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Metabolismus stilbenoidua v tlustém stirevé

Souhrn

Stilbenoidy se bézné vyskytuji ve stravé konzumované lidmi po celém svéte.
Stilbenoidy 1ze nalézt v malych bobulich jako jsou hrozny a brusinky, v arasidech a dalSich
jedlych plodech. Je jim pfipisovdano mnoho vlastnosti spojenych s lidskym zdravim.
Po prichodu lidskym travicim traktem se tyto uc¢inky mohou ménit s pfeménou téchto latek
pomoci bakterii a vznikem metabolit, proto mohou byt ucinky rovnéz pfipisovany i jejich
metabolitim.

Cilem prace byla fermentace Sesti vybranych stilbenoida (resveratrol, oxyresveratrol,
pinostilben, piceatannol, thunalben a batatasin I11) v ex vivo modelu lidského tlustého stieva po
inokulaci stolici darcti (n=5). Vzorky byly odebirany v prib&hu 0, 2, 4, 8, 24 a 48 hodin. A poté
byly analyzovany pomoci LC-QTOF po extrakci ethylacetaitem. Analyza probihala vzdy ve
tirech opakovanich.

Nejvice metaboliti bylo identifikovano u piceatannolu a pinostilbenu. Z piceatannolu
vznikaly tfi metabolity (dihydropiceatannol, 3,5,3’-trihydroxy-trans-stiloen a trans-
resveratrol), které byly bakteriemi dale metabolizovany. AvSak u nékterych darcti vznikl
z tohoto stilbenoidu pouze dihydropiceatannol. U pinostilbenu byl pfedpokladan vznik Sesti
metabolitd, vznikly vSak jen Etyfi z nich, a to trans-resveratrol, 3,4’-dihydroxy-trans-stilben,
dihydropinostilben a dihydroresveratrol. U thunalbenu doslo k odstépéni methoxy- skupiny,
vznikl tak jen jeden metabolit batatasin I11. Batatasin III byl velmi stabilni, a proto u zadného
jedince nevznikal pifedpokladany metabolit. U trans-resveratrolu bakterie pouze redukovaly
dvojnou vazbu, ¢imz vznikl dihydroresveratrol. U oxyresveratrolu bakterie redukovaly dvojnou
vazbu za vzniku dihydrooxyresveratrolu, poté po odStépeni hydroxylové skupiny daly vznik
dihydroresveratrolu. Hlavni reakce, které probihaly byly dehydroxylace jedné hydroxylové
skupiny v poloze -meta, demethylace, oxidace dvojné vazby nebo jeji ztrata.

Mateisk4 molekula stilbenoidi v modelu tlustého stfeva méla i po 48h nizky Ubytek.
Metabolity se tvortily, ale v malych koncentracich s velkymi rozdily mezi darci. Stilbenoidy
jsou tedy stabilni molekuly nepodléhajici vyraznému katabolismu, a jako takové jsou vystaveny
absorpci skrz stfevni epithel.

Kli¢ova slova: Fenolové slouceniny, stilbenoidy, resveratrol, travici soustava clovéka,

mikrobialni metabolismus



Metabolism of stilbenoids in the large instestine

Summary

Stilbenoids are commondly found in a diet consumed by people all around the world.
Stilbenoids can be found in small berries as grapes and cranberries, peanuts or another edible
fruits. Many characteristic associated with human health are attributed to them. These effect
can change with conversion of these compounds by bacteria and formation of metabolites after
passage through the human digestive tract. These effect can be also ascribed to their
metabolites.

The aim of work was the fermentation of six selected stilbenoids (resveratrol,
oxyresveratrol, Pinostilben, piceatannol, thunalben a batatasin I11) in ex vivo model of human
colon after donor faeces inoculation (n=5). The samples were collected at 0, 2, 4, 8, 24 and 48
hours. And after that were analyzed by LC-QTOF after extraction with ethyl acetate. The
analysis was performed in three repetition

Most metabolites were identified from piceatannol and pinostilben. Three metabolites
(dihydropiceatannol, 3,5,3"-trihydroxy-trans-stilben and trans-resveratrol) were product from
piceatannol and they were further metabolised by bacteria. However, in some donors only
dihydropiceatannol was formed from this stilbenoid. We supposed the formation of 6
metabolites from pinostilben, but only 4 of them were created — trans-resveratrol, 3,4'-
dihydroxy-trans-stilben, dihydropinostilben and dihydroresveratrol. The methoxy group in
thunalben molecule was cleaved, so the batatasin 111 was formed. Batatasin 111 was very stable
and therefore the anticipated metabolite did not detected. Bacteria in oxyresveratrol molecule
reduced the double bond in the trans-resveratrol, so dihydroresveratrol was formed. Bacteria
reduced the double bond to form the dihydroxyresveratrol and then was the hydroxyl group
cleaved to form dihydroresveratrol. Main reactions were dehydroxylation of one hydroxyl
group at the -meta position, demethylation, oxidation od the double bond or its loss.

Elemental stilbenoid molecule had a low loss after 48h in the colon model. Metabolites
were formed in small concentrations with big differences between donors. Therefore stilbenoids
are stable molecules, which are not subject to significant catabolism and they are subjected to

absorption through the intestinal epithelia.

Keywords: phenolic compounds, stilbenoids, resveratrol, human digestive system, microbial

metabolism
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1 Uvod

V soucasné dobé je velkym problémem stoupajici prevalence civilizacnich onemocnéni,
nejéastdji rakoviny, obezity, diabetes mellitus a kardiovaskularnich onemocnéni. V Ceské
republice umira 44 % muzi a 54 % Zen na kardiovaskularni onemocnéni (CR, 2014). Pfes
neustalé snizovani zistava timrtnost na obéhova onemocnéni dvakrat vyssi nez v zemich byvalé
EU 15.

Fenolické latky jsou produkty sekundarniho metabolismu rostlin. Tyto latky
se vyskytuji v rostlinnych tkanich, tedy i v potravinach rostlinného ptivodu, a stilbenoidy patiici
k této skupiné latek jsou predmétem pokracujiciho vyzkumu. V poslednich letech se stale
zlepSuji znalosti o chemické struktufe a obsahu téchto latek v potravinach. Studie potvrzuji
pozitivni vliv na lidské zdravi, avSak aby stilbenoidy mohly byt vyuzity k 1é¢b¢, je tfeba dalSich
vyzkumt. Nejzndméjsi a nejvice prozkoumanou slouceninou pattici do skupiny stilbent je
trans-resveratrol. Ten se vyskytuje v drobnych bobulich, jako jsou brusinky, bortvky, hroznové
vino, ale i vsemenech podzemnice olejné a rtznych druzich zeleniny. Resveratrolu je
prisuzovana role predev$im u tzv. francouzského paradoxu. U obyvatel jizni Francie byl
pozorovan niz§i vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni, 1 pfes skuteCnost, Ze je tam
konzumovéna strava s pomérné vysokym obsahem soli a nasycenych tukii. Védci tento jev
pfisuzuji konzumaci Cerveného vina, které v této oblasti obsahuje vysoké koncentrace
resveratrolu a dalSich fenolickych latek.

K vétSim poznatkim o resveratrolu doSlo v 80. letech 20. stoleti, kdy pfistrojové
vybaveni (hlavné kapalinova chromatografie) umoznila sledovani jeho vyskytu a koncentraci
Vv plodech vinné révy, Vitis vinifera. Poté byly zkoumany jeho biologické vlastnosti a v mnoha
studiich bylo prokdzano, Ze je biologicky aktivni, vykazuje silnou antioxidacni aktivitu
a pohlcuje volné radikaly. Pro tyto vlastnosti byl resveratrol vyuzivan jiz davno v tradi¢ni
¢inské mediciné.

Stilbenoidy jsou latky, které neni télo schopné piirozené syntetizovat. Clovék je tedy
musi pfijimat potravou. Bakterie vyskytujici se v lidském téle, zejména v tlustém stieve, jsou
schopné tyto latky metabolizovat na latky jiné. Tyto metabolity potom mohou mit podobné
nebo lepsi biologické Uc¢inky nez piivodni latka. Tato prace se zabyva studiem katabolismu

ptvodnich stilbenoidll a vznikem novych metabolitt.



2 Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Stilbenoidy patii mezi fenolové slouceniny a u fady z nich, jako je napiiklad resveratrol,
piceatannol nebo pterostilben, byla in vitro i in vivo prokdzana vyznamna biologicka aktivita,
napiiklad cytotoxicita a vliv na kardiovaskularni markery. Piesto, novy pohled na problematiku
ukazuje, ze polyfenoly jsou v lidském organismu z velké ¢asti metabolizovany uc¢inkem stievni
mikrobioty a jsou to pravé metabolity, které jsou za aktivitu zodpovédné. Neni velmi znamo,
zda a jak tento proces probiha u stilbenoidi.

Cilem diplomové prace je fermentace vybranych stilbenoidi v ex vivo modelu lidskou
stolici a stanoveni metaboliti prostfednictvim LC-MS analyzy. Vybrané latky a jejich

metabolity budou déle testovany na transepitelidlni transport v modelu Caco-2 bunék.

2.2 Hypotézy
Ptedpokladame, ze nékteré z uvazovanych stilbenoidll jsou odolnéjsi viici mikrobidlnimu
metabolismu v modelu tlustého stfeva a zarovei jsou transepitelialné transportovany ve formeé

matefské molekuly nebo velmi podobnych struktur, zodpovédnych za bioaktivitu.



3 Prehled literatury

3.1 Fenolické slouceniny

Fenolické latky jsou hojné se vyskytujici mikronutrienty. Fenoly a polyfenoly
pfedstavuji jednu z nejpocetnéjSich a nejrozsitenéjsSich skupin ptirodnich produktd rostlinné
fiSe. Je znamo vice nez 8000 fenolickych struktur, mezi nimiz bylo zjisténo vice nez 4000
flavonoidu. Plni funkci antioxidantt, vitamint a enzymii ochranujicich proti oxida¢nimu stresu,
ktery je zpusobeny piebyte¢nymi reaktivnimi formami kysliku (Tsao, 2010). V soucasnosti
0 tyto slouceniny roste zajem, kvili jejich souvislosti se snizenym vyskytem rakoviny
a kardiovaskularnich onemocnéni. ZvysSeny piijem Cervené¢ho vina, které je bohaté na tyto
latky, vysvétluje tzv. Francouzsky paradox (Renaud and de Lorgeril, 1992), kdy obyvatelé jizni
Francie maji nizkou mortalitu na kardiovaskuldrni onemocnéni i pfes vysoky obsah tukil
v potravé (Slanina and Taborska, 2004). Ptijem fenolt z potravin byl odhadnut na 1l gram
denng, coz je vice nez denni pfijem vitaminu C, tokoferolu a karotend. Nicmén¢é Vv porovnani
s vitaminy maji velmi malou biologickou dostupnost. Hlavnimi zdroji fenolickych latek jsou
hlavné napoje (vino, Caj, kava, ovocné dzusy), ovoce, zelenina a ¢okolada (Slanina and
Taborska, 2004). Na celkovém piijmu se ze dvou tietin podili flavonoidy, jednou tietinou
fenolové kyseliny a dalsi fenolické latky tvofi minoritni podil (napf. stilbeny a lignany) (Zhang
and Tsao, 2016).

V ptirodé se fenolické slouceniny vyskytuji v riznych forméach. Ve své strukture mayji
benzenové jadro s napojenou hydroxylovou skupinou (Zhang and Tsao, 2016). Aromaticky
charakter a vysoce konjugovany systém s nckolika hydroxylovymi skupinami ¢ini tyto
slouceniny dobrymi donory elektronti a atomti vodiku, neutralizuji také volné radikaly a dalsi
reaktivni druhy kysliku (Zhang and Tsao, 2016). Podle po¢tu benzenovych jader a sloucenin,
které jsou na n€ napojeny, jsou tyto slouceniny klasifikovany do riznych skupin (fenolové
kyseliny, flavonoidy, stilbeny, kumariny, tfisloviny). Klasifikace se rizni podle zdroje. Velka
¢ast polyfenoll v rostlinach se vyskytuje ve formé glykosidu s riznymi jednotkami cukrii

a acylovanymi cukry pfipojenymi v odlisnych polohach na polyfenolové kostie (Tsao, 2010).
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Obrazek 1: Rozdéleni polyfenolickych latek (Spencer et al., 2008)

3.1.1 Stilbenoidy a jejich metabolity

Stilbenoidy jsou dobte prostudovana skupina piirodné se vyskytujicich fytochemikalii.
V piirodé jsou produkovany jako stresové metabolity v listech a v mize jako odpoveéd
na houbovou infekci (Rimando and Suh, 2008). Tyto latky byly poprvé izolovany z rostlin jiz
roku 1899, ale az v roce 1980 je Gorham pojmenoval. Podle své struktury jsou klasifikovany
do 6 skupin — stilbeny, bibenzyly, bisbenzyly, fenantrenoidy, oligomery stilbenu a dalsi
stilbeny. Ze stilbenoidt jsou nejvice prozkoumané stilbeny, zejména resveratrol a jeho analogy
(Xiao et al., 2008).

