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Metabolismus resveratrolu v modelu tlustého streva

Souhrn

Resveratrol je zakladni a zatim nejvice zkoumana slouc¢enina ze skupiny stilbenoidu.
Resveratrolu i ostatnim stilbenoidim je pfipisovano mnoho pozitivnich vlastnosti,
kterymi jsou schopny pisobit na zdravi ¢lovéka. Resveratrol vykazuje schopnost
rychlého vstiebavani a metabolismu v lidském organismu, ¢imz vznikaji metabolity
s rozdilnou chemickou strukturou. V poslednich letech vzrostl zijem zejména
ve zkoumani mikrobialnich metabolitl resveratrolu.

Prakticka ¢ast této prace byla zaméfena na zkoumani vzniku metabolitii resveratrolu
pomoci bakterii, které byly pfitomny ve vzorcich stolice. In vitro fermentace probihala
v 96-jamkovych deep-well desti¢kach, ze kterych byly nasledné v péti ¢asovych bodech
(0,2,4,8 a 24 hodin) odebirany vzorky pro méteni. Vzorky byly podrobeny NMR analyze,
pii které byla zmétena spektra a koncentrace vzniklych metabolitd. Nakonec byly
vysledky z NMR spektrometru statisticky zanalyzovany. Cilem praktické casti
bakalarské prace bylo stanovit hlavni katabolity resveratrolu a posoudit funkénost nové
fermentacni metody.

Z vysledki této prace bylo zjisténo, Ze chemicka struktura resveratrolu prosla mikrobialni
pfeménou. Hlavnim a zarovei jedinym metabolitem, ktery béhem fermentace vznikl, byl
dihydroresveratrol. Ve vzorcich byl hledan i lunularin, ktery byl dfive také identifikovan
jako metabolit resveratrolu. Divodem, pro¢ byla nalezena pouze jedna nové vznikla
sloucenina, je pravdépodobné¢ rozdilné¢ slozeni stfevni mikrobioty naSich darcu.
Fermentace v 96-jamkovych deep-well destickach byla vyhodnocena jako funkéni
a vyhovujici pro dalsi experimenty.

Klic¢ova slova: gastrointestinalni trakt ¢lovéka, mikrobiota, resveratrol, katabolismus,
NMR



Metabolism of resveratrol in the colon model

Summary
Resveratrol is the essential and most studied compound of the stilbenoid group.

Resveratrol, as well as other stilbenoids, is attributed to many positive properties that are
able to affect human health. Resveratrol has the ability to be rapidly absorbed and
metabolized in the human body, thereby producing metabolites with different chemical
structures. In recent years, there has been a growing interest in the study of microbial

metabolites of resveratrol.

The practical part of this thesis was focused on the formation of resveratrol metabolites
using bacteria derived from stool samples. In vitro fermentation took place in 96-deep
well plates, from which the samples for measurement were taken in five time points
(0, 2, 4, 8, and 24 hours). The samples were subjected to NMR analysis and the spectrum
and concentration of produced metabolites were measured. Finally, the results from
NMR spectrometer were statistically analysed. The aim of the practical part of this
bachelor thesis was to determine the main catabolites of resveratrol and to assess the

functionality of the new fermentation method.

The results of this thesis show that the chemical structure of resveratrol went through
microbial transformation. The main and only metabolite, that arose during fermentation
was dihydroresveratrol. Lunularin, another known metabolite of resveratrol, was also
searched. The reason why the only one newly formed compound was found is probably
in the different composition of the gut microbiota of our donors. Fermentation in 96-deep

well plates was evaluated as functional and suitable for further experiments.

Keywords: human gastrointestinal tract, microbiota, resveratrol, catabolism, NMR
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1 Uvod

Resveratrol je chemicka latka patiici do skupiny stilbent, jenz se fadi mezi vétsi skupinu,
ktera se nazyva polyfenoly. Stilbenoidy vykazuji fadu ¢lovéku prospésnych vlastnosti a mezi
nejvyznamnéj$i patii antioxida¢ni, neuroprotektivni a protizanétliva aktivita. Stilbeny jsou
béznou Soucasti nékterych rostlin, ve kterych pfirozené vznikaji skrze fenylpropanoidovou
drahu. Resveratrol se nejvice vyskytuje v kiidlatce japonské (Polygonum cuspidatum), réveé
vinné (Vitis vinifera), ale také v rostlinnych plodech (arasidy).

Zvyseny zajem o resveratrol vypukl jiz v devadesatych letech, v souvislosti
S tzv. francouzskym paradoxem, kdy u obyvatel jizni Francie byl zjistén niz$i vyskyt
kardiovaskularnich chorob i imrtnost ve srovnani se Spojenymi staty americkymi, navzdory
rizikovym faktorim jako je konzumace potravin bohatych na nasycené mastné kyseliny.
MozZnym vysvétlenim by mohla byt mirnd a pravidelnd konzumace Cerveného vina, které
obsahuje vysoké koncentrace vySe zminéného resveratrolu.

V nasledujicich letech, byl resveratrol podroben jak in vitro, tak in vivo vyzkumum,
ve kterych bylo zjisténo mnoho pozitivnich ucinkt resveratrolu na zdravi c¢lovéka
(antioxidativni, antiaterogenni, protinadorové a dal$i) a pisobeni na stfevni mikrobiotu.

Ptirozeny mikrobiom je ve vSech ¢astech traviciho traktu velice rozmanity a podili se
na spravné funkci lidského organismu. Mikrobiota ptitomna ve stievech se z velké ¢asti podili
na metabolismu resveratrolu v lidském i zvifecim téle, ¢imz ovlivituje vznik jednotlivych
metaboliti. V poslednich letech vzrostl pocet in vitro a in vivo studii, zamé&fenych
na metabolismus stilbenoidll, zejména trans-resveratrolu. I ptes zvySeny zajem zjistit, jak
transformace resveratrolu probiha, jakym zpisobem ji ovliviiuje stievni mikrobiota a jaké
metabolity vznikaji, stale neni dostate¢né mnoZstvi vyzkumi a z tohoto ditvodu nejsou veskeré
procesy zcela objasnény. Avsak jisté je to, Ze resveratrol je stievnimi bakteriemi rozkladan
avdoposud provedenych vyzkumech byly nalezeny tii metabolity: dihydroresveratrol,
3.,4'-dihydroxybibenzyl (lunularin) a trans-3,4'-dihydroxystilben. Z téchto 3 latek se nejéastéji
jako hlavni metabolit uvadi dihydroresveratrol.

Lepsi znalost osudu resveratrolu v travicim traktu, by mohla napomoct k jeho ¢astéjsimu
a vhodngjsimu vyuziti pro lécebné ucely, zejména K prevenci nékterych chronickych
(kardiovaskularni ~ choroby, neurodegenerativni ~ onemocnéni, rakovina a  dalsi)
I neurodegenerativnich onemocnéni  (Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba
a Huntingtonova choroba).

K ziskani novych poznatktli a prohloubeni dosavadnich znalosti, se nejcastéji vyuzivaji
invitro modely, které jsou schopny napodobit fyziologické procesy lidského organismu.
In vitro modelu existuje cela fada a Casto nahrazuji nebo dopliuji in vivo vyzkumy na zvitatech
¢i lidech.

Tato prace se zabyva studiem metabolismu resveratrolu a vznikem metabolitti v modelu
tlustého stieva. K vyzkumu byly nové pouzity 96-jamkové deep-well desticky, u kterych se
zkousela jejich ucinnost a byly porovnany s jinymi metodami fermentace.



2 Cil prace

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo zpracovani literarni reSerSe, zaméfené
na mikrobiotu a osud fenolovych slou€enin v travicim traktu ¢lovéka. Cilem praktické ¢asti
bylo stanovit hlavni katabolity resveratrolu a posoudit funk¢nost nové metody fermenctace
v 96-jamkovych deep-well destickach.

Hypotéza: Resveratrol bude mikrobialné transformovan mikrobiotou tlustého stfeva na nové
metabolity



3 Literarni reSerse
3.1 Travici soustava ¢lovéka

Travici soustava je svalnata trubice o délce az 9 metrii. Horni ¢ast se sklada z dutiny ustni, jicnu,
zaludku a tenkého stfeva. Spodni pasaz je slozena z tlustého stfeva, konecniku a fitniho otvoru
(Greenwood-Van Meerveld et al. 2017). Sténa trubice ma ¢tyfi zakladni histologické vrstvy:
serozu, svalovinu (muscularis externa), submukoézu a mukoézu (Ashford 2017). Mukdza ma
u vSech organt traviciho traktu zcela odliSnou bunécnou strukturu, zatimco ostatni vrstvy maji
podobnou stavbu napfii¢ celou soustavou (Wood & Montgomery 2014).

Travici soustava zacind dutinou ustni, kde dochazi k pfijmu a prvnimu zpracovéani
potravy. Sklada se z n€kolika ¢asti, mezi které patii rty, tvafe, jazyk, slinné zlazy a zuby (Peate
& Nair 2015). Mechanické zpracovani potravy probiha diky zubtim a pohybu jazyka. Naopak
chemické zpracovani je zajiSténo produkci slin ze slinnych Zlaz. Sliny obsahuji amylasu, coZz je
enzym, ktery §tépi Skrob na jednotky glukosy. Nepostradatelnou soucasti jsou i elektrolyty
a hleny, které napomahaji zneutralizovat a zvlh¢it potravu (Brooks 2006). Piipravené sousto je
nasledné spolknuto a pokracuje hltanem do jicnu (Mohn & Johnson 2015).

Hltan zajistuje spojeni mezi dutinou Ustni a jicnem, ale také mezi dutinou nosni
a hrtanem. Hltan je sloZen ze tii oddild, nosohltanu, ustni ¢asti a hrtanové ¢asti (Rehfeld et al.
2017). Soucasti nosohltanu je Eustachova trubice vedouci do sluchového ustroji. Podél bo¢nich
stén Ustni ¢asti hltanu se rozkladaji parové mandle (Hodler et al. 2016). Sousto, které se z ust
premistilo do hltanu, spusti polykaci reflex. Tento reflex zabranuje vniknuti potravy do plic
a zajistuje jeji spravné nasmérovani do jicnu (Brooks 2006)

Jicen je 25 cm dlouha trubice. Télo ma slozené zkrénich a hrudnich segmenti.
Parasympatickou inervaci mu poskytuje bloudivy nerv, zatimco o sympatickou inervaci se
staraji kréni a paravertebralni ganglia (Wood & Montgomery 2014). Hlavni funkci jicnu je
premistit sousto z ust do zaludku. Pti tomto procesu je dulezity hlen vylu¢ovany mukoézou, ktery
napomaha snadnému prichodu sousta, ale také chrani jicen proti odfeni a podrazdéni (Peate &
Nair 2015). Potrava se jicnem pohybuje pomoci peristaltickych stahu, které ji dopravi
do zaludku béhem 10-14 sekund (Ashford 2017).

