alfa-OH estronu do 2-OH estronu, nie powodujac
wzrostu zawarto$ci CYP w mikrosomach watroby. Wybrane re-
zultaty doswiadczen dotyczacych wptywu ekstraktu Glycine max
i aktywnych substancji na aktywnos¢ enzymow CYP450 przed-
stawiono w tabeli II.

W przypadku czynnika transkrypcyjnego PXR istnieje kilka
doniesien odnos$nie wptywu izoflawondéw sojowych na poziom
ekspresji analizowanego czynnika transkrypcyjnego, uczestni-
czacego gtownie w regulacji CYP3A4. W badaniu przeprowa-
dzonym przez Li i wsp. analizowano wplyw genisteiny, daidze-
iny i ekwolu na aktywnos$¢ ludzkiego i mysiego PXR w mode-
lu in vitro z wykorzystaniem pierwotnej hodowli hepatocytow
i komorek opartych na przejsciowej transfekeji oraz w modelu in
vivo umyszy [36]. W analizie przejsciowe;j transfekcji wykazano,
ze genisteina i daidzeina aktywuja dziki PXR u myszy, ale nie
forme zmutowana. W przypadku ludzkiego PXR zanotowano na-
tomiast, ze ekwol stanowi silniejszy aktywator tego receptora niz
genisteina i daidzeina. Ponadto wykazano, ze metabolit daidze-
iny — ekwol w hepatocytach ludzkich powodowal podwyzszenie
ilosci transkryptu CYP3A4 oraz wzrost ekspresji immunoreak-
tywnego biatka. Uzyskane wyniki powyzszego badania wskazaty
wigc na roznicg w aktywacji PXR poprzez izoflawony sojowe
i ekwol wynikajaca ze specyficznosci gatunkowe;j.

W innym doswiadczeniu na komorkach HepG2 prezento-
wanym przez zespot Liu i wsp. badano wplyw pigciu wyselek-
cjonowanych zwigzkow fitochemicznych na dziatanie PXR [37].
Na postawie wynikow wykazano, ze izoflawony sojowe, luteina
i kurkumina stymulowaty transkrypcje CYP3A4 poprzez recep-
tor pregnanu X w zaleznosci od stosowanej dawki, natomiast
izoramnetyna i rutyna nie mialy wptywu na aktywnosc¢ tego re-
ceptora.

Opierajac si¢ o prezentowane wyniki badan mozna wnio-
skowa¢ o potencjalnym mechanizmie regulacji CYP3A4 poprzez
izoflawony sojowe na aktywno$¢ PXR, mimo iz w niniejszej
pracy nie wykazano istotnych zmian w poziomie jego ekspresji.
Jednakze istotny jest fakt, iz postuluje si¢ 0 mozliwej posredniej
regulacji PXR poprzez receptor glukokortykoidowy lub inny
endogenny mechanizm regulacji jego aktywnosci, ktory dotych-
czas nie zostal jeszcze poznany. W zwiazku z czym wymagane
sa dalsze badania w tym kierunku, w celu doktadniejszego okre-
Slenia wptywu zwiazkow aktywnych zawartych w preparatach
sojowych na regulacje transkrypcji CYP3A4 i CYP3AS i dostar-
czenia informacji pozwalajacych na zwigkszenie bezpieczenstwa
stosowania preparatow roslinnych i suplementéw diety w pola-
czeniu z klasyczna farmakoterapia.
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Tabela Il. Wptyw Glycine max i jej aktywnych substancji na aktywno$¢ enzymow CYP.

Whioski

EKSPERYMENT EFEKT MODEL PISMIENNICTWO
Fermentowany ekstrakt sojowy
zawierajacy 155mg/g genisteiny . . T
i 127mglg daidzeiny (dawka: Hamowanie CYP3A2 In vivo Kishida i wsp., 2004
200mg/kg i 300mg/kg, 4 tyg.)
Zawiorajeoy 155mala goniseiny i 127 | Brak Wplywu na CYP1ATI2,
Ml daidseiny ) (dawial 200mg K CYP2B1/2, CYP2C11, In vivo Kishida i wsp., 2004
ma’g y : 9’kg CYP2E1, CYP3A1 i CYP4A1
i 300mg/kg, 4 tyg.)
. Indukcja CYP3A q ;

1250 ppm genisteiny i CYP2C U samcow In vivo Laurenzana i wsp., 2002

S Brak wptywu na CYP1A1/2,
a%';'ftﬁ('”a 4' Z:‘l‘i’;’d CYP2E1 In vivo Helsby i wsp., 1997

9%g. i CYP3A1

S Hamowanie CYP1A . .
Genisteina i ekwol i CYP2E1 In vitro Helsby i wsp., 1998

Hamowanie CYP1A2,
Hydrolizowany ekstrakt sojowy CYP2A6, CYP2D6, CYP2C9 i In vitro Anderson i wsp., 2003
CYP3A4
Nieznaczne hamowanie
Niehydrolizowany ekstrakt sojowy CYP1A2, CYP2A6 CYP2DG6; In vitro Anderson i wsp., 2003
nieznaczna indukcja CYP3A4
Ekstrakt sojowy zawierajacy 50mg
izoflawonéw SEL R In vivo Anderson i wsp., 2003
e . na CYP3A4
(2x dziennie, 14 dni)
Izolat biatka sojowego Indukcja CYP3A1 . L.
(65mg izoflawonow/kg na dzier) i CYP3A2 e REITS 157, 2005
Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze po-
PiSsmiennictwo

dobny efekt moze dotyczy¢ homologicznych ludzkich izoform
CYP3A4 i CYP3AS, co moze by¢ przyczyng zmian parametrow
farmakokinetycznych lekéw bedacych substratami tych izoform,
zwigkszajac ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych zwiaza-
nych z obnizona efektywnoscig biotransformacji. Ponadto, brak
korelacji pomigdzy poziomem ekspresji czynnika transkrypcyj-
nego PXR a CYP3Al (ludzki homolog CYP3A4) i CYP3A2
(ludzki homolog CYP3AS5) sugeruje, iz na poziomie moleku-
larnym modulacja ekspres;ji tych izoform przy udziale PXR ma
miejsce na drodze posredniej poprzez receptor glukokortykoido-
wy lub poprzez inny endogenny mechanizm regulacji.

Niniejsze rezultaty wymagaja dalszych badan w tym kierun-
ku w celu zrozumienia molekularnych mechanizmoéw interakcji
pomiedzy preparatami roslinnymi a lekami syntetycznymi, co
pozwoli wyeliminowa¢ lub zminimalizowac¢ ryzyko wystapienia
dziatan niepozadanych w wyniku stosowania terapii skojarzo-
nych. Ma to istotne znaczenie kliniczne zaréwno dla bezpieczen-
stwa farmakoterapii, jak rowniez dla zwigkszenia efektywnosci
terapeutycznej stosowanych lekow.

Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego
nr N405 023 31/1522 finansowanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW).
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