Distribuce stilbenoidii v rostlinné tisi je Siroka. V soucasné dobé pocet stilbenoidl
ziskanych z rostlin pfesahuje ¢islo 1000 (Xiao et al., 2008). Napiiklad nejvice prozkoumany,
resveratrol, se nachazi v malych plodech jako jsou hrozny a brusinky, dale v araSidech
a bylinach rodu Polygonum. Stilbenoidy strukturné piibuzné resveratrolu byly nalezeny
v dalsich jedlych plodech i 1éCivych rostlinach. Stejné jako resveratrol maji tyto fytochemikalie
velké mnozZstvi pfiznivych biologickych ucinkii. Farmakologické vlastnosti téchto pfirodnich
latek inspirovaly vyrobu syntetickych analogi. Tyto syntetické latky se stilbenovou kostrou
se vyuzivaji naptiklad k prevenci a lécbé rakoviny (Rimando and Suh, 2008).
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Zakladni struktura stilbenoidii je tvofena ze 2 aromatickych kruhd spojenych
methylenovym mustkem. Vzhledem k tomu, ze dvojna vazba neumoznuje volnou rotaci, jsou
dv¢é moznosti konfigurace stilbenu — planarni trans- nebo cis- konfigurace. V ptirodé pievazuje
trans-(E) konfigurace, ale cis-(Z) konfiguraci stilbent je také mozno nalézt. Na tuto relativné
jednoduchou strukturu jsou navazany hydroxylové skupiny, které jsou substituovany cukry
a methylovymi, methoxy a dal$imi zbytky. Stilbeny maji také schopnost tvofit dimery, trimery

a vetsi polymery (Xiao et al., 2008).

3.1.2 Resveratrol

Resveratrol je nejvice popsanym stilbenem vyskytujicim se v pfirodé. Poprvé byl
izolovan z kotent kychavice bilé (Veratrum album) roku 1940 a pozd¢ji v roce 1963 z koteni
ktidlatky japonské (Fallopia japonica). Kotfeny kiidlatky jsou na resveratrol velmi bohaté,
a proto jsou v soucasné dob¢ jeho hlavnim zdrojem (Aggarwal et al., 2004). Tato rostlina vSak
obsahuje nezadouci antrachinony (emodin, fyscion, chrysofanol, kvestin a dalsi), které se musi
pii ziskavani resveratrolu extrahovat. Proto se pro nutricni Ucely extrahuje tento stilben
Z hroznt révy vinné. V rostlinach je resveratrol syntetizovan jako sekundarni metabolit v reakci
na patogeny a abioticky stres (mechanické poskozeni, UV zafeni, ozon) (Shanmuganathan and
Li, 2009). Radi se mezi fytoalexiny a Ize ho nalézt v 72 riiznych rostlinnych druzich, zejména
Vv borovicich, plodech chlebovniku, morusi, borivkach, brusinkach, hroznovém vinu ale
i v zelenin¢ (Han et al., 2007, Kukreja et al., 2013). Z hlediska obsahu resveratrolu je
ze zeleniny vhodné Cervené zeli, brokolice nebo ¢ervena fepa (tab. 1). V téchto druzich zeleniny
je obsazeno 1,8 — 2,4 mg resveratrolu nal kg hmoty (Smidrkal, 2004). Podle tdaji
od Smidrkala et al. (2001) je vyznamnym zdrojem resveratrolu i podzemnice olejna.
Chukwumah et al. (2012) uvadi, Ze obsah resveratrolu v arasidech se u riznych kultivara 1isi.
U kultivaru Runner bylo nalezeno vyssi mnozstvi trans-resveratrolu (0,11 pg/g) nez u kultivaru
Valencia (0,08 pg/g) (Chukwumah et al., 2012). Podle phenol-explorer.eu je koncentrace
resveratrolu v araSidech 0,08 mg/100 g. Koncentrace v podzemnici je tedy zavisla na mnoha

faktorech, na kultivaru, vegeta¢nim obdobi, klimatickych podminkach a zralosti arasidu.



Tabulka 1: Koncentrace resveratrolu v béznych druzich zeleniny

Rostlina Resveratrol Resveratrol (mg/kg) Mnozstvi (kg) obsahujici 1 mg
(mg/kgsusiny) resveratrolu
Zeli Einské 9 0,5 2,2
Kapusta hlavkova 7 1,0 1,0
Kapusta r0zickova 15 2,6 0,4
Zeli Cervené 15 2,4 0,4
Zeli bilé 8 0,6 1,8
Brokolice 15 1,8 0,6
Cekanka 20 1,0 1,0
Petrzel natova 5 1,0 11
Mrkev karotka 4 0,4 2,5
Cervena fepa 8 18 0,6
Cesnek 2 06 1,7
Cibule Zluta 17 1,5 0,7
Cibule Cervena 12 1,1 0,9
Podzemnice olejna 2 1,9 0,5
Cajovnik &insky 1 0,9 1,1

(Smidrkal, 2004, Smidrkal et al., 2001)

Tabulka 2: Koncentrace resveratrolu v dalSich potravinach

Potravina

Mnozstvi mg/100 g

Hoika okolada
Jahody

Cerny rybiz
Hrozny bilé
Hrozny tmavé
Brusinky
Bordvky

Arasidy
AraSidové maslo

Pistacie

0,04
0,35
1,57
0,02
0,15
3,0
0,67
0,08
0,04
0,11

Zdroj: www.phenol-explorer.eu



Resveratrol je povazovan za hlavni prospé$nou fytochemickou latku v ¢erveném viné.
Tvoti zakladni molekulu viniferinti, coz jsou fytotalexinové polymery, které brani rozvoji
houbovych infekci (King et al., 2006). Syntéza resveratrolu se pravidelné zvySuje béhem
procesu dozravani hroznu, coz vysvétluje rostouci citlivost zralych ploda na infekci Botrytis
cinerea (Jeandet et al., 2002). Koncentrace resveratrolu v rostlinach zavisi na riznych
Podle Bavaresca et al. (2003) i infekce jinymi houbami jako jsou naptiklad Aspergillus
japonicus, A. ochraceus a A. carbonarius vyznamné zvySila syntézu trans-resveratrolu
Vv porovnani s kontrolou u plodu Vitis vinifera L. cv. Barbera béhem dormance a dozravani
(Bavaresco et al., 2003). Nejbohatsim zdrojem této latky jsou slupky, semena, fapiky a dfevo
révy vinné (Elies Gomez, 2009). Pii vyrob& cerveného vina jsou ty ¢asti hroznd, kde je
obsaZzeno nejvice resveratrolu, macerovany. U bilého vina se tahle technika nepouziva
a Z tohoto diivodu je Cervené vino bohatSi na resveratrol nez bilé vino. Tvorba alkoholu pfi
fermentaci hrozni usnadiiuje jeho rozpustnost a tim i jeho extrakci do napoje (Gambini et al.,
2015). Burns et al. (2002) uvadi, Ze hrozny obsahuji zejména trans-resveratrol glukosid a to
Vv koncentraci mezi 1,5 az 7,3 ug/g, zatimco cis-resveratrol nebyl pfitomny v detekovatelném
mnozstvi v zadném analyzovaném vzorku. Naopak ze ¢tyt vzorkd ¢erveného vina byl trans-

resveratrol glukosid detekovan pouze v jednom (tab. 2) (Burns et al., 2002).

Tabulka 3: Obsah trans-resveratolu a trans-resveratrol glukosidu v ¢erveném viné (cis-

resveratrol byl kvantifikovan jako ekvivalent frans-resveratrolu)

Vzorek ¢erveného vina Trans-resveratrol Cis-resveratrol Trans-resveratrol
ug/100 ml g/100 ml glukosid
pg/100 ml
Pinot Noir, 1994 (Kalifornie) 1057 £ 60 746+ 9 Nedetekovan
Cabernet Sauvignon, 1996 (Bulharsko) 672+ 10 520+ 16 1895
Merlot, 1994 (Chile) 48 +1 45 +1 Nedetekovan
Cabernet Sauvignon, 1995 (Kalifornie) 53+1 45+ 1 nedetekovan

Zdroj: (Burns et al., 2002)

Experimentalné byly prokazany ptiznivé ucinky resveratrolu na zanéty, tumorogenezi,

diabetes, starnuti a neurologicka onemocnéni. Ziejmé diky t€émto vlastnostem byl pouZivan jako
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slozka japonské a ¢inské lidové mediciny pod nazvem ,kojo-kon“. Lécila se jim hnisava
dermatitida, kapavka, favus, tinea pedis a hyperlipidemie (Siemann and Creasy, 1992).
V soucasné dob¢ je tento stilben prodavan jako vyzivovy dopln€k v riznych formach, véetné
¢isténého resveratrolu z kiidlatky japonské nebo ve smési s dalsimi biologicky aktivnimi
latkami (Li et al., 2015).

Systematicky nazev resveratrolu je 3,4",5-trihydroxystilben. Existuje ve dvou
izomerech: cis-resveratrol a trans-resveratrol. Trans- forma je stabilnéj$i a ucinnéjsi nez
cis- forma. Proto trans-resveratrol v pfirodé prevlada. Cis-izomerace muze nastat, kdyz je
trans-resveratrol vystaven slune¢nimu zafeni, umélému svétlu nebo ultrafialovému zareni
pii vinové délce 254 nebo 366 nm (Chen et al., 2007). Burns et al. (2002) uvedl, ze cis- forma
zatim v hroznovém extraktu nebyla nalezena (Burns et al., 2002). Molekularni struktura je
tvofena dvéma aromatickymi jadry spojenymi methylenovou dvojnou vazbou. VSechny tii
hydroxylové skupiny resveratrolu jsou zodpovédné za silnou sit’ vodikovych vazeb (Drabikova
et al., 2012). Jeho biologicka aktivita zavisi na pfitomnosti intermolekularni vodikové vazby,
dvojné vazby a poctu i umisténi hydroxylovych skupin (Catalgol et al., 2012). Resveratrol se
vyskytuje také ve formé glukosidu, f-glukosyloxy skupina je vazana v poloze 3- (trivialni nazev
piceid), nebo v poloze 4'- (resveratrolosid). | u téchto glukosidi jsou znamy trans- i cis-
izomery (Smidrkal, 2004).

Resveratrol ma lipofilni charakter, ktery vede k vysoké absorpci. Je vSak tieba
poznamenat, ze absorpce resveratrolu se muze liSit v zavislosti na zptisobu konzumace a druhu

potravy (Vitaglione et al., 2005).

OH SN
HO S O |/ =
& e

OH

Obréazek 2: Izomery resveratrolu (frans-resveratrol, cis-resveratrol)

Piivodnimi prekurzory pro biosyntézu resveratrolu jsou glykosidy, z nichz se vytvori
fenylalanin tzv. Sikimatovou cestou (obr. 3). Fenylalanin je pomoci enzymu fenylalanin
amonium-lyazy preménén na kyselinu skoficovou, ktera je poté oxidovana na kyselinu 4-

hydroxyskoficovou cinnaméat-4-hydroxyldzou. Tato kyselina reaguje s volnym koenzymem A
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(CoA) za pusobeni specifické CoA ligazy a vznika 4-hydroxycinnamoyl-CoA. Z ného se

kondenzaci se tfemi molekulami malonyl CoA pomoci enzymu resveratrol syntazy syntetizuje

resveratrol. P¥i tomto procesu se uvoliiuji 4 molekuly oxidu uhli¢itého (Smidrkal, 2004).

3.1.3

COOH
©/\N/Hz fenylalanin

COOH

.
/©/\/ kys. skoficova
H l @
. COOH
/©/\/ kys. 4-hydroxyskoficova
HO 1 CoASH

= CO-SCOA
/@/\/ 4-hydroxycinnamoyl-CoA
HO

. +3 HOOC” “COSCoA

resveratrol naringenin-chalkon

Obréazek 3: Biosyntéza resveratrolu (Smidrkal et al., 2001)

Oxyresveratrol

Oxyresveratrol je polyfenol nachézejici se v plodech moruse (Morus alba). Je to

pfirodné se vyskytujici analog resveratrolu (Lorenz et al., 2003). Stejné jako resveratrol

1 oxyresveratrol vykazuje v preklinickych studiich mnoho ucinki podporujicich zdravi —

protizanétlivé, antioxidacni, antivirove, hepatoprotektivni, neuroprotektivni a dalsi. Také ma

bélici a fotoprotektivni Uc€inky, coz by mohlo byt vyuzito v kosmetice a dermatologii.

Oxyresveratrol (trans-3,5,2°,4-tetrahydroxystilben) ma navic jednu hydroxylovou skupinu

na aromatickém kruhu oproti resveratrolu, coz vede k lepsi rozpustnosti ve vod¢ (obr. 4). Chen

etal. (2016) zjistili, ze primérnd doba priichodu travicim traktem oxyresveratrolu byla

srovnatelnd s dobou prichodu resveratrolu. Bylo zjisténo, Ze oxyresveratrol je peroralné

biologicky dostupny. Byl absorbovan mnohem rychleji a ztistal v téle delsi dobu nez resveratrol

(Chen et al., 2016).
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Obrazek 4: Oxyresveratrol

3.1.4 Piceatannol

Piceatannol (3,4°,3",5-trans-trihydroxystilben) je analog resveratrolu, ktery ma navic
jednu hydroxylovou skupinou v pozici 3" (obr.5). Je produkovan metabolismem resveratrolu
v lidském téle za ptitomnosti enzymu CYPIB1 (cytochrom P450 1B1) jako hlavni metabolit
(Catalgol et al., 2012). Stejné jako resveratrol se vyskytuje ve dvou izomerickych forméach, kdy
trans- izomer je stabilngj$i nez cis- isomer. Je to silny antioxidant a vykazuje protirakovinné
a chemopreventivni G€inky. Piceatannol i resveratrol jsou oba nerozpustné ve vod¢, ale mohou
byt rozpustény v ethanolu a dimethyl sulfoxidu (DMSO) (Catalgol et al., 2012, Piotrowska et
al., 2012).