Zaludek je svalnaty organ lezici v levé horni &asti dutiny btisni (Peate & Nair 2015).
Sklada se z Cesla, klenby, téla a vratniku. Ceslo i vratnik maji podobnou histologickou
strukturu, ktera jim napomaha k ochrané jicnu a dvanactniku od kyselin a enzymu pfitomnych
v zaludku (Wood & Montgomery 2014). Zasadni funkci tohoto organu je docasné uskladnéni
pfijaté potravy a jeji pfeména na chymus neboli traveninu (Ashford 2017). Zaludek produkuje
denné¢ priblizn€ 2 litry Zalude¢nich §tav, které se skladaji z kyseliny chlorovodikové, gastrinu,
pepsinogenu a hlenu. Kyselina chlorovodikova snizuje okolni pH a tim aktivuje pepsinogen
na pepsin, ale také zamezuje pieziti nezadoucich mikroorganismi. Pepsin je enzym, ktery
zajist'uje hydrolyzu proteinti na peptidy. Gastrin je hormon fidici produkci zaludecnich kyselin
a pepsinogenu. Samotné uvolnéni hormonu je zavislé na mnozstvi aminokyselin, peptidu, ale
také na rozpéti zaludku. Vznikly chymus opousti zaludek a vstupuje do tenkého stieva
(Brooks 2006).

Tenké stievo tvori nejdelsi ¢ast celé travici soustavy, mize méfit az 6 m (Rehfeld et al.
2017). Zodpovida za vstfebavani zivin a vody, udrzuje elektrolytickou rovnovahu, podili se



na endokrinnim vyluCovani a tvofi imunitni bariéru. Nejvétsi podil na absorpci zivin maji
slizni¢ni kIky, které pokryvaji cely povrch stieva. V ose klki jsou pfitomny mizni vlasec¢nice,
jez umoziuji vstiebavani chylomikront a vitaminti rozpustnych v tucich. Dalsi dulezitou roli
zastavaji mikroklky na apikalni strané enterocytl, kde vytvareji tzv. kartacovy lem, ktery
obsahuje enzymy pro rozstépeni proteinti, sacharida a nukleosidi (Campbell et al. 2019).

Zacatek tenkého stfeva se nazyva dvanactnik. Dvanactnik je spojen se slinivkou bfisni,
jatry a zlu¢nikem. (Peate & Nair 2015). V jatrech se vytvarti zlu¢, podporujici rozklad tuk,
ktera je slozena z organickych a anorganickych latek. Nevyuzitd zlu¢ se ukladd v zluéniku
(Ashford 2017). Slinivka bfisni dodava do tenkého stfeva travici enzymy (trypsin,
chymotrypsin, amylazu, lipazu) a hydrogenuhlicitan, ktery neutralizuje chymus z zaludku.
Vylucovani $tav do dvanactniku je fizeno sekretinem a cholecystokininem. Mnozstvi
uvolnénych hormont zavisi na kyselosti a obsahu tuku v traveniné (Mohn & Johnson 2015).

Nasledujici ¢ast tenkého stieva tvoti la¢nik. Oproti dvanactniku je vétsi, vice cévnaty a ma
siln¢j8i stény. Laénik md mnoho cirkularnich slizni¢nich fas, jez zvétSuji absorpéni plochu
stieva (Peate & Nair 2015).

Posledni oddil tenkého stieva se nazyva kycelnik, mé&fi piiblizn¢ 3,5 m (Rehfeld et al.
2017). Nachazi se zde velké mnozstvi Peyerovych platd, lymfoidni tkang, ktera je soucasti
imunitniho systému (Wood & Montgomery 2014). Konec kycelniku plynule ptechazi
do tlustého stieva (Rehfeld et al. 2017).

Tlusté stievo je rozd€leno na slepé stfevo s Cervovitym vybézkem, traénik (vzestupny,
pfi¢ny a sestupny), sigmoidni kli¢ku, kone¢nik a fitni otvor (Chen et al. 2015). Celkova délka
je pfiblizn€ 1,2 m a jeho primér se pohybuje mezi 6-9 cm. Kazdy den je do tlustého stfeva
uvolnéno 1,5 | traveniny. Pfijata travenina je v tlustém stfevé asi 20 hodin a po prichodu celym
stfevem je zredukovana na 150 g (100 ml vody a 50 g pevnych latek) (Ward & Linde 2017).
Funkci tlustého stfeva je vstfebat sodné ionty, chloridové ionty a vodu z lumenu stfeva
(Wood & Montgomery 2014). Proces vstiebavani je fizen Na™~K* ATPazami, které jsou
umistény v bazolateralnich a lateralnich membranach epitelialnich bunék stievni sliznice (Ward
& Linde 2017). Sliznice tlustého stfeva nenese zadné klky ke vstiebavani latek, jak tomu je
u tenkého stieva. Na povrchu sliznice jsou krypty, které ptevazné obsahuji poharkové bunky,
ale také absorp¢ni bunky (Wood & Montgomery 2014). Nelze vsak vynechat druhou dileZitou
ulohu, kterou tlusté stievo zajist'uje a tou je uskladnéni fekalniho materialu (Ashford 2017).

3.2 Mikrobiom traviciho traktu

Mikrobiom v travicim traktu ¢lovéka je velice bohaty a rozmanity. Vytvaii ekosystém slozeny
Z obrovského poctu bakterii, archei, hub a virt. V lidském stfeveé se nachdzi zhruba 1000 druhii
bakterii, 5 rodi archei, 66 rodii hub a nespocet virl (pfevazné¢ bakteriofagl)
(Kverka & Tlaskalova-Hogenova 2017). Nejpocetnéjsimi kmeny bakterii jsou Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria, Verrucomicrobia a Proteobacteria (Hoyles & Swann 2019).
Mikrobialni sloZeni se u kazdého jedince 1isi a je ovliviiovano vékem, stravou a piipadnym
uzivanim antibiotik (Kverka & Tlaskalova-Hogenova 2017).

Z mnohych studii vyplyva, Zze mikrobiota se podili na metabolismu chemickych latek
z potravy a ma vliv na zdravi ¢lovéka. K témto vyzkumim se vyuzivaji modely in vitro nebo
in vivo na zvifatech. Hlavnim divodem, pro¢ tyto studie probihaji, je ziskat nové poznatky,
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které by mohly pomoct s 1écbou gastrointestinalnich nemoci (Crohnova nemoc, syndrom
drazdivého tra¢niku, rakovina stfev a dalsi) (Rowland et al. 2018).

3.2.1 Mikrobiom dutiny ustni

Henderson a Nibali (2016) uvadi, Ze dutina Gstni je nejvice osidlenou ¢asti té€la hned po tlustém
stteveé. Mikroorganismy, které se zde vyskytuji, jsou velmi dualezité, protoze dokazi zabranit
kolonizaci patogeny. Piitomné bakterie umi redukovat dusi¢nany na dusitany, jez jsou dale
pfeménény na oxid dusnaty. OXxid dusnaty snizuje riziko vzniku aterosklerozy
(Cosby et al. 2003) apiijimani potravy s vysokym obsahem nitratu snizuje krevni tlak
(Kapil et al. 2010).

Nezbytnou soucasti dutiny Ustni jsou sliny, jenz obsahuji jak latky proti nechténému
pfemnozeni mikroorganismu (laktoferrin, laktoperoxidaza, lyzozym, statherin, histatiny), tak
glykoproteiny, které jsou pro mikroorganismy dilezité jako zdroj uhlohydrati (Van’T Hof et
al. 2014). V 1 ml slin je az 100 miliont mikroorganismu (Kilian et al. 2016).

Archea se v tstech podileji na tvorbé metanu. Metan vytvaii z produkti proteolytickych
anaerobu (mastné kyseliny s kratkym fetézcem, oxid uhliity a vodik), které nasledné preméni.
Nejvice vyskytujici se archea v duting ustni je Methanobrevibacter oralis, Methanobrevibacter
smithii a Methanosarcina spp. (Henderson & Nibali b.r.).

He et al. (2015) zminuji dalsi nezanedbatelnou soucast ustniho mikrobiomu, houby. Bylo
zjisténo, Ze lidska usta osidluje 9-23 druhti hub. Nejhojnéjsi zastoupeni ma rod Candida spp.,
z kterého se zde nachazi hned nékolik druhti (Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoidea, Candida kefyr
a Candida dubliniensis). Oralni mikrobiom zahrnuje i rody Cladosporium spp.,
Aureobasidium spp., Saccharomyces spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. a Cryptococcus spp.
Zajimavé je, ze Aspergillus spp., Fusarium spp. a Cryptococcus spp. jsou patogenni houby, ale
Vv duting€ ustni jsou povazovany za zdravi prospésné (Xu & Dongari-Bagtzoglou 2015).

Ahn et al. (2011) identifikovali 5 zakladnich kment bakterii dutiny tstni (Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, a Fusobacteria) pomoci 16S rRNA sekvenacni
analyzy. Ze zminénych kmend byly dale vybrany nejéastéji se vyskytujici rody
(Streptococcus spp., Veillonella spp., Leptotrichia spp., Prevotella spp., a Haemophilus spp.).
Oralni bakterie mezi sebou komunikuji a vytvareji faktory, které ovliviiuji jejich rast a vyvoj.
Dokazi spolupracovat na rozkladu glykoproteinli ze slin, ¢imZ napomaéhaji ziskat vyZivu
pro celou bakterialni komunitu (Kerr 2015).

3.2.2 Mikrobiom zaludku

Prostiedi zaludku ma velmi kysely charakter (pH = 1-2) (Rehfeld et al. 2017). Vyskyt
mikroorganismi je zde minimalni, pfesto se v Zaludku vyskytuji nékteré¢ druhy. Dominantni
bakterii je Helicobacter pylori se schopnosti piezit kyselé podminky. K tomuto téelu ji slouzi
enzym uredza, ktera rozklada mocovinu na amoniak a tim udrzuje spravné pH k pieziti. Bylo
vSak zjisténo, ze H.pylori obsahuje chemoreceptory detekujici kyselinu chlorovodikovou
a nejspis dokazi bakterii navést do zalude¢niho epitelu, kde je pH témét neutralni (Huang et al.
2017).
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Jandhyala et al. (2015) uvadi, Ze zastoupeni jinych mikroorganismt v zaludku zavisi

na tom, jestli je H.pylori pfitomna jako komenzal nebo jako patogen. Nejhojné&jsi vyskyt ma
Streptococcus spp., Prevotella spp., Veillonella spp. a Rothia spp.

3.2.3 Strevni mikrobiom

Stievni  mikrobiom je dulezity ke spravnému fungovani lidského  organismu.
K nejvyznamnéj$im rolim patii udrZzovani neporusenosti slizni¢ni bariéry, poskytovani zivin
(napf. vitaminy), ochrana téla proti patogenim a napomahani K fadné funkci imunitniho
systému (Thursby & Juge 2017). Mnozstvi bakterii v gastrointestinalnim traktu roste distalnim
smérem. Na zac¢atku tenkého stieva se pocet pohybuje okolo 10° KTJ/g a Vv tlustém stievé
dosahuje az 102 KTJ/g (Minalyan et al. 2017).

Tenké sttevo ma malou hustotu mikroorganismi predevs§im kvuli tomu, Ze zde Gsti vyvod
s zlu¢ovymi kyselinami, které zabranuji jejich rozvoji (Tuohy & Scott 2014). V prvni Casti
tenkého stfeva jsou pfitomni grampozitivni aerobové, zatimco na konci tenkého stfeva se
vyskytuji pouze grampozitivni anaerobové a fakultativni anaerobové (Minalyan et al. 2017).
Aidy et al. (2015) zminuji rody Clostridium spp., Escherichia spp. a Turicibacter spp., které se
Vv tenkém stievé objevuji v proménném mnozstvi. Streptococcus spp. a Veillonela spp. jsou
uvadény za nejhojnéji vyskytujici se rody.

Tlusté stievo obsahuje velmi bohatou mikrobiotu (Mohn & Johnson 2015). Tlusté stievo
zdravého dospé€lého clovéka obsahuje stovky riznych druhti bakterii, zejména z kmene
Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria (Ishiguro et al. 2018). Bakterie pfitomné v traéniku
produkuji enzymy, které rozkladaji vlakninu, $krob a nesacharidovy material. Mezi nejvice
znamé bakterie $té€pici polysacharidy patii Bacteroides spp. (Skrob,celulosa), Bifidobacterium
spp. (fruktooligosacharidy, inulin, $krob), Clostridium spp. (celulosa), Enterococcus spp.
(celulosa), Roseburia spp. (inulin, $krob) a Ruminococcus spp. (Skrob, celulosa, xylan)
(Hoyles & Swann 2019). Degradace polysacharidii béhem fermenta¢niho procesu méni stievni
pH. Na zacatku slepého stifeva se pH pohybuje okolo 6, ale distalnim smérem pomalu vzrista
az na 7,5 (Ashford 2017). Pii této metabolické reakci vznikaji mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, 95 % z nich je vyuzito jako zdroj energie pro stfevni bunky a zbytek je vyloucen
(Ishiguro et al. 2018). Butyrat, propionat a acetat se povazuji za hlavni latky, uvolfiované pfi
tomto procesu. Butyrat je zdrojem energie pro kolonocyty a podili se na aktivaci stievni
glukoneogeneze (Valdes et al. 2018). Butyrat vyvolava apoptézu kolorektalnich nadorovych
bunék prostiednictvim hyperacetylace histonti (H3 a H4), coz vede k tomu, ze DNA je
v oteviengjsi formeé (Wong et al. 2006). Propionat je odvadén do jater, kde fidi pribéh
glukoneogeneze aacetat, jenz je esencidlnim metabolitem pro rast bakterii, se podili
na metabolismu cholesterolu a lipogenezi v perifernich tkanich (Valdes et al. 2018). Stievni
mikrobiota je dale schopna produkovat vitaminy (thiamin, riboflavin, niacin, biotin, kyselina
pantothenova, kyselina listova, vitamin K) a sekundarni zZlu¢ové soli. Zminéné soli mohou byt
vstiebany v tracniku nebo vylouceny se stolici (Ishiguro et al. 2018). Metabolicka aktivita
a celkové slozeni mikrobioty zavisi na pH prostfedi. Vzestupny tracnik ma kysely charakter,
ale distalnim smérem pH pomalu vzrista (Tuohy & Scott 2014).
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3.3 Patogeny traviciho traktu

Patogeny jsou organismy, které jsou schopné se Vv hostiteli usadit, replikovat se a soucasné
poskozovat okolni bunééné prostiedi. Patogeny se Ize nakazit napiiklad od zvifete, z pudy,
vody, rostlinného materialu, potravin, ale také od ¢lovéka. Potraviny se mohou kontaminovat
Jiz ptfi pestovani na farmach, procesu zpracovani, skladovani 1 béhem transportu. Vsechny
patogenni organismy sdileji podobné cile, kterych chtéji dosahnout: vstoupit a piezit uvnitf
hostitele, najit spravny prostor pro pteziti, vyhnout se obrannym mechanismim hostitele,
replikovat se, pfenaset se na dalsi hostitele a byt schopny se projevit v hostiteli. Pro pteziti
patogent jsou dilezité i vnéjsi faktory jako je obsah kysliku, oxidu uhli¢itého, zlu¢ovych soli,
zivin, hodnota pH, sloZeni ostatnich mikroorganismu a dalsi (Bhunia 2018).

Clostridium difficile je grampozitivni, obligatné¢ anaerobni sporulujici bakterie.
Produkuje toxin A (TcdA, toxin clostridium difficile A), toxin B (TcdB, toxin clostridium
difficile B) a binarni toxin (CDT, C. difficile toxin). TcdA narusuje stievni epitel a napomaha
prichodu TcdB, ktery zpuisobuje nezadouci zmény uvnité bunék (Bhunia 2018). Infekce je
pfenasena sporami, protoze narozdil od vegetativnich (metabolicky aktivnich) bunék jsou
vysoce odolné vici podminkdm okolniho prostiedi. Spory pteziji kyselé¢ Zaludecni stavy,
dostanou se do dvanactniku, kde kli¢i a nasledné zraji. Vzniklé vegetativni buiniky se §ifi
do tlustého stieva, produkuji zminéné toxiny a sporuluji (Smits et al. 2016).

Bhunia (2018) uvadi, ze klinické pfiznaky a zavaznost onemocnéni, které¢ C. difficile
zpusobuje, Se U pacientd mize lisit. Mezi nemoci zapticinéné C. difficile patii kolitida,
pseudomembranozni kolitida a fulminantni kolitida.

Zastupci rodu Salmonella spp. jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni nesporotvorné
tyCinky z Celedi Enterobacteriaceae. Bakterie dokdzi riist pt1 545 °C, ale optimalni teplota se
pohybuje mezi 35-37 °C. Vhodné rozmezi pH, ve kterém se Salmonella spp. dokaze vyvijet je
6-7, mize v§ak ptezivat i v kyselejsich podminkach (Bhunia 2018).

Tyto bakterie zptisobuji salmoneldzy u lidi, které se projevuji bud’ jako enterické horecky
nebo jako gastroenteritidy. Termin entericka horecka se pouziva pro biisni tyfus a paratyfus.
S. typhi zpiisobuje biisni tyfus, zatimco paratyfus je zapfi¢inén S. paratyphi. Clovék se miize
nakazit vodou a potravinami, které jsou kontaminované odpadem infikovanych jedinci.
Entericka horecka se projevuje prijmy, horeckou, bolesti bficha a hlavy (Eng et al. 2015).
Pfiznaky u gastroenteritidy jsou podobné, ale jsou zpusobeny S. enteritidis a S. typhimurium
(Bhunia 2018).

Listeria spp. zahrnuje grampozitivni, ty¢inkovité nesporulujici bakterie. V zavislosti
na okolnich podminkéch, mohou vytvaiet dlouh¢ fetizkovité Gtvary. Zastupci jsou velice odolni
a jsou schopni prezit extrémni podminky vcetn¢ Sirokého rozsahu pH (4,1-9,6), vysokého
obsahu soli (10 % a vice) a pfitomnosti antimikrobialnich latek. Patfi mezi psychrofilni
organismy, tim padem dokazi ptezit i velmi nizké teploty (1-45 °C). Rod Listeria spp. zahrnuje
17 druht, ale na Clovéka pusobi patogenné pouze L. monocytogenes. L. monocytogenes
zpusobuje listeriozu, ktera je velmi nebezpeéna hlavné pro novorozence, osoby starsi 60 let,
téhotné Zzeny i lidi se snizenou imunitou. L. monocytogenes vyvolava 2 faze onemocnéni:
intestindlni a systémovou. Pii intestinalni fazi dochazi k bakterialni kolonizaci stfeva
a k praniku stfevni bariérou do krevniho fecisté nebo lymfatického systému. Béhem systémové
faze se bakterie dostavaji do jater (90 %), sleziny (10 %), lymfatickych uzlin, mozku a placenty
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(u tehotnych zen). Pokud se infekce dostane do mozku, vyvolava meningitidu a encefalitidu.
K nékaze dochdzi konzumaci infikovaného jidla. Mezi hlavni pifiznaky patii bolest hlavy,
horecka, malatnost, bakteriemie, abscesy na jatrech, ataxie, meningitida, encefalitida
a septikémie (Bhunia 2018).

Escherichia coli je gramnegativni, ty¢inkovita bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Ptirozené se vyskytuje ve spodni ¢asti intestinalniho traktu teplokrevnych zivocichu a ¢asto se
dostava do pfirody vykaly nebo odpadnimi vodami. E. coli je vyuZivana jako indikator
fekalniho znecisténi (FIB) k hodnoceni kvality vody. E. coli neobsahuje pouze komenzalni
kmeny, ale také mnoho patogennich, které zpuisobuji riizna onemocnéni (Jang et al. 2017).
Prikladem téchto onemocnéni je gastroenteritida, uplavice, hemolyticko-uremicky syndrom,
infekce mocovych cest, septikémie, zapal plic a meningitida.