Piceatannol byl identifikovan v mnoha rostlindch zejména v mucence jedlé (Passiflora
edulis), rebarbote (Rheum spp.), Cassia marginata, Melaleuca leucadendron, Euphorbia
lagascae, Mezoneuron cucullatum, Vitis amurensis, Caragana tibetica, Rheum rhaponticum,
Partneocissus tricuspidata (Piotrowska et al., 2012). Lai et al. (2013) uvadi, Ze v rostlin¢
Rhodomyrtus tomentosa znamé jako ,,sim fruit” je obsaZzeno 1000-2000krat vétSi mnozstvi
piceatannolu nez se nachazi v ¢ervenych hroznech (Lai et al., 2013). AvSak hlavnim zdrojem
piceatannolu v lidské vyziveé jsou hrozny a vino. Nicméné, v porovnani s resveratrolem je jeho
koncentrace ve vin€ omezena. Cantos et al. (2003) zjistili, Ze v hroznovém viné je piceatannolu
pfiblizné 4krat méné nez resveratrolu (asi 0.78 a 3.18 pg/g), ale naopak v nékterych druzich
cervencho vina ho mize byt 2krat vétsi koncentrace nez resveratrolu (Piotrowska et al., 2012).
V italskych vinech byla stanovena koncentrace trans-resveratrolu 0,63 az 3,39 mg/L,
0,48 az 4,93 mg/L cis-resveratrolu a 0,54 az 5,22 mg/L trans-piceatannolu. Obecné¢ lze fici, Ze
v ¢erveném viné jsou obsaZeny vys$i koncentrace téchto latek nez ve viné bilém. Vino

obsahujici nejvice téchto stilbent se nazyva Montepulciano (Buiarelli et al., 2007).
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Obrazek 5: Piceatannol

3.1.5 Batatasin IlI

Batatasin III (3,3’-dihydroxy-5-methoxybibenzyl) (obr. 6) je nejznaméjsi bibenzyl
izolovany z mnoha rostlin rodu Orchidaceae. Tato latka vykazuje spasmolytické, alelopatické
a inhibi¢ni vlastnosti na kli¢ivost a rast radikul. Yang et al. (2014) uvadi, ze polohovy izomer
batatasinu III, 3,4"-dihydroxy-5-methoxybibenzyl, ma fytotoxické ucinky. Tyto dva izomery

jsou vsak jen zfidka ziskdvany z rostlin soucasné (Yang et al., 2014)

AW

Obrazek 6: Batatasin Il

3.1.6 Pinostilben

Pinostilben (3,4'-dihydroxy-5-methoxy-trans-stiloen nebo 3-methoxyresveratrol) je
methylderivat resveratrolu (obr. 7). Poprvé byl izolovan z kury borovice sibifské (Pinus
sibirica). Pinostilben ma rtuzné biologické ucinky jako je neuroprotekce, chemoprevence, ale
resveratrolu jsou stejné UCinné nebo jeSt€¢ ucinnéjSi ve svych chemoprotektivnich
a protinadorovych vlastnostech nez resveratrol (Chao et al., 2010). Naptiklad trimethylderivat
resveratrolu a pinostilben jsou azZ stokrat vice cytotoxické v rakovinnych bunéénych liniich nez
resveratrol, coz je zprostiedkovano vycerpanim intracelularniho mnozstvi polyaminii a zménou
polymerace mikrotubuli (Jeong et al., 2014). Také se uvadi, ze vykazuje silngjsi
neuroprotektivni efekt proti neurotoxicité indukované 6-hydroxydopaminem nez resveratrol
v SH-SYS5Y bunkach (Chao et al., 2010). Protoze je pinostilben hydrofobnéjsi nez resveratrol,

penetruje bunéénou membranu mnohem rychleji, coz vede k vyssi efektivni intracelularni
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davce a zvySené biologické dostupnosti. Je usuzovano, ze methylaci hydroxylové skupiny
resveratrolu se zvysuje jeho hydrofobicita a zlepSuje se vstiebavani téchto derivati bunikou
(Jeong et al., 2014).

Naopak Chen et al. (2016) uvadi, Zze Spatna rozpustnost pinostilbenu ve vodé
pravdépodobné piispiva k jeho nizké peroralni biologické dostupnosti. Dale uvadi, ze
rozpustnost ve vod¢ neni hlavni ptfekdzkou biologické dostupnosti, jelikoz pterostilben, ktery
je vice lipofilni, vykazuje mnohem lepsi oralni absorpci nez pinostilben. Po intravendznim
podani pinostilbenu, byla pozorovana jeho rychla eliminace, coz naznacuje jeho metabolickou
nestabilitu. Studie Chen et al. (2016) naznacuje, Ze stilbeny s hydroxylovymi skupinami
v poloze -meta (resveratrol, pinostilben a pinosylvin) mohou byt metabolicky nestabilni, rychle
se eliminuji a maji nizkou perordlni biologickou dostupnost. Na druhou stranu stilbeny
s hydroxylovou skupinou v poloze -para, napt. pterostilben a trans-4,4"-dihydroxystilbeny,
jsou méng citlivé na II. fazi metabolismu a proto maji relativné lepsi oralni biologickou

dostupnost (Chen et al., 2016, Yeo et al., 2013).
HO
a=ata
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\
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Obrazek 7: Pinostilben
3.1.7 Biologicka aktivita vybranych stilbenoidi

3.1.7.1 Biologicka aktivita resveratrolu

Resveratrol zajistuje mnoho biologickych funkci a ma rizné mechanismy ptisobeni.
Miize inhibovat rozvoj riznych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni a neurodegenerativni
onemocnéni, karcinogeneze, nebo zpomaleni procesu starnuti (Kukreja et al., 2014). Také byly
prospésnych ucinkti na lidské zdravi, avSak jeho nizka biologickd dostupnost a rychly
metabolismus omezuje jeho pouziti pouze na vylouceni chronickych onemocnéni (Paulo et al.,
2001).

Resveratrol zaroveil plisobi jako antioxidant a podili se na vychytdvani volnych
radikall. ZvySuje aktivitu antioxidacnich enzymi jako je glutathion peroxiddza, SOD

(superoxiddismutaza), katalaza a glutathion reduktaza (de la Lastra and Villegas, 2007). Také
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udrzuje hladinu intracelularnich antioxidantii v biologickych systémech (Bonda et al., 2011).
Bylo prokazano, ze resveratrol inhibuje oxidacné indukovanou apoptézu v riiznych bunéénych
liniich, jako jsou fibroblasty 3T3 mysi, potkani feochromocyty, mononukledrni bunky periferni
krve a retinalni pigmentovy epitel ¢lovéka (King et al., 2005). Antioxidac¢ni aktivita resveratrolu
muze byt také spojena s ochranou proti rozvoji aterosklerdzy. Oxidace lipoproteinti s nizkou
hustotou (LDL) ptispiva k rozvoji této choroby. Bylo prokazano, ze resveratrol inhibuje oxidaci
LDL katalyzovanou siranem médnatym a v menS$i mife oxidaci LDL iniciovanou 2,2’-
azobisdihydrochloridem (Belguendouz et al., 1997).

Aluyen et al. (2012) uvadi, Ze resveratrol inhibuje propuknuti a rozvoj rakoviny.
Podporuje protirakovinnou aktivitu inhibici angiogeneze. Bylo zjisténo, Ze inhibuje proliferaci
nadoru prsu, tra¢niku a prostaty (Aluyen et al., 2012). Signorelli et Ghidoni (2005) uvadi, Ze
protirakovinny efekt resveratrolu je spojen s poskozenim mitochondrialni funkce, coz vede
K nardstu reaktivnich druht kysliku a k apoptoze. Také potlacuje cytochrom P450, jez je
povazovan za prokarcinogen (Signorelli and Ghidoni, 2005). Rovnéz bylo prokazano, ze
resveratrol ma estrogenni aktivitu diky své strukturni podobnosti s estrogennim c¢inidlem
diethylstilbestrolem. Pouzitim estrogen-pozitivnich bunék MCF-7 karcinomu prsu bylo
zjisténo, ze trans-resveratrol kompetitivné inhibuje vazbu [3H]estradiolu na receptory
estrogenu typu 1 a také receptory aktivuje. Tato schopnost antagonizovat vazbu na estrogen
poskytuje diivod pro ptipadné pouziti trans-resveratrolu pti prevenci nebo 1é¢bé rakoviny prsu
(Williams et al., 1996).

Paulo et al. (2001) uvadi, ze resveratrol ma také antimikrobidlni vlastnosti. Inhibuje rist
patogennich mikroorganismi - grampozitivnich, gramnegativnich bakterii a hub jako jsou
Aspergillus niger, Helicobacter pylori, Aspergillus flavus, Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa (Paulo et al.,, 2001). U bakterie
Escherichia coli zabrafuje ristu pomoci oxida¢niho poskozeni bunééné membrany. Jako
potencialni antimikrobialni prostiedek by mohl byt v budoucnu vyuzivan k lécbé infekcei
zpusobenych riznymi patogeny (Kukreja et al., 2014).

Resveratrol jako kardioprotektivni prostfedek inhibuje nahromadéni krevnich desticek,
potlacuje peroxidazové reakce cyklooxygenazy 2 (COX-2) a vytvoreni tromboxanu A2, coz ma
za nasledek vazodilataci. Vazodilatac¢ni Gc¢inek je vyvoldn stimulaci syntézy oxidu dusnatého
v endotelu cév. Wallerath et al. (2002) uvadi, ze tato stimulace je zdavisla na davce
a pii koncentraci resveratrolu 10 umol/l bylo zaznamenano zvyseni produkce oxidu dusnatého

0 50 %. Bylo pozorovano, ze mensi davky resveratrolu, které cloveék ptijme béznou stravou,
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maji kardioprotektivni ucinek (Kukreja et al., 2014, Wallerath et al., 2002). Dale mize byt
prospésny pii 1é€bé neurologickych onemocnéni jako je Parkinsonova nebo Huntingtonova

nemoc, pii 1é€bé beta talasémie a také v prevenci a 1é¢bé diabetes mellitus (Kukreja et al.,
2014).

3.1.7.2 Biologicka aktivita piceatannolu

Stejné jako resveratrol, piceatannol ma mnoho biologickych ucinkd. Jsou mu
al., 2014). Piceatannol vykazuje protirakovinné u¢inky diky jeho potencialu inhibovat Sifeni
obrovského mnozstvi riznych nadorovych bunék, jako jsou lymfomy, leukémie, nadory prsu,
prostaty a tlustého stfeva. Byla pozorovana zvySend inhibice a proapopticky ucinek
na nadorové buiiky. Tento Uc¢inek miize byt zplsoben ztratou mitochondridlniho potencialu,
aktivaci kaspadz a uvolnénim cytochromu C. Proapoptickd aktivita piceatannolu byla
pozorovana u riznych rakovinnych bunék vcetné téch v kizi, prostaté, mocovém méchyii
a prsou (Piotrowska et al., 2012). Wolter et al. (2002) uvadi, Ze u nadort tlustého stieva a jater,
byl piceatannol zodpovédny za nahromadéni bun¢k v G1 a S f4zi bunécného cyklu. Naopak u
rakoviny moc¢ového méchyte picetannol indukoval apoptézu a zabranil vyvoji bun¢k ve fazi
GO0/G1 (Wolter et al., 2002).

Diky své antidiabetické fytochemické aktivité, mize tento stilben hrat roli i v prevenci
diabetes mellitus typu 2. Zlepsuje vstiebavani glukozy, AMPK fosforylaci a translokaci
transportéru glukozy 4 (GLUT4), coz muze prekonat insulinovou rezistenci (Piotrowska et al.,
2012).

Tang et Chan (2014) wuvadi, Ze picetannol je také efektivni v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni jako je arytmie, hypercholesterolemie, angiogeneze
a ateroskleroza. Predbézna 1écba piceatannolem potlacovala srde¢ni hypertrofii, ktera byla
stanovena vyjadfenim hladiny markert hypertrofie, prafezové plochy a poméru hmotnosti srdce
(Kukreja et al., 2014).

V porovndni s resveratrolem ma piceatannol silngjsi protirakovinné ucinky a také ma
vétsi schopnost vychytavat volné radikaly. Diky pfitomnosti dal§i hydroxylové skupiny je
piceatannol reaktivnéjsi a je ucinné€j$im antioxidantem. Koncentrace piceatannolu potiebna
k vychytavani volnych radikalt je 1200krat nizs§i, nez je tomu u resveratrolu (polovina
maximalni inhibi¢ni koncentrace IC50 byla 3.39:10 puM pro resveratrol a 2.69-10° uM

pro piceatannol) (Piotrowska et al., 2012).
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3.1.8 Metabolismus stilbenoida

Hromadi se nazory, ze ptiznivé ucinky ptipisované resveratrolu jsou zpiisobeny spise
jeho metabolity nez samotnym resveratrolem (Smoliga and Blanchard, 2014). Resveratrol je
schopny tvofit rizné organické molekuldrni komplexy. Sterifikace hydroxylovych skupin
s alifatickymi molekulami mtize byt také pouzita jako nastroj ke zvySeni intestinalni absorpce
a bunécné permeability. Naptiklad acetylace resveratrolu miize zvysit jeho absorpci a prichod
epithelialni bunikou bez ztraty aktivity (Colin et al., 2009, Marel et al., 2008).