Existuje 6 stfevnich patotypt: enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteropatogenni E. coli
(EPEC), enterohemoragické E. coli (EHEC), enteroagrega¢ni E. coli (EAEC), difuzné
adherentni E. coli (DAEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) (Bhunia 2018). Patogenni
I komenzalni kmeny E. coli maji rizné fenotypové a genotypové varianty. Existuje vice nez
700 sérotypt E. coli, které se rozliSuji na zaklad¢ pFitomnosti somatickych (O), kapsularnich
(K) a flagelarnich (H) antigent. E. coli mohou byt dale rozdéleny do sedmi fylogenetickych
skupin: A, B1, B2, C, D, E a F. Fylogenetické skupiny se vyuzivaji k identifikaci neznamych
druhd E. coli. Dokazi nam poskytnout dulezit¢é informace ohledné fyziologickych
a ekologickych vlastnostech zkoumané bakterie (Jang et al. 2017).

Zastupci rodu Shigella spp. jsou gramnegativni, tyCinkovité fakultativné anaerobni
bakterie (Bliven & Lampel 2017). Shigella spp. produkuji 3 druhy enterotoxint: Shigella
enterotoxin 1, Shigella enterotoxin 2 a Shiga toxin. Geny pro enterotoxiny jsou uloZeny
na chromozomech nebo na virulen¢nim plasmidu. Shigella spp. rostou mezi 7-46 °C, ale jejich
optimalni teplota je 37 °C. Bakterie rodu Shigella spp. jsou velmi nachylné k tepelnym upravam
a daji se zneSkodnit pasterizaci (Bhunia 2018). Tento rod je rozdélen do 4 séroskupin na zakladé
somatickych antigenti: S. dysenteriae (séroskupina A), S. flexneri (séroskupina B), S. boydii
(séroskupina C) a S. sonnei (séroskupina D).

Shigella spp. je velice invazivni a patogenni skupina bakterii, ktera je puvodcem
onemocnéni zvané shigeloza. Shigella spp. se ptenasi kontaktem s infikovanou osobou,
fekalné-oralni cestou nebo kontaminovanym jidlem a vodou (Bliven & Lampel 2017).
Po prekonani kyselého prostredi zaludku i kompetitivni stievni mikrobioty, se bakterie dostane
do tlustého stfeva a kone¢niku, kde pronika do sliznice. Mezi prvni projevy onemocnéni patii
horecka, bolest hlavy, malatnost, nechutenstvi, zvraceni a vodnaty prijem. Shigella spp. miize
vyjimeén¢ zpusobit také meningitidu, osteomyelitidu, artritidu a slezinovy absces (Kotloff et
al. 2018).

3.4 Polyfenoly

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin, které vznikaji jako produkty Sikimatové
a acetatové metabolické drahy. Clovék je ziskdva z potravy, konzumaci ovoce, zeleniny,
obilnin, ¢aje, kavy nebo vina. Vsechny polyfenoly obsahuji aromaticka jadra s nejméné jednou
hydroxylovou skupinou. Polyfenoly se vyskytuji ve dvou chemickych strukturach. Tyto
struktury se d¢li podle toho, jestli na sebe maji navazané sacharidy (glykosidy) nebo existuji
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samostatné (aglykony) (Santhakumar et al. 2018). Na zakladé¢ jejich chemické stavby se mohou
rozdélit na flavonoidy, hydroxybenzoové kyseliny, hydroxyskoficové kyseliny, tiisloviny,
lignany a stilbeny (Wang et al. 2019).

Tyto chemické latky se staly hlavnim pfedmétem mnoha vyzkumu, protoze vykazuji
a antikoagulaéni ucinky. Polyfenoly, diky svym vlastnostem, slouZi jako prevence rakoviny,
ale také kardiovaskularnich chorob (Ozdal et al. 2016). K dosazeni téchto zdravotnich benefitt
je u nékterych polyfenold (zejména isoflavontl ve formé glykosidti) zapotiebi, aby byly stfevni
mikrobiotou pfeménény V potencialné bioaktivnéjsi metabolity s nizkou molekulovou
hmotnosti (Selma et al. 2009). Pfedtim nez se slouceniny dostanou do lidskych bunék, tkani
a organti, podléhaji nejriznéjsim modifikacim. Prvni reakce probihaji v dutiné Gstni po styku
polyfenolii se slinami. V dal$ich ¢astech traviciho traktu dochazi k biotransformaci latek, které
nebyly modifikovany v dutiné Gstni. Tyto pfemény se odehravaji prostfednictvim Faze I
(oxidace, redukce a hydrolyza), kdy probihd beta-hydrolyza cukernych skupin
v O-glykosidovych flavonoidech a prostiednictvim Faze II (konjugace) enzymatické
detoxifikaéni drahy. Vysledkem téchto reakci jsou vodorozpustné metabolity, které se dostanou
pies stievni bariéru do ostatnich organt, a nakonec jsou vylou¢eny moci (Santhakumar et al.
2018).

3.4.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou slozeny z 15 uhlikl se 2 aromatickymi jadry, které spojuje tfiuhlikaty fetézec.
Vysoka koncentrace flavonoidii se nachazi v krycim pletivu listd a svrchni vrstvé ovoce.
U rostlin se podileji na procesech, jako je ochrana proti UV zafeni, pigmentace, stimulace
hlizek pii fixaci dusiku a rezistence vici chorobam. U téchto latek mohou byt k hlavnimu
fetézci pripojeny ruzné substituenty (hydroxylové skupiny, cukerné jednotky, metylové
skupiny a dals$i). Zatimco cukry a hydroxylové skupiny zvySuji rozpustnost flavonoida ve vode¢,
ostatni substituenty je ¢ini rozpustné v tucich (Crozier et al. 2006). Flavonoidy se déli
na antokyany, flavanoly, flavonoly, flavanony, isoflavony a flavony (Wang et al. 2019).

Antokyany jsou glykosidy flavyliovych (2-fenylbenzopyrilium) soli S riznym
usporadanim hydroxylovych skupin. Jejich necukerna ¢ast se oznacuje jako antokyanidin.
Identifikovano je pfiblizné 17 antokyanidint, ale pouze 6 z nich se bézné vyskytuje v ptirodé
(kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin), zakladni struktura
antokyant je znazornéna na Obrazku 1.

N O\
P~

Obrazek 1 Zakladni chemicka struktura antokyant
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Antokyany jsou vodorozpustné latky, které vytvaii modré, fialové a Cervené zbarveni
rostlinnych tkéni. Nej€astéji se vyskytuji v ovoci, zelening, lusténinach, obilninach a kotenech.
Dulezité vyuziti maji V potravinaiském pramyslu, kde nahrazuji syntetickd barviva.
Legislativou Evropské unie byly antokyany zafazeny mezi pfirodni barviva s oznacenim E163.
antioxida¢ni a antikarcinogenni), které chrani pted srde¢nimi chorobami a nékterymi typy
rakoviny (Kamiloglu et al. 2015).

Flavanoly, jejichz zakladni struktura je znazornéna na Obrazku 2, tvoii velkou skupinu
sloucenin, ktera se sklada z monomerickych flavanola (katechin, epikatechin, epigalokatechin,
galatové estery) a polymerickych derivata (Wang et al. 2019). Polymery flavanolt se nazyvaji
proantokyanidiny, ale pokud jsou sloZeny pouze z (epi)katechinovych jednotek, tak se oznacuji
jako prokyanidiny (Del Rio et al. 2013). Nejvétsi mnozstvi flavanoltt se nachazi v ovoci,
zeleném Caji, Cerném Caji a ¢okoladé. Katechin a epikatechin patii mezi hlavni slozky ovoce.
Galokatechin, epigalokatechin a epigalokatechin galat jsou dileZitou soucasti ¢aji, hroznt
a nékterych semen lusténin (Belscak-Cvitanovic et al. 2018).

=
O
2 N
=
OH

Obrizek 2 Chemicka struktura flavanolu

Dalsi podskupinou flavonoidi jsou flavonoly, jejichz zakladni strukturu tvofi
3-hydroxyflavon, ke kterému se Vv riizném uspoiadani pfipojuji hydroxylové skupiny (Obrazek
3). Flavonoly podléhaji v travicim traktu stfevni mikrobioté¢ a hydrolyzou vznikaji nové
metabolity (Ozdal et al. 2016). Kaempferol, kvercetin, isorhamnetin a myricetin jsou
nejbézngjsi flavonoly, vyskytujici se ve formé glykosidd. V rizném mnozstvi se flavonoly
nachazeji v ovoci, zeleniné a napojich. Jejich rozdilny obsah v podobnych produktech je
pravdépodobné zavisly na lokdlnich péstitelskych podminkach, sezonnich zménéch
a odrudovych rozdilech (Del Rio et al. 2013).

Obrazek 3 Chemicka struktura flavonolu
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vyskytovat ve formé glykosidi i aglykont. Glykosidy vznikaji napojenim rutinézy nebo
neohesperidézy na volny aglykon. Mezi aglykony patii napiiklad hesperetin, naringenin,
eriodiktyol a isosakuranetin. Piikladem vyznamnych glykosidu je hesperidin, neohesperidin,
naringin, narirutin, poncirin, neoponcirin, eriocitrin a neoeryocitrin. Hlavnim piirodnim
zdrojem flavanoni pro ¢lovéka jsou citrusové plody (Barreca et al. 2017).

=
C T
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O

Obrazek 4 Chemické struktura flavanonu

Isoflavony (Obrazek 5) se vyskytuji jak ve formé aglykonu (daidzein, genistein, glycitein,
formononetin, Biochanin A), tak ve formé& glykosidd (daidzin, genistin, glycitin, ononin,
sissotrin atd.) (Hughes & Woods 2003). Hlavnim zdrojem isoflavont je prevazné zelenina
(s6jové boby, fazole, cizrna), ale v mensim mnozstvi se nachazeji i v ovoci a ofechach. Nejvetsi
obsah isoflavont je v sojovych bobech, pfiblizné¢ 1,5 mg/g (Kiizova et al. 2019). Mezi
nejvyznamnéjsi isoflavon so6ji patii daidzin (glykosid daidzeinu), ktery je metabolizovan
sttevnimi  bakteriemi nejprve nadaidzein a dihydrodaidzein, nasledné¢ na equol
(3-(4-hydroxyfenyl)-7-chromanol) a O-desmethylangolensin. Jetel lu¢ni, jetel plazivy a tolice
vojtéska, jez se vyuzivaji ke krmeni hospodatskych zvifat, jsou rovnéZ dobrym zdrojem
isoflavond. Isoflavony se daji zuzitkovat i v oblasti 1ékafstvi jako alternativni 1é¢ba nékterych
typt rakoviny, kardiovaskularnich chorob, osteopordzy a symptomi menopauzy (Kiizova et al.
2019).

Obrazek 5 Chemickd struktura isoflavonu

Flavony jsou posledni zminénou skupinou, ktera se fadi mezi flavonoidy. Chemickou
stavbou, jenz je znazornéna na Obrazku 6, se velmi podobaji flavonoltiim, které navic nesou
hydroxylovou skupinu. Podléhaji Siroké skale modifikaci, zahrnujici hydroxylaci, metylaci,
O- a C-alkylaci a glykosylaci (Crozier et al. 2006). Glykosidové formy flavonii jsou vytvareny
z aglykont, mezi které patii apigenin, akacetin, luteolin, diosmetin a chrysoeriol. Flavony
ziskané z rostlin se nejcastéji vyskytuji ve formé 7-O-glykosidl, které na sebe mohou mit
navazanou acetylovou nebo malonylovou skupinu. Ptikladem je apigenin-O-glykosidu, jehoz
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nejvyssi koncentrace se nachazi Vv usuSeném hefmanku pravém (5010-5320 mg/100 @)
a petrzeli (1200-1350 mg/100 g). Dalsi zjisténé vyskyty flavoni jsou v citrusovych plodech,
Cajich, maté, obilninach, lusténinach a zeleniné. V rostlinach flavony spliuji rizné funkce,
napiiklad pomahaji pii zbarvovani kvétt a ochran¢é proti UV zafeni, hmyzu a houbovym
chorobam. Pozitivni vlastnosti se projevuji i v lidském organismu, kde pusobi antioxida¢né,

Obrazek 6 Chemicka struktura flavonu

3.4.2 Stilbenoidy

Zakladni chemicka struktura stilbenoidti (Obrazek 7) se sklada ze dvou aromatickych jader,
Ktera jsou propojena etylenovym mustkem a nasledné na né mohou byt vazany substituenty.
Diky dvojné vazbé mohou stilbenoidy existovat ve formé cis- a trans-izomert, ale trans-forma
je vice stabilni, biologicky aktivnéjsi a vyskytuje se ¢astéji (Dvorakova & Landa 2017).

SN

-

Obrazek 7 Zakladni chemicka struktura stilbenoidu

Stilbenoidy jsou syntetizovany v rostlinach skrze fenylpropanoidovou drahu (znazornéna
na Obrazku 8). Chemicky proces zafind preménou fenylalaninu na cinamat za ucasti
fenylalanin amoniak lyazy (PAL). Cinamat se nasledné spojuje s acetyl-CoA a vznika
cinamoyl-CoA, ktery je v dalsim kroku za tcasti stilben syntazy a 3 molekul malonyl-CoA
preveden na stilben (Akinwumi et al. 2018).

Stilbeny jsou soucasti mnoha rostlin a stromt vcetné révy vinné (Vitis vinifera),
podzemnice olejné (Arachis hypogaea), ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor), brusnice
boravky (Vaccinium myrtillus), borovic (Pinus spp.) a smrki (Picea spp.) (Reinisalo et al.
2015). Biosyntéza stilbenti napt. v révé vinné muze byt geneticky urc¢ena podle druhu i odrudy,
ale lze ji také pozménit zemédélskymi a enviromentalnimi faktory (ptda, teplota, patogeny aj.)
(El Khawand et al. 2018). Latky ziskané z téchto a dalSich rostlin (resveratrol, pterostilben,
pinosylvin) maji pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Hlavnimi benefity jsou kardiovaskularni,
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chemopreventivni, antiobezitni, antidiabetické a neuroprotektivni vlastnosti (Reinisalo et al.
2015).
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Obrazek 8 Schéma syntézy stilbenti

Monomery stilbenoidu, které svou strukturou souviseji s resveratrolem (Obrazek 9), lze
rozdélit do 5 rozdilnych skupin: hydroxylované slouc¢eniny (piceatanol, gnetol, oxyresveratrol),
dehydroxylované slouéeniny (pinosylvin), metylované slouceniny (pinostilben, pterostilben,
rhapontigenin, isorhapontigenin), isoprenylované slouceniny (arachidin-1, arachidin-3)
a glykosylované derivaty resveratrolu (piceid) (EI Khawand et al. 2018).
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Obrazek 9 Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilben) je fytoalexin vznikajici nejvice v ktidlatce
japonské (Polygonum cuspidatum), réve vinné a arasidech. Uvadi se, Ze resveratrol ma ¢lovéku
prospésné antioxidativni, protinadorové, antivirové a protizanétlivé vlastnosti, které jsou
predpokladanymi benefity pro dlouhovékost (Jung et al. 2009). V souvislosti s konzumaci
cerveného vina se Casto mluvi o tzv. francouzském paradoxu. Timto pojmem oznacujeme
skutecnost, ze ve Francii je navzdory rizikovym faktorim (vyssi konzumace nasycenych
mastnych kyselin, napf. maslo, syry, fois gras apod.) vyrazné¢ niz8§i Umrtnost
na kardiovaskularni choroby, nez je tomu naptfiklad ve Velké Britanii a Spojenych statech
americkych (Renaud & de Lorgeril 1992). Tento paradox byl vysvétlen mirnou a pravidelnou
konzumaci ¢erveného vina a v ném obsazeném resveratrolu (Kopp 1998).
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Dalsim benefitem resveratrolu je schopnost inhibovat rast bakterii, napiiklad
Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae (Mahady & Pendland 2000; Schriever et al. 2003),
Neisseria meningitidis, Propionibacterium acnes(Docherty et al. 2001, 2007), Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa (Chan 2002).

Resveratrol je v lidském organismu velmi rychle vstiebavan a metabolizovan. Vznikaji
metabolity s rozdilnou chemickou strukturou a biologickymi vlastnostmi, které mohou mit jiné
projevy na zdravi Clovéka. Béhem experimentu s vyuzitim vzorka stolice, bylo pomoci
kapalinovych chromatografii dokazano, Ze na preméné resveratrolu se podileji stievni bakterie.
Byly nalezeny jeho 3 metabolity: dihydroresveratrol, trans-3,4'-dihydroxystilben
a 3,4'-dihydroxybibenzyl (lunularin) (Bode et al. 2013). V dalsi studii v8ak byl zji$tén pouze
jeden metabolit (dihydrosresveratrol), coz mohlo byt zptusobeno rozdilnym bakteridlnim
slozenim vzorku stolice nebo jinou pocate¢ni koncentraci stilbenoidii. Tyto odlisné parametry
ziejmée saturovaly katabolické drahy a pozménily zpisob tvorby metabolitt (Jarosova et al.
2019).

Dal$i znamy stilbenoid se nazyva pterostilben (trans-3,5-dimethoxy-4'-hydroxystilben),
coz je dimetyléterovy derivat resveratrolu (Obrazek 10). Pterostilben obsahuje dvé methoxy
skupiny, diky kterym je tiikrat az Ctytikrat biologicky dostupnéjsi nez resveratrol a také vice
lipofilni (Kapetanovic et al. 2011). Pterostilben obsahuje dimetyléterovou strukturu s pouze
jedinou hydroxylovou skupinou, ktera zpusobuje niz§i nachylnost ke konjugaci s kyselinou
glukuronovou a sulfonovou. Tento fakt by mohl byt divodem toho, pro¢ je pterostilben 1épe
metabolicky stabilni neZ resveratrol (Wang & Sang 2018). Nejvétsi mnozstvi pterostilbenu se
nachazi v bortuvkach (Vaccinium spp.) a dalsich bobulich (Riviére et al. 2012). Tsai et al. (2017)
uvadi, Ze pterostilben vykazuje inhibujici vlastnosti proti rakovingé prsu, prostaty a stieva.
Mezi jeho dalsi benefity patii snizeni LDL (lipoprotein s nizkou hustotou) cholesterolu,
udrzovani spravnych hodnot glukézy v Krvi a protizanétlivé Gc¢inky.
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Obrazek 10 Pterostilben

Mezi derivaty resveratrolu se tadi také oxyresveratrol (2',3,4',5-tetrahydroxystilben),
ktery ma svou chemickou strukturu obohacenou o jednu hydroxylovou skupinu (Obrazek 11).
Hydroxylova skupina zajistuje lepsi rozpustnost ve vod¢ a tato vlastnost predstavuje vyhodu
pro aplikaci oxyresveratrolu jako nutraceutické/funkéni potravinové slozky (Chen et al. 2016).
Oxyresveratrol se ziskava napiiklad z piestupu ¢inského (Smillax china), morusovniku bilého
(Morus alba), chlebovniku raznolistého (Artocarpus heterophyllus), kychavice c¢erné
(Veratrum nigrum) a kamySniku piimoiského (Scirpus maritimus) (Xu et al. 2014).
Povichit et al. (2010) béhem své studie stanovili silnou antioxida¢ni aktivitu oxyresveratrolu,
u které byla prokazana témér dvakrat vyssi i€innosti nez u resveratrolu. V dalsich vyzkumech
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byly zjistény 1ijiné benefity, jako je mnaptiklad schopnost inhibovat virus HIV-1
(Likhitwitayawuid et al. 2005), rakovinotvorné bunky (Wu et al. 2010) a bakterie
Staphylococcus aureus, Salmonella abony, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Micrococcus flavus, Streptococcus faecalis (Mazimba et al. 2011). Jarosova et al. (2019) svym
vyzkumem dokazuji, ze oxyresveratrol je intenzivné metabolizovan stievni mikrobiotou
na nové metabolity. Pojmenovan byl vSak pouze 2',3,4’,5-tetrahydroxybibenzyl, ktery vznikl
redukci dvojné vazby oxyresveratrolu. Po dosazeni maximalni koncentrace zminéného
metabolitu, dochazi k dalsim reakcim a degradaci v dosud neznamé produkty.
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Obrazek 11 Oxyresveratrol