Ve stievech se resveratrol absorbuje pasivni difuzi nebo tvoii komplexy
S membranovymi transportéry, jako jsou integriny. V krevnim fecisti se resveratrol nachazi
V podstaté ve tiech riznych formach: glukuronid, sulfat nebo volny resveratrol. Volna forma
muze byt navdzana na albumin a lipoproteiny, jako je LDL. Tyto komplexy mohou byt navic
disociovany na bunéénych membranach, které maji receptory pro albumin a LDL, takze volny
resveratrol neumoziuje vstup do bunék (Delmas et al., 2011). Diky svym chemickym
vlastnostem muze resveratrol reagovat s mastnymi kyselinami. Nedavné studie in vitro ukazuji,
ze vice nez 90 % volného trans-resveratrolu se vaze na lidské plazmatické lipoproteiny. Tato
vazba se také objevuje in vivo, jak doklada ptitomnost dietnich polyfenolickych sloucenin
zjisténych v izolovaném LDL ve vzorcich krve zdravych dobrovolnika (Urpi-Sarda et al., 2005,
Urpi-Sarda et al., 2007). Mastné kyseliny vytvari lipofilni prostredi, které podporuje transport
resveratrolu (Jannin et al., 2004).

Resveratrol ma stejné jako ostatni stilbenoidy omezenou peroralni biologickou
dostupnost, coz je zpusobeno piedev§im rozsahlym metabolismem faze 1l (glukuronidaci
a sulfataci). Metabolismus resveratrolu nebo jeho faze Il-metaboliti probiha v jatrech.
Prostfednictvim enterohepatalniho transportu zlu¢i mohou byt tyto latky navraceny zpatky
do tenkého stteva (Burns et al., 2002). 1 ptes nizkou biologickou dostupnost vykazuje
resveratrol u¢innost in vivo. To lze vysvétlit pfeménou sulfati a glukuronidd opét na resveratrol
v cilovych organech, jako jsou jatra (Wenzel and Somoza, 2005). Dal§im moznym vysvétlenim
by mohla byt enterohepatalni recirkulace metabolitd resveratrolu, nasledovana jeho
dekonjugaci v tenkém stfevé a jeho reabsorpci. Kone¢né in vivo u¢inky mohou byt vysvétleny
aktivitou jeho metabolitt (Marier et al., 2002). Wenzel a Somoza (2005) uvadi, ze
glukuronidace cis-formy je rychlejsi (5-10 krat) nez trans-formy, coz vede k nizsi biologické
dostupnosti cis-formy (Wenzel and Somoza, 2005). Cottard et al. (2010) a dalsi zjistili pét
riznych metabolith v moci: resveratrol monosulfat, dvé izomerické formy resveratrol

monoglukuronidu, monosulfat dihydroresveratrol a monoglukuronid dihydroresveratrol. Chen
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et al. (2007) uvadi, ze ve vzorcich lidské moci byly identifikovany cis-metabolity, zejména Cis-
resveratrol-4’-sulfat, cis-resveratrol-3-O-glukuronid  a cis-resveratrol-4’-O-  glukuronid.
Vyzkum byl proveden s trans-izomerem kviuli nestabilité cis-isomeru (Chen et al., 2007). Data
vS8ak naznacuji, Ze oba mohou mit rizné biologické u¢inky (Campos-Toimil et al., 2007, Orallo,
2006). Povaha a mnozstvi téchto metabolitd se mize mezi jednotlivymi subjekty lisit z divodu
vzajemné variability (Cottart et al., 2010, Gambini et al., 2015, Walle et al., 2004). Jiné
flavonoidy ve stravé napiiklad kvercetin, mohou inhibovat sulfataci a glukuronidaci
resveratrolu v jatrech a duodenalni tkani, coz zvySuje jeho biologickou dostupnost (Wenzel and
Somoza, 2005)

Resveratrol i oxyresveratrol byly shodné po absorbci podrobeni konjugaci a poté bylo
identifikovano n¢kolik glukuronidt a sulfatd jako metabolitd faze II. Tyto konjugaéni reakce
byly pozorovany také u oxyresveratrolu a pterostilbenu (Chen et al., 2016). Bylo prokazano, ze
sulfatové metabolity resveratrolu vedou k biologicky relevantnim koncentracim
intracelularniho resveratrolu. Je mozné, Ze monosulfaty resveratrolu se dostanou do cilovych
tkani ucinnéji, protoze jsou stabilnéjs$i v konjugované formé. Poté regeneruji resveratrol
a udrzuji v plazmé i v tkanich fyziologické koncentrace. Také byla provedena in vitro studie na
bunécné linii kolorektalniho karcinomu HT-29 ktera ukazala, ze sulfatové metabolity slouzi
jako intracelularni zasobarna resveratrolu (Patel et al., 2013).

Studie Chena et al. (2016) na potkanech, byla provedena s cilem charakterizovat
farmakokineticky profil oxyresveratrolu, analogu resveratrolu. Bylo zjiSténo, Ze peroralni
biologicka dostupnost resveratrolu vykazuje linearni farmakokinetiku, a to 1 pfi vysokych
davkach (200 a 400 umol/kg). Das et al. (2008) provedli studii se zvySovanim davky, kde bylo
potkaniim Sprague Dawley podano 15, 25 a 50 mg/kg resveratrolu. Zadna z davek neukézala
vyznamny rozdil v biologické dostupnosti, pficemZz resveratrol vykazoval linedrni
farmakokinetiku dokonce i pfi davkach az 50 mg/kg (Das et al., 2008).

Bylo ptedpokladano, ze oxyresveratrol bude vice nachylny k II fazi metabolismu a bude
mit hor$i farmakokineticky profil nez resveratrol z ditvodu jedné hydroxylové skupiny navic.
Naopak studie na potkanech Chena et al. (2015) prokazala, ze jeho plazmaticka hladina po
perordlnim pfijmu je srovnatelna s resveratrolem. Metabolickou stabilitu tedy pravdépodobné
neurcuje pocet hydroxylovych skupin, ale jejich umisténi. To je zdiivodnéno i pozorovanim
pinosylvinu (trans-3,5-dihydroxystilben) a trans-4,4’-dihydroxystilbenu v organismu. Oba
maji ve své struktufe dvé hydroxylové skupiny, avSak jejich farmakologické profily se zjevné

lisily. Z testovanych hydroxystilbend, resveratrol vykazoval nejvyraznéjsi ,,dvojity vrchol®, coz
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je zpusobeno enterohepatalnim obcéhem, ktery vyrazné pfispiva k expozici resveratrolu
Vv systémovém ob¢hu (Chen et al., 2015, Chen et al., 2016).

3.2 Gastrointestinalni ustroji ¢lovéka

Travici trakt je systém organti u v§ech mnohobunéénych zivocicht, kterym umoziuje
traviciho traktu je zazivani usnadnéné motilitou, sekreci a absorpci. Kazda funkce tohoto tstroji

je podminéna stavbou a chovanim jednotlivych bunéénych typt a tkani (Liao et al., 2009).
3.2.1 Anatomie a funkce gastrointestinalniho traktu

Tréavici trakt prochazi télem jako souvisla trubice, na niz jsou napojeny vyvody
zlucovodu a pankreatu. Hlavni funkci gastrointestinalniho traktu je transport a traveni stravy.
Nicméné¢, traveni neni jedinou diilezitou funkci. Naptiklad stfevo ma vyznam i pro imunitu
(Gregersen and Kassab, 1996). Gastrointestinalni trakt je slozen ze série organd, které jsou svou
morfologii a jinymi mechanickymi vlastnosti svaloviny velmi riznorodé. Mezi jednotlivymi
organy se nachazeji svérace, které rozde€luji trubici na mensi kompartmenty, ale také umoznuji
davkovani traveniny do dalSich ¢asti travici trubice (Liao et al., 2009).

Sténa travici trubice je slozena ze 4 vrstev, a to jsou mukédza, submukoza, svalovina
a seroza. Svalova vrstva sestava z vngjsi podélné a vnitini kruhové svaloviny. Na kolagen
bohatd submukéza a mukdza se nachazi uvnitt svalové vrstvy. Pohyby jsou uskute¢nény
pomoci antegradniho priitoku pro zajisténi promichani obsahu a kontaktu s absorpcni plochou.
Kontrakce se v kazdé casti traktu znacné 1isi. Pohyby stén béhem digesce a absorpce jsou
vysledkem kontrakci dvou vrstev hladkého svalstva. Stazeni podélné svaloviny zkrati stfevni
stény, zatimco peristaltické stahy kruhové svaloviny obsah pomalu posouvaji a promichavaji

(Liao et al., 2009, Takaki, 2003).

3.2.2 Mikrobiota tlustého stieva

Lidska stfevni mikrobiota je sloZena z n€kolika trilionli mikroorganismii a odhadem
az desetindsobné prevysuje pocet télnich bun€k (Béckhed et al., 2005). Celkové mnoZstvi
mikrobialnich bunék ve stfevnim traktu je okolo 10% az 10, To znamena, 7e organismus
Cloveéka je pouze z 10 % procent tvofen bunikami téla a zbylych 90 % tvoti bakterialni bunky
(Zhao, 2013). Navic, cely genom stievnich mikroorganismti obsahuje pfiblizné 150krat vice

gend nez ten lidsky (Qin et al., 2010). Studie Cabreiro et al. (2013) definovala mnoho funkci
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sttevniho mikrobiomu, mezi néz patii fermentace nestravitelnych polysacharidl, syntéza
esencialnich aminokyselin a vitamind a metabolismus xenobiotickych 1é¢iv (Cabreiro et al.,

2013).

3.2.2.1 Funkce stievni mikrobioty

Mikroorganismy V tlustém stfevé maji mnoho dulezitych funkci na lidské zdravi
a ovliviyji hostitele pomoci rtznych interakci. Nékteré stievni mikroorganismy umoznuji
napiiklad fermentaci komplexu nestravitelnych sacharidd a produkuji mastné kyseliny
s kratkym fetézcem jako je acetdt, propionat a butyrat. Rozsahlé¢ profilovani lidského
intestindlniho mikrobiomu ukézalo, ze s dysbiozou stfevni mikroflory je spojeno nékolik
béznych onemocnéni. Dysbidza je vysvétlena jako narusend rovnovéha mezi prospéSnymi
bakteriemi s protizanétlivymi vlastnostmi a pathobionty s prozanétlivym G¢inkem. Navic je
mnoho nemoci spojeno se snizenou diverzitou mikroorganismu tlustého stieva. U né€kterych
onemocnéni vSak neni jasné, zda je dysbidza ptic¢inou ¢i nasledkem 1é¢by (von Martels et al.,
2017). Shin et al. (2015) uvadi, Ze narusenim stfevni mikrobioty antibiotiky nebo infekénimi
patogeny, muze dojit k vyraznému rozsifeni rodu Enterbacteriaceae, ktery je povazovan

za znamku dysbiozy (Shin et al., 2015).

3.2.2.2 Slozeni mikrobioty tlustého stfeva

Stfevni mikrobiota je velka a riiznoroda skupina obsahujici rizné formy zivota. Nejvice
zastoupené jsou bakterie, které jsou také nejprostudovanéjsi ze stfevnich mikroorganismu, dale
archea, eukaryota, viry a paraziti (Lozupone et al., 2012). Bylo odhadnuto, ze stievni trakt
osidluje pfes 1000 bakterialnich druhti, ale vétSina bakterii se fadi jen ke dvéma, a to jsou
Bacteroidetes a Firmicutes (Béackhed et al., 2005). Diky zlepSovani modernich technik
sekvenovani genomu je stile detekovano mnoho novych mikrobd. Bakterie, které se zde
nachazi, maji anaerobni metabolismus. Vé&tSina z nich je striktné anaerobni, coZ znamena, Ze
jsou citlivé na kyslik. Dalsi velmi pocetnou skupinou jsou viry. Bylo identifikovano vice nez
1200 virovych genotypt o hustoté 10° viriontl na gram susiny v lidské stolici (Li et al., 2016).

Ekologie mikrobioty stfeva je dynamicka a to znamena, ze ne vSechny bakterie mohou
kolonizovat stfevo permanentné. Koevoluce mezi komenzalnimi mikroby a jejich hostiteli
vedla pii vyvoji fady mechanismt ve prospéch jejich kolonizace. Napiiklad Lactobacillus
rhamnosus GG efektivné prilne k lidské stievni mukoze zakddovanim pili proteinu vazaného
na mukoze (Kankainen et al., 2009) a Bacteroides fragilis produkuje povrchové kapsularni

polysacharidy, aby mohl kolonizovat stfevo (Liu et al., 2008). Tyto ptvodni komenzalni
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bakterie hraji rozhodujici roli v obrané proti pfilezitostnym exogennim patogentim
prostiednictvim konkuren¢niho vylouceni. Tento jev je viditelny u Bifidobacterium longum
subsp. Longum JMC 1217T, které chrani stievo proti Escherichia coli O157:H7, coz je bakterie
zpusobujici enterohepatogenni infekci (Fukuda et al., 2011)

Bylo zjisténo, ze existuji vyznamné rozdily ve slozeni stfevni mikrobioty u riznych
populaci. Podle struktury a funkci jednotlivych bakteridlnich rodii lze lidskou stfevni
mikrobiotu rozdélit do enterotypti 1, 2 a 3, které jsou nezavislé na pohlavi, véku, narodnosti,
stravovacich zvyklostech ani na indexu télesné hmotnosti hostitele (Arumugam et al., 2011).
Enterotyp 1 je charakterizovan vysokym zastoupenim rodu Bacteroides a velkym
sacharolytickym potencialem. U enterotypu 2 pievazuji bakterie rodu Prevotella. Tento
enterotyp ma vysoky potencial pro degradaci glykoproteinu mucinu. Hlavnim zastupcem
tietiho enterotypu jsou bakterie rodu Ruminococcus a mezi jeho vlastnosti patéi schopnost
degradace mucinu a membranového transportu (Jandhyala et al., 2015). Podle Arumugama
etal. (2011) se nejCastéji vyskytuje enterotyp 3 — Ruminococcus. K obohaceni druht
Vv jednotlivych enterotypech mohou pfispét rizné fermenta¢ni substraty v traéniku. Ale je velmi
pravdépodobné, ze stfevni mikrobiota je u kazdého jedince stabilni a muze byt dokonce

obnovena po n¢jakém naruseni (Li et al., 2016).