Piceatanol (3,5,3',4'-tetrahydroxystilben), znazornény na Obrazku 12, je hydroxylovanou
obdobou resveratrolu a vyskytuje se v mucence jedlé (Passiflora edulis), kiidlatce japonské
(Polygonum  cuspidatum), kajeputu bélavém (Melaleuca leucadendron), rebarbote
(Rheum spp.), réve (Vitis spp.), brusnici (Vaccinium spp.) a dalsich rostlinach (Piotrowska et
al. 2012). Jak u ptedeslych stilbenoidi, tak i u piceatanolu byly zjistény rtzné zajimavé
vlastnosti: vazorelaxaé¢ni u¢inek, podpora syntézy kolagenu, inhibice melanogeneze, ochrana
ktze pted UVB zéafenim, regulace projevu endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého a sniZeni
hladiny glukézy v krvi (Uchida-Maruki et al. 2015). Jarosova et al. (2019) uvadi, ze piceatanol
podléha metabolické transformaci mikrobiotou tlustého stfeva za vzniku novych produkti.
Mezi nejrychlejs$i metabolicky proces piceatanolu patii hydrogenace etylenového mostu a tim
vytvoreni dihydropiceatanolu, ktery je dale pfeménovan v nové slouceniny. Méné CastéjSim
metabolitem je 3,3'.4'-trihydroxystilben  nebo 3',4’,5-trihydroxystilben, jenz vznika
dehydroxylaci na jedné z meta pozic aromatického jadra A. Tyto trihydroxystilbeny se nasledné
metabolizuji na 3,3',4'-trihydroxybibenzyl.
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Obrazek 12 Piceatanol
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3.5 Vliv polyfenolii na mikrobiom

i prebiotickou funkci, ktera se projevuje na sloZeni bakterii v tlustém stfevé. Konzumace
potravin s obsahem polyfenold zvySuje tvorbu mikrobidlnich metabolitii (zejména mastnych
kyselin s kratkym fetézcem), jez jsou napomocné pii udrzovani stievni homeostazy a celkového
zdravi stfevniho epitelu (Zhu 2018). Prebioticky efekt polyfenoli je dokézan studiemi
vyuzivajici fermentaci v uzavienych in vitro modelech stfeva (Mandalari et al. 2010;
Fogliano et al. 2011), ale i klinickymi vyzkumy (Okubo et al. 1994; Jin et al. 2012), pii kterych
byly vyuzity produkty bohaté na polyfenolické latky (Caje, ofechy, cokolady a dalsi). Jejich
aktivita je zavisla na sloZeni sttevni mikrobioty, které se lisi u kazdého jedince. Z diivodu této
velké interindividudlni rGznorodosti Se pozitivni zdravotni €inky polyfenoli projevuji pouze
unékoho (Tomas-Barberan et al. 2016). Mezi stievni mikrobiotou a polyfenoly existuje
vzajemny vztah, ktery je zalozeny na tom, ze mikrobiota ovliviiuje vstfebavani polyfenola
a polyfenolové metabolity (biologicky aktivnéjsi) plisobi na rust jednotlivych bakteridlnich
druhii (Valdés et al. 2015). Zminéné pusobeni je velmi zavislé na chemické struktuie
polyfenolu, jejich koncentraci a na daném typu bakterii. VIiv polyfenolt na grampozitivni
bakterie je vice intenzivni nez na gramnegativni, coz je pravdépodobné zpusobeno odlisnou
stavbou bunéénych stén (Cardona et al. 2013).

Duda-Chodak 2012 ve své in vitro studii zkouma vliv flavanona (naringenin, naringin,
hesperetin, hesperidin) a flavonoli (kvercetin, rutin) na vybrané intestinalni bakterie
(Bacteroides galacturonicus, Lactobacillus sp., Enterococcus caccae, Bifidobacterium
catenulatum, Ruminococcus gauvreauii a Escherichia coli), béhem které bylo zjisténo,
ze aglykony (kvercetin, hesperetin, naringenin) maji na bakterie mnohem vyssi inhibi¢ni efekt
nez glykosidy (naringin, rutin, hesperidin). Lee et al. 2006 se zaméfili na studium epikatechinu
a katechinu, vyskytujicich se naptiklad v ¢ajich. U téchto latek, ale také dalSich polyfenolickych
slozek ¢aju (3-O-methylgallova kyselina, kyselina gallova a kyselina kavova), byla zjisténa
schopnost potlacovat rast Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Bacteroides spp.,
v mensi mife i komenzalnich druht Clostridium spp., Bifidobacterium spp. a probiotického
druhu Lactobacillus spp. U katechinu byl béhem dal§i studie navic pozorovan nartst
Clostridium coccoides, Bifidobacterium spp. a Escherichia coli, ale soucasn€ zpomaleni vyvoje
Clostridium histolyticum (Selma et al. 2009). Zminéné slozky ¢aji (katechin, epikatechin)
véetné epigalokatechin galatu, epikatechin galatu, epigalokatechinu a galokatechinu jsou dle
Duda-Chodak et al. 2015 schopny inhibovat i patogenni mikroorganismy, jako je napiiklad
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes a Pseudomonas
aeruginosa.

Dalsi zkoumanou potravinou je kakao, ziskavané z kakaovniku pravého (Theobroma
cacao), jez obsahuje ve velké mirfe flavanoly (epikatechin, katechin, proantokyanidiny)
(Etxeberria et al. 2013). V poslednich letech se kakao stalo pfedmétem mnoha vyzkumd,
protoZe jeho slozky maji pozitivni vliv na zvySeny krevni tlak, oxidaci LDL-cholesterolu a také
méni citlivost na inzulin (Valdés et al. 2015). Studie probihaji jak na zvitatech, tak na lidech,
ale vysledky se od sebe lisi. BEéhem pokusu na potkanech (kmen Wistar, samice) byl v jejich
fekalni mikrobioté zjistén pokles bakterii Bacteroides spp., Staphylococcus spp.
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a Clostridium spp. Naopak u lidi se projevil narist Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.
I Enterococcus spp., ale také ubytek Clostridium histolyticum (Etxeberria et al. 2013).

Kromé velkého zajmu o polyfenolické latky z ¢aji a kakaa, jsou hojné uskutecnovany
studie zalozené na zkoumani vztahu mezi mikrobiotou a slozkami ¢ervenych vin. V ¢erveném
vinu se nachazeji jak flavonoidni (flavanoly, antokyany), tak neflavonoidni latky (resveratrol,
cinamat, kyselina gallova) (Etxeberria et al. 2013). Denni konzumaci 250 ml ¢erveného vina
Ize do t¢la dodat 210 mg polyfenoli. Vétsina téchto piijatych polyfenoli se dostava do tlustého
stfeva, kde jsou stievnimi bakteriemi pfeménény na nové latky, jez dale ovliviwji slozeni
sttevni mikrobioty (Cueva et al. 2016). Moreno-Indias et al. (2016) provedli studii, pfi které
20 muzi (10 zdravych a 10 s metabolickym syndromem, v rozmezi 45-50 let) po dobu 30 dnt
konzumovali ¢ervené vino s alkoholem i bez alkoholu. Ackoliv byli muzi rozdéleni na dvé
skupiny, pozorované zmény ve slozeni mikrobioty se u nich podstatné nelisily. Ptrikladem je
pokles mnozstvi Bacteroides spp., inhibi¢ni efekt na rust Clostridium histolyticum a pozitivni
vliv na rast Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Blautia coccoides, Faecalibacterium
prausnitzii a Roseburia spp. Znamy jsou také vysledky z vyzkumu na potkanech, u kterych se
po krmeni polyfenoly z ¢erveného vina projevila jednak pievaha rodu Lactobacillus spp., ale
I Bifidobacterium spp. nad pivodné vysokym mnozstvim bakterii rodu Bacteroides spp.,
Clostridium spp. a Propionibacterium spp. (Cueva et al. 2016).

Jaimes et al. (2019) zkoumali efekt 6 stilbenoidi (batatasin III, oxyresveratrol,
trans-resveratrol, piceatanol, pinostilben a thunalben) na stievni mikrobiotu. K vyzkumu byla
vyuZita in vitro fermentace stilbenoidt se vzorky stolice od 4 darci. Vysledny vliv stilbenoidd
na mikrobiotu byl vyhodnocen pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA. Bylo zjisténo,
Ze resveratrol a ostatni stilbenoidy snizuji pomér kmene bakterii Firmicutes ku Bacteroidetes.
Pti vyhodnoceni byl zjistén také pokles relativniho mnozstvi bakterii zrodu Clostridium,
bakterii z ¢eledi Lachnospiraceae a narust relativniho mnozstvi Faecalibacterium prausnitzii.

VIiv polyfenolti na stievni mikrobiotu je studovan také u isoflavoni (daidzein, genistein,
glycitein) ze s¢ji (Glycine max), ale jejich pisobeni na bakterie neni dosud zcela jasné.
Z vyzkumil na postmenopauzalnich zenach je prokazano, Zze davka 80 mg sdjovych isoflavonti
nezpusobuje zadnou zménu ve slozeni bakterii. Av§ak u davky 160 mg byl u vSech testovanych
pozorovan narust Bifidobacterium spp. a pokles Lactobacillus spp. Davka 100 mg dokazala
zvysit pocet Clostridium spp., Eubacterium spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp.,
Faecalibacterecterium spp. a Bifidobacterium spp. Kromé mnozstvi isoflavont, ovliviiuje
jejich ptsobeni také schopnost jedince metabolizovat daidzein na equol, protoze ne u vsech
tento metabolicky proces probiha (Huang et al. 2016).

3.6 Metabolismus stilbenoidu

Metabolické reakce polyfenoli jsou katalyzovany enzymy (cytochromy P450,
sulfotransferazy, uridin-5'-difosfat-glukuronosyltransferazy, katechol-O-metyltransferazy),
které se nejvice projevuji ve stievech a v jatrech. Dilezitou roli hraje také stfevni mikrobiota,
protoze dokaze premeénit né€které ptivodni latky na nové metabolity (Wang et al. 2019).

Cytochromy P450 (CYP) jsou enzymy, které zprostiedkovavaji metabolismus latek
ve Fazi I a jsou obsazeny ve vétsing tkanich a organech (Gao & Hu 2010). Faze I je metabolicka
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draha, zahrnujici oxidaci, redukci, hydrolyzu, hydrataci, dethioacetylaci a izomeraci
(Gibson & Skett 1986).