3.2.2.3 Ruznorodost stievni mikrobioty v zavislosti na véku

Slozeni stfevni mikrobioty se nelisi jen u jednotlivych populaci, ale rizni se také
Vv zavislosti na véku. Vznik a kolonizace stfeva je komplexni proces ve kterém je zapojena fada
interakci mezi mikroby a hostitelem a mezi mikroby samotnymi. Zdrava stfevni mikrobiota
se zaklada jiz v utlém détstvi a hraje velmi dualezitou roli pro udrZeni zdravi béhem celého
zivota (Li et al., 2016).

Ma se za to, ze v prostfedi délohy se nenarozené déti nachazi ve sterilnim prostiedi.
Avsak, DiGiulio et al. (2008) ptedpoklada, ze v amniotické tekuting, placenté, pupeéni Stitife
a mekoniu jsou pfitomny nékteré komenzalni bakterie, které se pfendsi z matky na dite.
Dulezitym faktorem ovliviijici kolonizaci stieva je zptisob porodu. Bakterialni spolecenstvi
déti narozenych pfirozenym porodem se podobd mat€iné vaginalni mikrobioté, zatimco déti
narozené cisafskym fezem maji bakterie podobné spiSe bakteriim matciny kiize. Jakobsson
et al. (2014) uvadi, ze stfevni mikrobiota déti narozenych cisaiskym fezem ma celkové nizsi
mikrobialni diverzitu a opozdénou kolonizaci kmene Bacteroidetes. Nepiirozena kolonizace
zpliisobend cisafskym fezem mize pfispét ke zvySenému riziku nékterych imunitnich
onemocnéni jako je astma a diabetes (Cardwell et al., 2008). Pro vytvofeni zdravého imunitniho
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systému, ktery hraje diilezitou roli ve vytvoreni normalni sttevni mikrobioty, je diilezitd casna
expozice Sirokému spektru mikrobu z okolniho prostiedi (Li et al., 2016).

Béhem prvniho roku Zivota je slozeni stievni mikrobioty nestalé a je ovlivnéno predevsim
stravovacim rezimem. V matefském mléce je obsazen komplex oligosacharidii, ktery muze
podporovat rust a kolonizaci prospé$nych bakterii jako je rod Bifidobacterium. Déti, které byly
krmen¢ détskou vyZzivou, maji stievni trakt Castéji kolonizovany potencionalnimi patogeny jako
je Escherichia coli a Clostridium difficile (Li et al., 2016). Trva zhruba do tii let véku, nez
se slozeni mikrobioty ustali a odpovida mikrobioté dosp€lého ¢lovéka (Yatsunenko et al.,
2012). Béhem této doby se funkce gent stfevniho mikrobiomu kojenct méni od vyuziti laktozy
po rozlozeni polysacharid, biosyntézu vitamint a degradaci xenobiotik (Li et al., 2016).

Struktura stfevni mikrobioty se méni s vékem. U zdravych starSich jedinct se struktura
mikrobioty rlznila, spoleénym rysem je vSak vyS$i mnozstvi patogennich enterobakterii
a mensi mnozstvi bifidobakterii. Studie Claessona et al. (2012) zjistila, ze starsi lidé (ve véku
nad 65 let) ktefi jsou zavisli na dlouhodobé péci, maji vysoky podil kmenu Bacteroidetes
a druhi Prabacteroides, Eubacterium, Anaerobacterium, Lactonifactor a Coprobacillus,
Coprococcus a Roseburia. Z toho vyplyva, ze ve starSim véku je slozeni mikrobioty vyrazné

ovlivnéno zivotnim stylem a nutri¢nimi navyky (Claesson et al., 2012, Li et al., 2016).

3.2.2.4 Riaznorodost stievni mikrobioty v zavislosti na regionu

Yatsunenko et al. (2012) uvadi, ze existuji rozdily mezi slozenim a funkci bakterii stfeva
napii¢ zemépisnymi regiony. Zjistili vyznamné rozdily u populace USA a lidmi zijicimi
v Malawi (Yatsunenko et al., 2012). V tlustém sttevé africkych déti byl nalezen relativné vyssi
pocet specifickych rodt bakterii (Xylanibacter, Prevotella, Butyrvibrio a Treponema), coz
muze souviset s maximalizaci ziskani energie z nestravitelnych polysacharidi (De Filippo et
al., 2010). U déti pochazejicich z afrického venkova bylo pozorovano vyrazné vy$si mnozstvi
bakterii rodu Bacteroides a méné bakterii kmenu Firmicutes, na rozdil od déti evropskych (Li
et al., 2016).

Wu et al. (2011) uvadi, Ze na zéklad¢ vlivu dlouhodobého stravovani Ize rozdélit slozeni
mikrobioty stfeva na dva enterotypy. Enterotyp Bacteroides je spojovan s dietou bohatou
na zivoc¢isné bilkoviny a nasycené tuky, zatimco enterotyp Prevotella se vyskytuje u populaci,
jejichz strava je bohatd na sacharidy a jednoduché cukry. Stravovaci rozdily tedy mohou

ve znatné mife pfispivat k variaci stfevniho mikrobidlniho sloZzeni mezi méstskymi
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spoleCenstvy a venkovskymi oblastmi (Wu et al., 2011). Navic, tak zvana zapadni dieta
zpusobila vyhynuti nékterych stievnich mikrobt z generace na generaci (Li et al., 2016).

3.2.2.5 Prebiotika a probiotika

Prebiotika a probiotika jsou vyuzivana K upravé stievni ekologie, coz pfispiva ke zlepseni
lidského zdravi. Prebiotika jsou charakterizovana jako nestravitelné casti potravy, které
stimuluji rGst nebo aktivitu jedné nebo vice bakterii ve stieve (Li et al., 2016). Sacharidy vcetné
rezistentnich Skrobii se mohou dostat do tlusté¢ho stfeva, aniz by byly naruseny travicimi
enzymy a Vv tlustém stifeveé poté piisobi jako hlavni substraty pro riust bakterii se specifickymi
sacharolytickymi enzymy. Stejn¢ tak mucin a chondroitin sulfat, které¢ jsou produkovany
V organismu, mohou byt fermentovany pomoci bakterii tlustého stfeva. Nej€astéji uzivanymi
prebiotiky jsou fruktooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS). Bylo zjisténo, Ze
probiotické FOS selektivné zvysSily pocet bifidobakterii, které pozitivné koreluji se zlepSenim
telesné vahy, endotoxemii a zanéty (Cani et al., 2007). Byly také zjistény pozitivni G€inky
probiotik na imunitni funkce, avSak diikazy o jejich uloze pti 1é¢b¢ neurologickych poruch jsou
vzacné a vyzaduji dalsi stanoveni (Walton et al., 2012).

Probiotika jsou definovéna jako Zivé mikroorganismy, které maji ptfiznivy ucinek
na zdravi hostitele, pokud jsou podavana vV pifiméfeném mnozstvi (Joint, 2002). Mezi
celosvétoveé nejpouzivangjsi probiotika patii bakterie rodt Bifidobacterium a Lactobacillus.
Funkce probiotik ve zlepsovani metabolickych a imunitnich poruch jsou jiz dobie
prozkoumény, nové studie se proto zabyvaji U¢inky probiotik na 1écbu neurologickych
onemocnéni. Podavani Lactobacillus rhamnosus zmirnilo Gzkostné chovani mysi modulaci
exprese receptorti y-aminomaselné kyseliny v mozku, jez jsou zavislé na vagovych nervovych
systémech (Bravo et al., 2011). Lactobacillus reuteri mize modulovat enteralni nervovy
systém, avSak mechanismus G¢inku stale neni znamy (Joint, 2002, Li et al., 2016).

Bylo také zjisténo, ze Bifidobacterium infantis vykazuje potencialni antidepresivni
ucinky potlaéenim uvolnéni prozanétlivych cytokini do krve a snizenim koncentrace 5-
hydroxyindoloctové a dihydroxyfenyloctové kyselin v mozku (Desbonnet et al., 2010). Studie
Ochoa-Repéraz et al. (2010) ukazala, ze Bacteroides fragilis je schopny ochranit centralni
nervovou soustavu pied demyelinizaci, coz v§ak zavisi na produkci kapsularniho polysacharidu

A (Ochoa-Reparaz et al., 2010).
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3.3 Polyfenoly a mikrobiota

Biologicka dostupnost polyfenolii je v porovnani s mikro a makronutrienty relativné
mala. Zalezi vSak na slozitosti jejich molekuly a stupni polymerace. Dulezité strukturni
parametry jsou molekulova hmotnost, glykosylace a esterifikace. Nizkomolekularni polyfenoly
mohou byt tedy snadno absorbovany v tenkém stfevé. Zatimco oligomery a polymery
polyfenolt jako jsou naptiklad kondenzované nebo hydrolyzovatelné taniny se mohou dostat
do tlustého stieva témét nezménény. Nevstiebané polyfenoly se mohou hromadit v lumenu
tlustého stieva a spolu s konjugaty vylucovanymi zluci jsou podrobeny stfevni mikrobioté.
hmotnosti, které jsou l1épe absorbovatelné a mohou byt zodpovédné za ucinky na lidské zdravi
(Cardona et al., 2013). Neptimym dikazem jejich absorpce pies bariéru stieva je zvySeni
antioxidacni kapacity po konzumaci potravin bohatych na polyfenoly (Scalbert et al., 2002).
Jsou dvé vzijemné interakce mezi mikrobiotou a polyfenoly. Polyfenoly jsou podrobeny
komplexnimu metabolismu a interaguji s lidskymi a mikrobialnimi enzymy, coz vede k tvorbé
velkého mnozstvi cirkulujicich metaboliti a produktid katabolismu. Na druhou stranu
polyfenoly a jejich metabolity mohou ovliviiovat sloZeni stfevni mikrobioty pomoci riznych

interakci (Hervert-Hernandez and Goni, 2011).

3.3.1 Biotransformace polyfenolu ve stievé

Mikrobita tlustého stfeva ovliviiuje biologickou dostupnost polyfenold hydrolytickym
uvolnénim aglykonti z O-glykosidii a jaternich O-glukuronidl. Polyfenoly se v rostlinach
a potravinach vyskytuji ptedevsim jako O-glykosidy (naptiklad kvercetin a kempferol). Vétsina
flavonoidl, kromé& katechinti a proanthokyanidint, je v potravinach ve formé glykosidu. Tato
glykosylace ovliviiuje vstiebavani stfevni sténou. Absorpce kvercetinovych glykosidi
obsazenych v cibulich byla vyssi (52 %) nez kvercetinového aglykonu (24 %), to bylo zjisténo
u dobrovolniki s ileostomii. Intestinalni absorpce katechini je ovlivnéna také jejich esterifikaci
kyselinou galovou a absorpce kyseliny kdvové esterifikaci kyseliny chinové. Kyselina kdvova
je také mnohem lépe absorbovana nez jeji ester kyselina chlorgenova (Scalbert et al., 2002).

Vétsina téchto glykosidi je v kyselém prostiedi Zaludku, mukédze tenkého stieva
a mikroorganismy tlustého stfeva rozlozena na aglykony (Stevens and Maier, 2016). Odhaduje
se, ze pouze 5-10 % celkového ptijmu polyfenoll je absorbovano v tenkém stfeve, vétSinou
k absorpci dochazi po dekonjugaénich reakcich jako je napiiklad deglykosylace (Cardona et
al., 2013). V tenkém stfevé jsou absorbovany tedy pouze aglykony a nékteré glykosidy
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(Manach et al., 2004). Po absorpci v tenkém stfevé mohou byt tyto latky podrobeny fazi I
biotransformace (oxidace, redukce, hydrolyza) a fazi II (konjugace) v enterocytech a poté
V hepatocytech, kde vznikaji ve vodé rozpustné konjugované metabolity a poté jsou uvolnény
do systémového ob¢hu, distribuovany do organt a vylou¢eny moci. Resveratrol je
pravdépodobné po absorpci tenkym sttevem ve formé glukuronidového konjugatu. Ve sténé
stieva bylo nalezeno malé mnozstvi sulfatu resveratrolu (Wenzel and Somoza, 2005).

Do tlusté¢ho stieva se dostanou polyfenoly, které nebyly vstiebany v ptfedchozich
¢astech traviciho traktu. Jakmile se polyfenoly dostanou do tlustého stfeva jsou metabolizovany
bakteriemi. Vedle schopnosti enzyma Stépit O-glykosidy a O-glukuronidy maji
mikroorganismy tlustého stieva schopnost §tépit heterocyklické a aromatické kruhy flavonoida
a mohou dehydroxylovat, dekarboxylovat a dehydrogenovat alkenové skupiny (Stevens and
Maier, 2016). Flavonoidni glykosidy (napf. rutin), které nejsou absorbovany v horni ¢asti
stiteva, mohou byt hydrolyzovany a aglykony se mohou absorbovat. Flavonoidni glukuronidy
vyloucené zlu¢i mohou byt také hydrolyzovany mikrobiotou a poté jsou vysledné aglykony
reabsorbovany a tak vstupuji do enterohepatického cyklu. Aglykony jsou dale metabolizovany
na aromatické kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti (fenylvalerova, fenylpropionova,
fenyloctova a benzoova), které jsou dobie absorbovany ptes sténu tlustého stieva (Scalbert et
al., 2002). Napftiklad polyfenoly spojené s rhamnosou se musi dostat do tlustého stfeva, kde
jsou hydrolyzovany rhamnosidasami bakterii, aby mohly byt absorbovany (Manach et al.,
2004). Interindividualni rozdily jsou vidét u metabolismu daidzeinu, kdy je nékdy hlavnim
mikrobidlnim  metabolitem S(—)-equol. U jinych je hlavnim metabolitem O-
demethylangolensin nebo dihydrodaidzein. S-equol se vyznacuje lep$imi biologickymi
vlastnostmi nez samotny daidzein a mé vyssi vazebnou afinitu k estrogennimu receptoru 3

(Bode et al., 2013).

3.3.2 Vliv polyfenolii na mikrobiom tlustého stieva

Rozdily v biologické dostupnosti a aktivité polyfenolid a jejich metaboliti mohou byt
zpusobeny kromé individudlnich zmén denniho pfijmu polyfenolll i individudlnimi rozdily
ve sloZeni lidské mikroflory. Kompozice lidského stfevniho mikrobiomu miiZe tedy modulovat
vliv polyfenolli na zdravi hostitele (Etxeberria et al., 2013). Existuji studie, které dokazuji, ze
ur¢ité davky nekterych polyfenoli mohou modifikovat slozeni stfevni mikrobioty. Zatimco
nékteré skupiny bakterii mohou byt inhibovany, jiné mohou prospivat (Cardona et al., 2013).
Protoze nékteré fenolové slouceniny byly identifikovany jako potencialni antimikrobialni latky

s bakteriostatickym a baktericidnim G¢inkem, mohly by byt aplikovany jako antimikrobialni
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¢inidla proti infekcim. Nicméné, nadbytecné mnozstvi polyfenolll ve stravé mtize inhibovat rist
mikrobioty, kterd je pro tlusté stievo prospésna. Suplementace téchto latek proto miize mit
nezadouci u¢inek na lidské zdravi (Etxeberria et al., 2013).

Fenoly meéni mikrobiom stieva a v disledku toho je zménéna rovnovaha
Bacteroidetes/Firmicutes (Cardona et al., 2013). Vysledky in vitro studie Tzounis et al. (2008)
naznacuji, ze monomery flavan-3-olu, jako jsou (-)epikatechin a (+)katechin, mohou byt
schopny ovlivnit populaci bakterii v tlustém stievé. Zjistili, ze (+)katechin vyrazné inhiboval
rast Clostridium histolyticum a podpofil rust Escherichia coli a fekalnich bakterii Clostridium
coccoides-Eubacterium, zatimco bakterie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus spp. zGstaly
nezménéné (Tzounis et al., 2008). Bylo zjisténo, Ze podavani extraktd bohatych
na proanthokyanidiny ma podobny ucinek. SloZeni bakterii tlustého stfeva u potkant, jejichz
dieta byla doplnéna extraktem z dealkoholizovaného cerveného vina bohatého
na proanthokyanidiny po dobu 16 tydn, se zménilo. Pfed timto experimentem pievazovaly
rody Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium spp., zatimco po 16 tydnech doslo
k pievaze Bacteroides, Lactobacillus a Bifidobacterium spp (Dolara et al., 2005). Cardona et

al. (2013) uvadi, Ze resveratrol podpofil rast bunék bifidobakterii a laktobacili u potkand.

Cilem této prace bylo zjistit, jak jsou vybrané stilbenoidy katabolizovany bakteriemi tlustého
stteva. ProtoZe kazdy clovék ma individualni sloZeni stfevni mikrobioty, vznikaji z pivodnich
latek rGzné metabolity. Ty mohou mit odliSné ucinky a také mohou riizn€ interagovat
S bakteriemi, jak prospeSnymi, tak patogennimi. Proto je tfeba dal§iho vyzkumu, aby se objasnil

vliv mikrobioty tlustého stfeva na metabolismus stilbenoidi.
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4 Material a metody

4.1 Material

Stolice darci

K analyze byly pouzity vzorky stolice od darct drzicich 48 hodin nizko-polyfenolovou
dietu, kterd vyluCovala potraviny obsahujici fenolické latky (kava, Caj, ovoce, zelenina,
vlaknina, obiloviny. Prakticky strava umoznuje pfijem pouze masa, mléka a z rostlinnych

produktti oloupané vaiené brambory, loupanou ryzi a té€stoviny).

Chemikalie

Chemikalie na pfipravu média (hydrogenuhli¢itan amonny, hydrogenuhli¢itan sodny,
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, dihydrogenfosforecnan draselny, heptahydrat siranu
hotecnatého, dihydrat chloridu véapenatého, tetrahydrat chloridu manganatého, hexahydrat
chloridu kobaltnatého, hexahydrat chloridu zelezitého, trypton, resazurin, dihydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodného, cystein hydrochlorid, hydroxid sodny, sulfidu sodného,
kyselina chlorovodikova, byly zakoupeny od firmy Thermo Fisher Scientific (CZ), Sigma
Aldrich (CZ) nebo Lach-Ner (CZ). Plyn OFN (oxygen free nitrogen) na ustanoveni anaerobni
atmosféry byl pofizen od firmy Messer (CZ), dimethylsulfoxid od firmy VWR (CZ).
Standardy stilbenoidi byly pod nasledujicimi kody objednany od vyrobct: Piceatannol
(ChemFaces CFS201503 98% — CHN), Thunalben (ChemFaces CFS201601 98% — CHN),
Pinostilben (ChemFaces CFS201601 98% — CHN), Resveratrol (Sigma-Aldrich 2015-2020 —
DE), Oxyresveratrol (Sigma-Aldrich 2015-2020 — DE), Batatasin 111. (ChemFaces CFS201601
98% — CHN) Znaceny Resveratrol C13, ktery byl pouzit jako interni standard byl od firmy
Sigma-Aldrich (CZ, 2015-2020).

Etyl-acetat pro extrakci vzorku byl od firmy Honeywell, Riedel-de Haén (DE), voda pro
extrakce a kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS) byla
ptipravena systémem Mili Q (Direct Q 3 UV), methanol ABS. LC-MS (Biosolve — F), kyselina
mravenci (Fisher Scientific 98+% — B).
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4.1.1 Pristroje

e Inkubator 1000, Heidolph — DE

e Centrifuga Rotanta 460R — DE

e Ultra high pressure kapalinovy chromatograf (UHPLC Ultimate 3000, Thermo
Scientific — USA)

e Hmotnostni spektrometr s time of flight hmotnostnim spektrometrem (MS Q-TOF
Impact Il Bruker Daltonic — DE)

e Temperovany dusikaty koncentrator NSK2000-2 Hangzou Miu Instruments — CHN

e Vodni purifika¢ni systém pro Mili Q vodu Direct Q 3UV Milipore — USA

4.2 Metody

Vzorky byly fermentovany se stolici celkem 5 darch v plné faktoridlnim designu
experimentu s odpovidajicimi kontrolami (byz polyfenolil), odebirdny v definovanych

casovych intervalech a analyzovany s pomoci LC-MS.
4.2.1 Fermentace vzorki

Vzorky stolice byly ziskany od darc, kteti drzeli nejméné 48 hodin nizkopolyfenolovou
dietu. Nasledné byly vzorky kultivovany v médiu a obohaceny roztoky komer¢nich standarda
0 koncentraci 10 mg/ml piceatannolu, thunalbenu, pinostilbenu, resveratrolu a oxyresveratrolu
a batatasinu Il rozpusténych v DMSO (finalni koncentrace latek v testu byla 1000krat nizsi).
Paralelné se sadou stilbenoidii byly fermentovany vialky obsahujici pouze médium (kontrola)
zaoCkované stolici — blank (BLA). Dale byl paralelné testovan resveratrol, rozpustény jen
vV pufru, pro zjisténi rozdilu rozkladu resveratrolu pouze v pufru a rozkladu v pufru
s bakteriemi.

Byly pfipraveny nasledujici zasobni roztoky: Uhlicitanovy pufr byl pfipraven
rozpusténim 1 g hydrogenuhli¢itanu amonného a 8.75 g hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho ve 250 ml
destilované vody. Roztok makrominerali byl ziskan rozpusténim 7.14 g dihydratu
hydrogenfosforecnanu sodného, 6.2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 0.6 g heptahydratu
siranu hofeCnat¢ho v 1 litru destilované vody. Mikrominerdlni roztok byl pfipraven
rozpu$ténim 2.64 g dihydratu chloridu vépenatého, 2 g tetrahydratu chloridu manganatého, 0.2
g hexahydratu chloridu kobaltnatého a 1.6 g hexahydratu chloridu Zelezit¢tho ve 20 ml

destilované vody. Fermenta¢ni médium bylo vytvofeno smisenim 1.125 g tryptonu v 225 ml
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destilované vody, 56.25 ul mikromineralniho roztoku, 112.5 ml uhli¢itanového pufru, 112.5 ml
makromineralniho roztoku a 562.5 ul 0.1% resazurinového roztoku. Fosfatovy pufr byl
vytvoien smichanim molarnich roztoki 1/15M dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 1/15M
dihydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného a vyrovnanim na pH 7.0. Pracovni roztok byl
pfipraven nafedénim roztoku zasobniho. Dale byly pfipraveny zdsobni roztoky stilbenoidii
v DMSO. Redukujici roztok byl pfipraven rozpusténim 125 mg cystein hydrochloridu, 0.8 ml
IM hydroxidu sodného a 125 mg sulfidu sodné¢ho ve 20 ml destilované vody.

Smés 120 mL fosfatového pufru a 500 mL média byly sterilovany varem a poté zchlazeny
pod proudem dusiku. pH bylo vyrovnano na pH 7.0 pomoci 6M kyseliny chlorovodikové. 16.8
ml fermenta¢niho média a 0.8 ml redukujiciho roztoku bylo smiseno se stolici.

Z Cerstvé stolice od kazdého darce a fosfatového pufru byla vytvorena 32% suspenze a poté
byla homogenizovana ve stomacheru po dobu 30 s. Smés byla piefiltrovana, byly z ni odebrany
2 ml, které byly smiseny s 20 ul testovaného stilbenoidu. Do mikrozkumavek byly pfipraveny
4 kopie od kazdého vzorku. Odbéru alikvotii probihal v pfesné daném ¢asovém intervalu (0, 2,
4, 8, 24 a 48 hodin), fermentace byla provedena na horizontalni tfepacce teploté 37°C.

Skladovani vzork probihalo pfti -80 °C.

4.2.2 Cisténi vzorki

Do vzorkt bylo pfidano 25 pl zna¢eného resveratrolu 13C o koncentraci 2 pg/ml. Pvoté
vzorky byly dvakrat extrahovany po pfidani 2.5 ml ethyl-acetatu a 2 ml Mili Q vody, nasledné
byly vortexovany (Vortex Phoenix Instrument RS-VF10 — DE) a centrifugovany (centrifuga
Rotanta 460R — DE ) po dobu 5 minut pii 4600 otackach. Ethylacetatova frakce byla odebirana
do vialky. Po dalsi vortexaci a centrifugaci byla opét odebrana ethylacetatova ¢ast a pridana
k ptedchozi frakci. Poté byl ethylacetatovy extrakt odpafen proudem dusiku. Po odpateni byl
odparek rozpustén v 1 ml methanolu s 1% kyselinou mravenci (v/v) a skladovan pii -80°C do

analyzy.
4.2.3 Méreni vzorku

Stilbenoidy byly stanovovany pomoci LC-HRMS systému sestavajiciho se
z chromatografické jednotky UPLC Ultimate 3000 Thermofisher Scientific — USA a Q-TOF
Impact II od Bruker Daltonics..

Chromatografie byla provedena na Kinetex koloné (1.7 mm F5 100 A 100x2.1 mm,
Phenomenex — USA) s pouzitim UPLC vody a methanolu s kyselinou mravenci (0,1 %) jako

rozpoustédla A a B. V Case 0 byl pritok mobilni fazi A a B v poméru 8:2. V 3—6 minuté byl
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pomeér eluentt 1:1, 6-15 minuta byla pouze mobilni faze B.. V 15-16 minuté byl zménén pomér
na 8:2. V 16-20 minut¢ byla udrzovana equilibrace stale v poméru 8:2

Rychlost pratoku byla 0,2 ml/min, teplota kolony byla udrzovana na 35° C a objem
nasttiku byl 5 pl.