El Khawand et al. (2018) uvadi, ze glukuronidace a sulfatace jsou nejcasté&ji probihajici
reakce béhem anabolismu stilbenoidti, ale napiiklad u oxyresveratrolu a piceatanolu byla
pozorovana také metylace. Glukuronidace a sulfatace patfi mezi reakce metabolismu
probihajici ve Fazi II. Konjugace latek prostiednictvim téchto reakci, zvysuje jejich polaritu
a rozpustnost ve vodé, coz napomaha ke kone¢nému vylouceni z téla (Gao & Hu 2010).
Za glukuronidaci jsou zodpovédné enzymy uridin-5'-difosfat-glukuronosyltransferazy (UGT),
které jsou rozdéleny do 4 skupin UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS8. Hlavni roli pro polyfenoly ma
podskupina enzymt UGTI1A a jeji izoformy (1Al, 1A3, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10)
(Wang et al. 2019). Nejvétsi obsah UGT1A se nachazi v tkani tenkého stieva, kde se z velké
¢asti projevuji izoformy UGT1A10 a 1Al. Jiné izoformy se do glukuronidace zapojuji v jatrech
(UGT1A4, 1A1, 1A6, 1A9) a v ledvinach (UGT1A9) (Springer & Moco 2019). Projev UGT
Vv tenkém stievé je sice mnohem niz8i nez v jatrech, ale glukuronidace v ném stale probiha.
Hlavni diivod je takovy, ze tenké stievo je prvnim orgadnem, ktery se ve vysokych koncentracich
setkava se vstfebanymi latkami (Gao & Hu 2010). Druhou dilezZitou reakci je sulfatace,
probihajici za katalyzace sulfotranferazami (SULT). SULT muazeme rozdélit do 4 skupin:
SULT1, SULTZ2, SULT4 a SULT6. U polyfenoli zastavd vyznamnou roli skupina SULT1
a v mensi mife SULT2 (Wang et al. 2019). Podskupina SULT1A a jeji izoformy jsou hlavnimi
katalyzatory sulfatace resveratrolu, kdy wvznika resveratrol-3,4’-O-disulfat (SULT1AZ2,
SULT1A3), resveratrol-3-O-sulfat (SULT1A2, SULT1A3) nebo resveratrol-4'-O-sulfat
(SULT1A2) (Springer & Moco 2019).

Po uspésném prubéhu glukuronidace a sulfatace, vzniklé metabolity prochazi skrz
apikalni membranu tenkého stfeva do lumenu, nebo se mohou dostat i ptes bazolateralni
membranu a vstoupit do krevniho ftecist¢ (Dietrich 2003). Metabolity, které pronikly
do krevniho feCisté, maji moznost se vazat na proteiny pfitomné v krvi (lipoproteiny,
hemoglobin, albumin) a byt transportovany do tkani jinych organi (ledviny, jatra a dalsi).
Enterocyty (absorpéni epitelové buiky) obou membran tenkého stfeva, obsahuji proteiny
ze skupiny ABC (vazajici ATP), jeZz napomahaji K vstiebavani a transportu metabolitl
(Springer & Moco 2019). Absorpce v tenkém stievé je velmi nizka, pohybuje se v rozmezi
10-20 %. Latky, které se zde nevstiebaly, pokracuji do tlustého stieva, kde jsou transformovany
a degradovany stfevni mikrobiotou. Mikrobiota ptitomna v tlustém stievé vytvari enzymy, jez
se podileji na deglykosylaci, dehydroxylaci a demetylaci. Diky témto reakcim, vznikaji nové
produkty, které jsou nasledné z téla vylouceny moci a vykaly (Pathak et al. 2018).

V zavislosti na rtiznorodosti mikrobioty, nevznikaji u vSech jedinci stejné metabolity
a zaroven nékteré stilbenoidy (napfiklad batatasin III nebo pinostilben) zistavaji ve své ptivodni
formé (Jarosova et al. 2019).

V piipad¢ resveratrolu, metabolismus znazornény na Obrazku 13 probiha nasledovné.
Latka prochazi travicim traktem do tenkého stfeva, kde ma moznost se vstiebavat. V tenkém
stfeve, ale 1 v jatrech je resveratrol metabolizovan v glukuronidové a sulfatové formy, které
mohou byt vyluCovany moci, nebo jsou pomoci enzymti pfeménény zpét na zakladni formu
resveratrolu. V téle probiha také enterohepaticka cirkulace, diky které se resveratrol muze
zpétné vstiecbavat ve stfevé. Nevstiebany resveratrol podléha mikrobialni transformaci
na metabolity, jez také mohou projit glukuronidaci i sulfataci. Po vSech prob¢&hlych reakcich,

24



nastdva vylouceni nevstfebanych metaboliti a pfipadné nevstfebaného resveratrolu stolici
(Bird et al. 2017).
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Obrazek 13 Schéma metabolismu resveratrolu (Bird et al. 2017)
3.7 Vliv stilbenoidi na zdravi ¢lovéka

Stilbenoidy, jez vykazuji protizanétlivou, antioxidac¢ni a neuroprotektivni aktivitu, jsou
povazovany za latky puasobici pfevazné proti chronickym nemocem, které jsou spojovany
s vékem (diabetes mellitus, obezita, rakovina, kardiovaskularni choroby, neurodegenerativni
onemocnéni) (Navarro et al. 2018). V potravé se Casto nenachazeji samostatné, ale spiSe
v kombinaci s jinymi polyfenoly (Dvorakova & Landa 2017). Dulezité je zminit, ze stilbeny
jsou vyuzivany zejména jako prevence, kterd miize branit v rozvoji zadnétlivych onemocnénti,
ale nemusi byt tak G¢inné jiz u probihajicich nemoci. (Dvorakova & Landa 2017).

Diky svym chemickym a fyzikdlnim vlastnostem, jsou schopny pasivné prochazet skrz
bunééné membrany nebo reagovat s membranovymi receptory. Na zakladé této schopnosti,
muZe byt spustén jejich mechanismus na bunééné Grovni aktivaci nitrobunéénych mechanismd,
vazbou na membranové receptory nebo piasobenim uvnitf bunéfného jadra
(Gambini et al. 2015). Mezi dtlezité mechanismy stilbenti patii inhibice transkripéniho faktoru
NF-kB (nuklearni faktor kappa B), cyklooxygenaz (COX-1, COX-2), CYP, indukovatelnych
syntaz oxidu dusnatého (iNOS), produkce prostaglandinl, aktivace jadernych receptori
(naptiklad estrogenové receptory), regulace zanétlivého mediatoru TNF-o (faktor nadorové
nekrozy alfa) a dalsi. Prostfednictvim zminénych procesi (zabranéni vzniku prostaglandind,
inhibice INOS, COX-1, COX-2, NF-xB, ...) amodifikace syntézy eikosanoidd, jsou stilbenoidy
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na lidské tenocyty acévni endotelové buiky je ovlivnéna také aktivaci sirtuinu SIRT1
(Dvorakova & Landa 2017). Anekonda (2006) uvadi moznou roli SIRT1 v ochrané neurond
pted reaktivnimi slou¢eninami kysliku (ROS), peroxidem vodiku (H202), oxidem dusnatym
(NO) a extracelularnimi plaky amyloid beta (AB). Agregace AP plaka Vv ¢astech mozku
(hipokampus, mozkova kura) je nezadouci, protoze hraje dilezitou roli v patogenezi
Alzheimerovy choroby. Dalsi nevitanou schopnosti AP je to, Ze vyvolava peroxidaci lipidu,
oxidaci proteind a oxidaci DNA. Témito procesy dochazi k oxida¢nimu naruSeni neuront
v mozku (Akinwumi et al. 2018). Zabranénim psobeni zminénych latek, se predpoklada, ze se
snizi poskozeni mozku u lidi, ktefi trpi Alzheimerovou chorobou nebo jinym neurologickym
onemocnénim (Huntingtonova choroba, axotomie, cévni mozkova ptihoda, epilepsie, mrtvice).

Doré (2005) ve svém ¢lanku zmifuje, ze resveratrol pasobi v riznych smérech na aktivitu
hemoxygenazy. Hemoxygenaza je enzym, jenz katalyzuje reakci, pii které dochazi k degradaci
hemu za uvolnéni atomu zeleza, oxidu uhelnatého a biliverdinu, jenz je nasledné pfeménén
na bilirubin. Vsechny wvzniklé produkty pusobenim hemoxygendzy vykazuji pozitivni
vlastnosti. Biliverdin i bilirubin jsou vyznamnymi antioxidanty a uvolnény oxid uhelnaty ma
cytoprotektivni a protizanétlivé vlastnosti (Kim et al. 2012). Stépeni hemu a ovliviiovani
aktivity hemoxygenazy resveratrolem, se =zdaji byt procesy, které chrani bunky
pfed poskozenim volnymi radikaly, maji vazodilata¢ni efekt a vykazuji neuroprotektivni
vlastnosti (Doré 2005). Je pravdépodobné, ze resveratrol spole¢né s hemoxygenazou muze
ovliviiovat dal$i antioxidativni a cytoprotektivni drahy (Kim et al. 2012). Vliv resveratrolu
na apoptozu nervovych bunék i jeho protizanétlivé ucinky se daji vyuzit pfi vyvoji opatieni
proti neurodegenerativnim chorobam (Doré 2005).

Stilbenoidy ptsobi také jako antioxidanty, tim Ze potlacuji oxida¢ni poskozeni a snizuji
oxida¢ni stres, ¢imz mohou slouzit jako prevence pied onemocnénimi, jako je napiiklad
rakovina (Sirerol et al. 2016). Jednim =z dilezitych déji je aktivace transkripéni cesty
nuklearniho faktoru Nrf2 (jaderny faktor odvozeny od erytroidu), ktery fidi hlavni
mechanismus bunééné obrany a je dilezity pro udrzeni bunééné homeostazy. Rychla aktivace
tohoto faktoru hraje vyznamnou roli Vv prevenci neurodegenerativnich onemocnéni,
kardiovaskularnich chorob, plicni fibrozy, ale také jiz zminéné rakoviny (Kosuru et al. 2016).
Resveratrol patii mezi stilbenoidy, které inhibici COX-2 ovliviiuji vSechny kroky
karcinogeneze (iniciace, promoce, progrese). Divodem je fakt, ze COX-2 pasobi na syntézu
prostaglandind, jejichz zvySena produkce ma vliv na metabolismus karcinogennich bunék,
Sifeni nadorovych bunék a muze byt zodpoveédna za potlaceni rastu nadoru (Sirerol et al. 2016).
Stilbenoidy inhibuji rist nadorovych bunék nejen jiz zminénym zptisobem, ale také snizenim
projevu NF-«xB a regulaci bunécného cyklu. Protirakovinny efekt zalezi na typu nadorovych
bunék, velikosti 1écebné davky a na zptsobu podani (Navarro et al. 2018). Nutakul et al. (2011)
pozorovali rozdil mezi pusobenim resveratrolu a pterostilbenu na 3 druhy rakovinnych bun¢k
tlustého stieva (HT29, HCT116, Caco-2). Pterostilben oproti resveratrolu, vykazoval témért
3krat vyssi inhibi¢ni efekt na bunky HT29, 4krat vyssi na HCT116 a 1,5krat vyssi na bunky
Caco-2. Lepsi vysledky pterostilbenu byly pozorovany i pii pusobeni na apoptozu. Naptiklad
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pii koncentraci 25 puM, pterostilben zvysil hladinu apoptickych bunék na 14,7 %, zatimco
resveratrol pfi stejné koncentraci nevyvolal vyraznou zménu (Nutakul et al. 2011).