Ionizace byla provedena v negativnim modu, v rezimu full scan. Parametry ioniza¢niho
zdroje: end plate offset: 500 V, capilary: 3 000 V, tlak nebuliza¢niho plynu: 0,3 Bari, priitok
suSiciho plynu: 4L/min , teplota zdroje: 250 °C. Spektra byla snimana pii frekvenci 1 Hz
a méfena v rozsahu 500-1 500 m/z.

Data byla zpracovana pomoci MS Otof Series 4.0, (Bruker Daltonics — Némecko)
a Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific — USA), HyStar verze 3.2 SR4, DataAnalysis
4.3 (Bruker Daltonics — Némecko) a TASQ 2.2. (Bruker Daltonics — Némecko).

4.2.4 Statistické zpracovani

Data byla zpracovana v programu International Business Machines SPSS Statistics 24.0.
Vzhledem ktomu, Ze se jednalo o semikvantitativni analyzu, nebyla data statisticky

zpracovana, ale byla vyjadfena pouze v grafech formou priméru, sttedni a chybové tsecky.
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5 Vysledky a diskuze
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Obrazek 8: Prehled stilbenoidd pouzitych v analyze

Jednotlivé stilbenoidy, které jsme analyzovali, maji podobnou strukturu (obr. 8). VSechny
jsou tvofeny dvéma aromatickymi jadry spojenymi mustkem. Na tyto aromatické kruhy jsou
navazany tii nebo Ctyfi hydroxylové skupiny. Pinostilben, trans-thunalben a batatasin se 1i8i
od ostatnich pfitomnosti methylové skupiny. Batatasin III se odliSuje také neptitomnosti dvojné
vazby na spojovacim mustku.

Z nasledujicich zndzornéni katabolismu jednotlivych stilbenoidl (obr. 9) lze vyvodit,
jak mikrobiota tlustého stieva tyto latky rozklada. V nasem experimentu nebyl pozorovan
rozpad aromatickych kruht, ale kvili pouZzit¢é metodé extrakce ho nemiliZeme vyloucit.
Metabolity, které byly redukované na ethenovém mdustku, uz nejsou dale metabolizované
atvori kone¢né produkty. Z metabolismu batatasinu III a pinostilbenu Ize dojit k nazoru,
Ze dvojnéd vazba ziejmé& umoziuje demethylaci uhliku CS5, zatimco po redukci spojovaciho
mustku je tato reakce stericky blokovana. Methoxy- skupiny jsou tedy demethylovany, zatimco
hydroxylové skupiny zistavaji stabilni. Vyjimkou je thunalben, kde dochazi k demethylaci
methoxylové skupiny, ale dvojna vazba zlstava, vznikne tak batatasin III. Dehydroxylované
stilbenoidy (dihydro- metabolity) jsou kone¢nym produktem rozkladu mikroorganismy, ale

puvodni stilbenoidy nejsou kompletné rozlozeny a stale jsou pfitomny i po 48 hodinach.
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Stabilita latek
Batatasin III byl pfi fermentacich stabilni a béhem 48 hodin nebyl bakteriemi vyrazné
katabolizovan, stejn¢ tak je stabilni 1 pinostilben a thunalben. Oxyresveratrol, resveratrol

1 piceatannol byly rozklddany pozvolna (obr. 9).

Piehled kataboliti

Resveratrol se vyskytuje u batatasinu Il stabilné uz od nulté hodiny, zfejmé se ve vzorku
vyskytoval jako necistota, nebo se tvofi od samého zacatku (obr. 9). Z batasinu Il je vytvari
jen dihydroresveratrol. Pfedpokladany metabolit nevznika (obr. 15).

Z oxyresveratrolu vznikaly dva metabolity (dihydrooxyresveratrol a dihydroresveratrol)
(obr. 9, 14).

Z piceatannolu (obr. 12) zfejmé vzniklo pét sloucenin, dihydro-3,5,3 -trihydroxystilben
nebo dihydroresveratrol, resveratrol nebo 3,5,3"-trihydroxy-trans-stilben a dihydropiceatannol.
U jednoho darce vznikl z piceatannolu jen dihydropiceatannol (obr. 16). To by vsak platilo jen
tehdy, pokud by se odstépoval hydroxyl na kruhu A. Také je mozné, ze se odStépuje hydroxyl
na kruhu B. V tomto ptipadé by mohly vzniknout jiné metabolity. Jelikoz 3,5,3"-trihydroxy-
trans-stilben a trans-resveratrol maji molekulovou hmotnost shodnou, neni mozné zjistit, zda
vznikaji oba dva metabolity nebo pouze jeden z nich. Spise predpokladame, ze vznikne trans-
resveratrol a z n¢j poté dihydroresveratrol. Pokud bychom chtéli upfesnit, ktera latka vznika,
bylo by zapotiebi pouzit NMR spektroskopie. Dihydroresveratrol a dihydro-3,5,3"-piceatannol
jsou také latky se stejnym m/z a to 229,0864, tudiz nemtizeme rozlisit, ktera z téchto dvou latek
ve skutec¢nosti z piceatannolu vznika.

V nasem experimentu byl zkouman metabolismus v modelu tlustého stfeva, zatimco
Setoguchi et al. (2014) analyzoval metabolity piceatannolu v mo¢i a plazmé. Uvadi, ze
piceatannol podavany potkanlim intraven6zné byl metabolizovan na glukuronidovy konjugat a
byl vylu¢ovan moci. Jeho koncentrace v plazmé byla udrZovéna na vyss$i irovni nez hladina
jeho konjugatu. Po gastrickém podani picetannolu byl nejhojnéjSim metabolitem
monoglukuronid piceatannolu (Setoguchi et al., 2014).

Z pinostilbenu vznikly tfi metabolity (obr. 12). Odstranénim methylu na patém uhliku
beta kruhu vznikl trans-resveratrol a odstranénim celé methoxy- skupiny daly bakterie vznik
3.,4’-dihydroxy-trans-stilbenu. U dihydropinostilbenu po redukci dvojné vazby =zistala
methoxy- skupina navazana na patém uhliku beta kruhu. Dale pak z trans-resveratrolu redukci

dvojné vazby na methylenovém mustku vznikl dihydroresveratrol.
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Z resveratrolu vzniké redukci dvojné vazby umérné v pribéhu ¢asu dihydroresveratrol.
Bakterie resveratrol redukuji nejintenzivnéji do 24 hodin, poté jeho mnozstvi stoupa jen zvolna
(obr. 9, 13). U trans-thunalbenu neni vidét matetska molekula (obr. 9). Bakterie u néj odstépily
methylovou skupinu za vzniku 3,5,3’-trihydroxy-trans-stilbenu. Dale vznikal dihydro-3,5-
dihydroxystilben a batatasin III, ktery vznika redukci dvojné vazby na spojovacim mustku
(obr.9, 11). Na zaklad¢ studie Bode et al. (2010) jsme ptedpokladali, ze trans-resveratrol
se bude metabolizovat na tfi latky, a to dihydroresveratrol, 3.,4’-dihydroxy-trans-stilben
a pinosylvin (3,5-dihydroxy-trans-stilben). A dale odstranénim dvojné vazby u 3,4 -dihydroxy-
trans-stilbenu vznikne lunularin. Vysledky Bode et al. (2013) naznacuji, Ze lunularin mize byt
tvofen dvéma rliznymi cestami. Prvni zpisob je dehydroxylaci dihydroresveratrolu a druhy pies
redukei 3,4’-dihydroxy-trans-stilbenu. Ob¢& cesty mohou byt zprostifedkovany jednotlivymi
mikroorganismy nebo zavisi na pfitomnosti vice riznych bakterii (Bode et al., 2013). V jejich
studii bylo 8,1-62,7 % trans-resveratrolu metabolizovano mikrobiotou. Mikrobialni metabolity
nalezené v in vitro modelu byly detekovany ve vzorcich moci, zejména dihydroresveratrol a
lunularin. Dihydroresveratrol byl hlavnim produktem u deviti dobrovolniki, zatimco lunularin
jen u tii. 3,4"-dihydroxy-trans-stilben byl detekovan v mo¢i u vSech lidi, kteti produkovali jako
hlavni metabolit lunularin. Jeden dobrovolnik produkoval lunularin i dihydroresveratrol jako
hlavni metabolity. U dalSiho produkovaly bakterie malé¢ mnozstvi téchto dvou metabolitt, a
navic v€tsi mnozstvi 3.,4’-dihydroxy-trans-stilbenu. 'V na$i studii vznikl pouze
dihydroresveratrol (obr. 13).

Po podani davky roztoku bylo 8,3— 2,7 % daného resveratrolu izolovano v moci jako
mikrobidlni metabolit. U nékterych subjektd byl hlavnim vytvofenym mikrobidlnim
metabolitem dihydroresveratrol (Walle et al., 2004). Walle také uvadi, ze kromé moci byl
dihydroresveratrol identifikovan v plazmé potkana a hlavné z inkubati resveratrolu s fekalnimi
bakterialnimi druhy savct (Walle, 2011). Data Bode et al. (2013) ukazuji, ze bakterie stiev
snadno preménuji trans-resveratrol a proto zna¢né pfispivaji k jeho metabolickému osudu
u lidi. Trans-resveratrol obsahuje hydroxylovou skupinu v poloze meta- misto polohy ortho-,
ktera je pfitomna u polyfenold, u kterych bylo prokazéano, Ze jsou dehydroxylovany stfevnimi
bakteriemi. Napftiklad bakterie Eggerthella lenta ma schopnost dehydroxylovat trans-
resveratrol v anaerobnich inkubaénich experimentech. (Bode et al., 2013).

U trans-oxyresveratrolu byl pozorovan vznik dihydroxyresveratrolu redukci dvojné

vazby v ethenovém mustku. Pouze u jediného darce doslo zaroven k redukci dvojné vazby
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a dehydroxylaci hydroxylové skupiny v poloze ortho- (obr. 9, 14). Tedy pouze u prvniho darce
vznikl z trans-oxyresveratrolu dihydroresveratrol (obr. 16).

U vzorku batatasinu III (obr. 15) bylo ptedpokladano, ze dojde k demethylaci na uhliku
C5. Demethylaci ziejm¢ umoznuje dvojna vazba na spojovacim mustku, ktera u batatasinu 11l
neni. Z tohoto stilbenoidu tedy nevznikal piepokladany metabolit. Vznikal pouze

dihydroresveratrol.

Latka miz
Batatasin 3  Oxyresveratrol Piceatanol Pinostilben Resveratrol Thunalbene % ;1;%?2
33,554,432 297.0708
4,194,304 N T 229.0864
241.0864
524,288
g P = T 243.0657
S
© 65,536 2431021
< 8,192 245.0813
2 1,024
o 128+
16
1_

r-r1r 1 rrrrr 111 1° 1111 1 1 1 "7 1T [ ©° "7 1T T T T T T T
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

time time time time time time
miz Stilbenoid
211.0759 Pinosylvin
213.0915 Dihydro-3,5-dihydroxystilben
227.0708 Resveratrol
229.0864 Dihydroresveratrol/Dihydro-3,5,3 -trihydroxystilben
241.0864 Pinostilben
243.0657 Oxyresveratrol/Piceatanol
243.1021 Batatasin Il
245.0813 Dihydrooxyresveratrol/Dihydropiceatannol

Obrazek 9: Fermentacni profily stilbenoidl ve statickych inkubacich zaokovanych lidskou stolici (n=>5),

vertikalni use¢ka SEM (stfedni chyba priméru)
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Obrazek 10: Katabolismus piceatannolu v modelu tlustého stfeva na zakladé LC-QTOF analyzy
(Sedé oznacené metabolity a drahy jsou teoreticky pfedpokladané nebo nalezené v literature, ale v nasi

studii nepozorované).
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Obrazek 11: Katabolismus trans-thunalbenu ($edé oznacené metabolity a drahy jsou teoreticky

pfedpokladané nebo nalezené v literatufe, ale v nasi studii nepozorované).
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Obrazek 12: Katabolismus pinostilbenu (Sedé oznacené metabolity a drahy jsou teoreticky

pfedpokladané nebo nalezené v literatufe, ale v nasi studii nepozorované).

OH

pinosylvin
dihydroresveratrol

Ho/

3,4 -dihydroxy-trans-stilbene
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Obrazek 13: Katabolismus trans-resveratrolu (Sedé oznaCené metabolity a drahy jsou teoreticky

pfedpokladané nebo nalezené v literatufe, ale v nasi studii nepozorované).
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Obrazek 14: Katabolismus oxyresveratrolu (Sedé oznacené metabolity a drahy jsou teoreticky

pfedpokladané nebo nalezené v literatufe, ale v nasi studii nepozorované).

HO

dihydro-3,5,3 -trihydroxystilbene

Obrazek 15: Katabolismus batatasinu Il (Sedé oznaCené metabolity a drahy jsou teoreticky

pfedpokladané nebo nalezené v literatufe, ale v nasi studii nepozorované).
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Interindividualni rozdily mezi darci

Byly zjistény vyznamné rozdily ve schopnostech mikrobioty tlustého stfeva metabolizovat

jednotlivé stilbenoidy. To naznacuje, ze u kazdého jedince mohou vznikat jiné¢ metabolity a v jiném

poméru, coz mize vést i k jinym biologickym ucinkiim stilbenoidii ze stravy.
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Obrazek 16: Interindividualni rozdily v katabolismu jednotlivych stilbenoidd (n=5), (N/A — nebylo

analyzovano), vertikalni ise¢ka SEM
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U tfech ze ¢tyf subjektl byl batatasin III katabolizovan na dihydroresveratrol. Profil
metabolitd je vSech darci podobny (obr.16). Profil u pinostilbenu je také u vSech darci
podobny. Pinostilben je vSak pomémé¢ stabilni a jeho intenzita v pribéhu 48 hodin vyrazné
neklesd. Paty darce se liSi od ostatnich tim, ze vytvaifi jako jediny metabolity -
dihydroresveratrol, resveratrol, dihydro-3,5-dihydroxystilben.

Thunalben je u vsech déarct velmi stabilni. Lisi se jen tfeti a paty darce, jinak jsou
vSechny profily podobné. Matefskd molekula na grafu vidét neni. U tietiho darce od 24 hodiny
znazornén prudky narast batatasinu III. U patého déarce wvznikaji jiné katabolity.
Dihydroresveratrol, ktery od 24 hodiny prudce klesa, coz naznacuje, Ze je déale bakteriemi
rozkladan a dale dihydro-3,5-dihydroxystilben, ktery je do 24 hodin rozlozen. Je mozné, ze
dihydro-3,5-dihydroxystilbenu je ¢aste¢né pifeménovana na dihydroresveratrol.

U oxyresveratolu jsou vétsi interindividudlni rozdily. Prvni darce se 1isi od ostatnich
astejn¢ jako u batatasinu III vytvari dihydroresveratrol. U prvniho a druhého darce je
oxyresveratrol bakteriemi cely spotfebovan do 48 hodin, u ¢tvrtého darce neni rozkladan témét
vibec. U posledniho darce nebyl ani v jedné fermentaci identifikovan metabolit.

U piceatannolu bakterie vytvari nejvétsi mnoZzstvi metabolitli. Bakterie vSech darct
krom& druhého wvytvati zpiceatannolu dihydroresveratrol (nebo dihydro-3,5,3'-
trihydroxystilben). U druhého darce je piceatannol rychle metabolizovan, stejné tak jako
vytvofeny dihydropiceatannol. U tietiho a c¢tvrtého darce byl stabilni a bakterie ho
nemetabolizovaly rychle. U patého darce je tento stilbenoid do 48 hodin bakteriemi kompletné
rozlozen a vznikalo zn& velké mnozstvi  dihydroresveratrolu/dihydro-3,5,3 -
trihydroxystilbenu a dihydropiceatannolu. U nékterych darcti jsou tyto dva metabolity
rozkladany dal, ale u dvou lidi (darce 1 a 3) ztstavaly stabilni. Dihydro-3,5,3"-trihydroxystilben
mizi rychleji, coZ mize znamenat, Ze vznika z dihydropicetannolu (obr. 16).

Prvni a paty darce se podobaji v katabolismu picetannolu, ale 1isi se v katabolismu
thunalbenu a pinostilbenu. Obecné se paty darce 1iSi od vSech ostatnich, z pinostilbenu
a thunalbenu vytvaii jako jediny dihydroresveratrol.

U vSech péti darci je pritbéh katabolismu resveratrolu podobny. Dochazi k intenzivni
redukci dvojné vazby a tim ke vzniku dihydroresveratrolu, zejména v prvnich osmi hodinéch.
Poté je jeho intenzita stabilni nebo mirn¢ klesa. Lisi jen prvni darce, kde z resveratrolu vznika
pinosylvin.

Interindividualni rozdily metabolismu trans-resveratrolu pozorované ve studii Bode et

al. (2013) byly uzce spjaty s mikrobialni diverzitou. Jeden fekéalni vzorek vibec neprodukoval
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z trans-resveratrolu dihydroresveratrol, coz naznacuje nizsi relativni vyskyt sekvenci bakterii
Firmicutes a vyssi mnozstvi sekvenci z Bacteroidetes, Actinobacteia (Bifidobacteriaceae
a Corniobacteriaceae), Verrucomicrobia a Cyanobacteria (Bode et al., 2013). Ve studii Bode
etal. (2013) tedy pouze u jednoho ze sedmi darct vznikal jen dihydroresveratrol, naopak v nasi
studii z trans-resveratrolu nevznikal zadny jiny metabolit nez tento. To miize byt zptisobeno
stejnym slozenim mikrobioty u vSech péti darcii. Abychom si tuto domnénku ovéfili, museli
bychom ud¢lat PCR analyzu na detekci bakterialnich kolonii.

Dalsim rozdilem v naSi studii oproti studii Bode et al. (2013) bylo jiné slozeni
fermentacniho média a také jiny extrak¢ni postup. Extrakce byla provedena tfikrat za sebou,
zatimco v nasi studii byla provedena pouze dvakrat. Také ptecisténi vzorku pro LC-MS analyzu
bylo odli$né. V naSem ptipadé byly vzorky ¢istény pomoci extrakce do ethylacetatu, pii pouzité
13C resveratrolu jako interniho standardu, zatimco ve studii Bode et al. (2013) byl pouzit
ethylacetat obsahujici 5 % isopropanolu a 5 % 1-butanolu, coz jsou latky vice nepolarni. Jako
interni standard byl pouzit trans-piceatannol. Podle této studie vznikajici pinosylvin, 3,4’-
dihydroxy-trans-stilben a lunularin jsou kvuli ztraté hydroxylového zbytku vice polarni nez
dihydroresveratrol, tudiz by mé&ly spise pfechazet do ethylacetatu nez do vody.

Ve studii Azorin- Ortufio et al. (2011), kde byl studovan metabolismus resveratrolu
Vtlustém stfevé prasete, byl jako nejhojnéjsi mikrobidlni metabolit nalezen také
dihydroresveratrol (Azorin-Ortufio et al., 2011). Dihydroresveratrol byl jiz popsan jako
metabolit resveratrolu a redukce dvojné vazby mezi uhliky stfevni mikroflorou byla prokazéna
1 u jinych dietnich sloucenin, jako jsou isoflavony a hydroxycinnamaty. Pfitomnost
hydroxylovych skupin dovoluje polyfenolim spojeni s proteiny a dal§imi zivinami.
Rozpustnost téchto sloucenin urcuje jejich fyziologické tcinky. Komplexy téchto sloucenin,
které¢ udrzuji rozpustnost, mohou byt absorbovany v tenkém stfeve€, zatimco nerozpustné
komplexy jsou vylouceny stolici (Bravo et al., 1994). Podle studie Walle et al. (2004) exkrece
celkovych metabolith moc¢i po podani radioaktivné znacené davky ukazala, Ze bylo
absorbovano piiblizné¢ 75% peroralné nebo intravendzné podaného resveratrolu. Jednad se
0 neobvykle vysokou absorpci polyfenolu, zvlasté s ohledem na Spatnou rozpustnost této
slouceniny ve vodé (Walle et al., 2004). Metabolity resveratrolu mohou mit fyziologické
ucinky, které se vyznamné lisi od resveratrolu. Bylo popséano, ze dihydroresveratrol stimuluje
proliferaci bunétné linie MCF-7, tedy hormon-dependentniho nadoru prsu v pikomolarni
koncentraci (10* az 10717), ve které je trans-resveratrol neaktivni. U dvou hormon-

rezistentnich bunéénych linii rakoviny prsu MDA-MB-231 a BT-474 vS8ak tento prolifera¢ni
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efekt pozorovan nebyl. Nicméng, tato sloucenina vykazovala cytotoxicky uc¢inek ve vysokych
koncentracich na vSechny tfi typy rakovinnych bunck. Nékteré dalsi ptirodni fytoestreogeny,
vcetné trans-resveratrolu, maji vysokou schopnost superagonismu, ale i ty nejsilnéjsi jsou méné
aktivni nez dihydroresveratrol. Napiiklad genistein dosahne nejvyssi proliferacni aktivity
v buiikich MCF-7 pouze v koncentracich 10°M na rozdil od 102°M u dihydroresveratrolu.
Vzhledem K relativné nizké molekulové hmotnosti a struktufre, ktera je jen vzdalené¢ podobna
17B-estradiolu (nesteroidni synteticky estrogen), nebyl tento ucinek predpokladany (Gakh et
al., 2010).

Odstépeni hydroxylovych skupin hraje roli v mikrobidlni transformaci sloucenin, jako
jsou lignany, fenolové kyseliny a zlucové kyseliny (Braune et al., 2009). Bode et al. (2013)
uvadi, Ze dehydroxylace resveratrolu se vyskytla u resorcinové ¢asti, takze jedna ze dvou
hydroxylovych skupin v pozici meta- byla eliminovana. Dehydroxylace byla zatim pozorovana
pouze u monohydroxylovych nebo orto-dihydroxylfenolovych skupin, napiiklad pfii
transformaci ferulovych kyselin nebo lignanii lidskymi intestinalnimi bakteriemi (Braune et al.,
2009). Z testovanych bakterii pouze Slackia equolifaciens a Adlercreutzia equolifaciens z rodu
Coriobacteriaceae produkovaly dihydroresveratol, coz je ve shod¢ se studii Junga et al. (2009).
Nicmén¢, A.equolifaciens produkovala dihydroresveratrol pouze ve stopovém mnozstvi,
zatimco S.equolifaciens plné prevedla trans-resveratrol béhem 96 hodin fermentace. Délka
fermentace u Bode et al. (2013) byla o 48 hodin delsi nez v naSem experimentu. Pokud bychom
vzorky fermentovali déle, je moZné, Ze by trans-resveratrol byl bakteriemi zcela spotfebovan.
Jung et al. (2009) dale ukazali, ze Bacteroides uniformis ATCC 8492 je schopna produkovat
dihydroresveratrol, coz vede k nazoru, Ze i dal$i bakterie z rodu Bacteroides spp. mohou hrat

roli v bakterialnim metabolismu resveratrolu (Jung et al., 2009).
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6 Zavér

Cilem této prace byla fermentace fermentace Sesti vybranych stilbenoidii (resveratrol,
oxyresveratrol, pinostilben, piceatannol, thunalben a batatasin I11) v ex vivo modelu lidskou
stolici. Z batatasinu 11l vznikal jeden metabolit. U resveratrolu a oxyresveratrolu byly
identifikovany pouze dva metabolity. Z thunalbenu bakterie nékterych darcu vytvarely tii
metabolity. Pinostilben tvofil metabolity ¢tyfi a z picetannolu jich vzniklo pét. Tyto metabolity
vznikaly pomoci dehydroxylace, demethylace a oxidace dvojné vazby. Nejvice metaboliti
vznikalo u piceatannolu a pinostilbenu, zatimco u batatasinu III nebyl identifikovan jediny
metabolit. Byla identifikovana redukce dvojné vazby u piceatannolu, pinostilbenu, trans-
resveratrolu a trans-oxyresveratrolu. U thunalbenu a pinostilbenu doslo k demethylace
methoxy skupiny na patém uhliku beta kruhu. Ztrata této skupiny byla zfejmé podminéna
ptitomnosti dvojné vazby na spojovacim ethenovém miustku.

Metabolitii ale vznikéd (ziejme) relativné malo v poméru k mateiské molekule, ackoliv
vzhledem k tomu, Ze nejsou k dispozici standardy presna kvantifikace nebyla mozna a matetska
molekula je ve vysoké mife v lumenu tlustého stieva k dispozici pro transport pies epithelialni
sténu.

V této studii bylo potvrzeno, ze mikrobiota tlustého stieva je schopna metabolizovat
sledované stilbenoidy. Nami testované stilbenoidy jsou latky strukturné podobné, ale u kazdé
bylo jiné spektrum metabolitd. Je ziejmé, ze bakterie stieva se U kazdého jedince mohou lisit,
a tudiz davaji vznik jinym latkdm. Vzniklé metabolity mohou mit odli$né biologické ucinky
nez puivodni latky. Proto jedna latka mize mit rizny benefit na lidské zdravi.

To by mélo byt brano v iivahu pfi studiich biologickych tc¢inka stilbenoidti na ¢lovéka
Stale je potieba dalsiho vyzkumu, a to zejména in vivo studii pro potvrzeni nebo vyvraceni

téchto ucinkd.
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8 Seznam zKkratek

AMPK - protein aktivovana kinaza

BLA — blank

CoA — koenzym A

COX — cyklooxygenaza

CYP1B1 — cytochrom P450 1B1

FOS — fruktooligocharidy

GOS - galaktooligosacharidy

GLUT4 — transportér aktivujici glukézu

HRMS — hmotnostni detektor s vysokym rozliSenim

IC50 — maximalni inhibi¢ni koncentrace

LC-MS — kapalinova chromatografie s hmotnostnim detektorem
LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

MRM — multiple reaction monitoring

MS Q-TOF — hmotnostni spektrometr s time of flight hmotnostnim detektorem
SOD - superoxiddismutaza

SPE - solid phase extraction

UHPLC — ultra high pressure kapalinovy chromatograf
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Prilohy
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243.0657 Oxyresveratrol/Piceatanol
243.1021 Batatasin |l
245.0813 Dihydrooxyresveratrol/Dihydropiceatannol

Obrazek 17: Fermentaéni profily stilbenoidu ve statickych inkubacich zaockovanych lidskou stolici
vyjadrené plochou pikd v poméru k vnitfnimu standardu (n=5), vertikalni Usecka SEM (stfedni chyba

priméru)
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Obrazek 18: Interindividualni rozdily vyjadiené plochou pikd jednotlivych stilbenoidi v poméru

k vnitfniho standardu (n=5), vertikaini tse¢ka SEM (stfedni chyba prdméru), N/A — nebylo analyzovano
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