Resveratrol ma ve fyziologickych koncentracich (naptiklad po konzumaci ¢erveného
vina) pozitivni vliv na kardiovaskularni soustavu, ¢ehoz dosahuje prostiednictvim nékolika
procest. Prvnim z nich je zvySeni projevu syntazy oxidu dusnatého. Tento enzym se podili
na syntéze oxidu dusnatého, ktery ma vazodilatacni u¢inek v cévnich endotelovych buiikach.
Resveratrol soucasné vyvazuje ucinek endotelinu, coz je latka zpusobujici zuzovani cév.
Témito procesy poskytuje ochranu pied vznikem krevnich srazenin a brani aterogenezi. Dalsim
pozitivnim dé&jem je snizeni aktivity COX-2 a soucasné inhibice produkce prostaglandini. Diky
této reakci ma resveratrol moznost zabranit aterosklerdze (zanétlivé onemocnéni cév). Hlavni
pti¢inou ateroskler6zy je oxidace LDL cholesterolu a jeho ukladani do cévnich stén.
Resveratrol mize chranit endotelové bunky pfed poskozenim tim, ze omezuje oxidaci LDL
i jeho vstiebavani do cévnich stén. Kromé zminénych d&ju resveratrol snizuje produkci
reaktivnich sloucenin kysliku, zlepSuje ischemicko reperfuzni poskozeni, pomaha redukovat
komorovou arytmii a také snizuje krevni tlak (Petrovski et al. 2011). Wang et al. (2012) zmifiuji,
7e kromé zabranéni oxidace LDL, ptisobi resveratrol proti aterosklerdze snizenim koncentrace
triglycerida v séru a lipoproteinid s velmi nizkou hustotou. Tyto protiaterosklerotické reakce
doprovazi dalsi pozitivné pusobici déje, jako je inhibice zanétlivych drah v makrofazich,
prevence proliferace (hojné mnozeni) bun¢k hladkého svalstva a podpora endotelialni funkce.
Resveratrol ma mimo jiné vliv i na reverzni transport cholesterolu, coz je proces, kterym se
prebytek cholesterolu z perifernich tkani vraci do jater aje vyluCovan zluéi. Vyznamnym
enzymem reverzniho transportu cholesterolu je cholesteryl ester transfer protein, jehoz zvysena
aktivita zptsobuje vysokou hladinu LDL a tim pfispiva ke vzniku aterosklerozy. Avsak 1écba
resveratrolem snizuje projev tohoto enzymu, zvysuje hladinu lipoproteini s vysokou hustotou
(HDL) a také podporuje schopnost HDL zprostiedkovat odtok cholesterolu (Wang et al. 2012).

3.8 Invitro modely travici soustavy

Travici soustava je ovliviiovana nejriznéj§imi slozkami jidla, které mohou mit ptimy nebo
neptimy vliv na zdravi ¢lovéka. Existuje velké mnozstvi in vitro modeld, jez jsou zaméfené
na rizné procesy probihajici v travici soustavé (traveni, fermentace, vstiebavani latek, imunitni
a enteroendokrinni reakce) a pomoci téchto modeltl Ize zjistit vliv jednotlivych slozek potravy
na lidské zdravi (Venema 2015). In vitro modely jsou oproti in vivo rychlejsi, levnéjsi, 1ze je
opakovat a nejsou vazany na eticka omezeni (Van De Wiele et al. 2007). Avsak vysledky
zinvitro a in vivo vyzkuma se mohou lisit, protoze je velmi narocné napodobit komplex
fyzikalné-chemickych a fyziologickych procesa, probihajici v lidském a zvifecim téle (Hur et
al. 2011).

Prvnim druhem in vitro pokust jsou statické metody (biochemické metody), které se fadi
mezi ty nejjednodussi. Tyto metody nenapodobuji fyzikalni procesy (michani, hydratace,
peristaltika a dalsi), ale pouze fyziologické podminky podobné t€m, jez jsou v lidském téle
(Venema 2015). Procesy traveni v dutiné ustni, zaludku a tenkém stfevé jsou provadény
ve dvou po sobé& navazujicich krocich. Béhem téchto kroku se substrat nechava inkubovat
suméle vytvofenou zalude¢ni atravici tekutinou tenkého stfeva po stanovenou dobu.
V pribéhu inkubace se pomoci pH-statu nebo pufru udrzuje pH na konstantni hodnoté. Tento
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postup umoziuje provadét metody, které jsou relativné jednoduché a zaroven vhodné pro
vysoce vykonné testovani. AvSak kontrolované podminky Vv in vitro modelech neumoziuji
komplexni interakci mezi jidlem a télem, coz se ¢asto povazuje za hlavni nevyhodu (Minekus
et al. 2014). Statické modely se vyuzivaji piedev§im K vyzkumu traveni jednoduchych potravin
nebo jejich jednotlivych slozek. Z pokust Ize vyhodnotit sloZeni potravin, strukturu potravin,
interakce mezi jednotlivymi slozkami a dal$i parametry, které napomahaji urcit nutri¢ni
hodnoty a pfipadn¢ vylepsit sloZeni danych pozivatin (Venema 2015).

Z dtvodu limitujicich faktord (konstantni pH, koncentrace travicich enzymi a Zlu¢ovych
kyselin), které zkresluji konecné vysledky, byly vyvinuty dynamické modely. Tyto systémy
jsou zkonstruovany tak, aby zajistily dokonalejsi simulaci traveni v lidském a zvifecim téle.
Existuji modely napodobujici bud’” jednu (naptiklad Zzaludek, tenké stievo, tlusté stievo) nebo
vice ¢asti traviciho traktu (Dupont et al. 2019).

DGM (dynamicky model zaludku) je in vitro model schopny napodobit biochemické
a mechanické procesy, které se uskute¢tiuji béhem traveni potravy Vv zaludku. Reakce
probihajici v tomto systému trvaji stejné dlouho jako v Zivém organismu (v rozmezi 25 min az
45 h), coz je velkym benefitem (Venema 2015). V prvni fazi dochazi k promichani
nehomogenni potravy pomoci rytmickych kontrakci, v ¢asti oznacené jako fundus. Kontrakce
jsou vyvolany stlaovanim vodniho plaste, ktery zvenci obklopuje fundus. Na hladiné smési je
umistén davkovac, jez zajistuje vylucovani enzymi a kyselin. Mnozstvi uvoliiovanych kyselin
je zavislé na hodnoté pH, které je méfeno pH elektrodou uvnitt fundu. Béhem druhé faze
dochazi k pfesunu potravy do ¢asti zvané antrum. Antrum se sklada z pistu a barelu, jez svymi
pohyby zajistuji mechanické rozmélnéni potravy, priuchod avylouceni traveniny pies
elastickou membranu (Dupont et al. 2019).

Dle Kong & Singh (2010) v modelu DGM nedochazi k spravnému napodobeni
peristaltickych pohybi, které probihaji v Zivém organismu. Proto se rozhodli vytvofit novy
systém zvany HGS (simulator lidského Zaludku). Tento model 1épe simuluje proces traveni
invivo, protoze V ném probihaji vice realistické peristaltické kontrakce, sekrece zaludku
a vyprazdiovani. Zakladem modelu je latexova nadoba obklopena soustavou valecku, které
jsou napojeny k motoru a zajist'uji rytmické smrstovani (3 kontrakce za minutu). V nadobé¢ je
umisténa polyesterova sitovina s oky o velikosti 1,5 mm, Kterou prochazi malé Castice a tim
napodobuje efekt vratniku. Do zminéné latexové komory je pomoci plastovych trubicek
dodavana simulovana zalude¢ni §t'ava (1 g pepsinu, 1,5 g hlenu, 8,775 g NaCl, 1 1 destilované
vody). Doplnovani stav zajistuje peristaltické cerpadlo, u kterého lze nastavit prutok
mezi 0,03 a 8,2 ml/min. Cely model je uzavien v plastové pénové komote kvuli vytvofeni
a udrzeni spravné teploty (37 °C). Uvnitf komory jsou nainstalovany dvé 60 W zarovky, které
slouzi jako zdroj tepla a termostat, jenz fidi zapnuti a vypnuti zarovek.

ARCOL (umglé tlusté stievo) je in vitro fermentaéni model simulujici procesy tlustého
stfeva. V tomto modelu jsou zajistény stejné podminky prostiedi a probihajici déje jako
Vv tlustém stievé (pH, teplota, anaerobidza, pasivni vstiebavani latek, pritomnost mikrobioty
a dalsi). V prvni fazi dochazi k suspendovani vzorku stolice zdravych dobrovolnikl nebo zvirat
do fosfatového pufru, ptefiltrovani pfes dvojitou vrstvu gézy a nasledné se filtrat naockuje
do fermentoru. Do ARCOL bioreaktoru je prubézné piidavano kultivaéni médium, jez
napodobuje chemické sloZeni stievnich tekutin (karbohydraty, proteiny, lipidy, mineralni latky,
vitaminy), zatimco fermenta¢ni medium je pribézné odebirano. Konstantni hodnoty pH
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a teploty jsou udrzovany, diky pfidavani NaOH (hydroxidu sodného) a zahfivani dvojité vodni
vrstvy. V modelu je pfitomny dialyzacni systém (membrany z dutych vlaken), ktery ma
na starosti zachovavat vhodné koncentrace elektrolytti a metabolitt, ale také celkovy provozni
objem (Dupont et al. 2019).

coz je in vitro model napodobujici ¢ast lidského gastrointestinalniho traktu (Zaludek,
dvanactnik, la¢nik, kycelnik). Systém se sklada ze Ctyt paraleln¢ zapojenych kompartmenti,
které maji sklenény vnéjsi obal a vnitini flexibilni membranu. Do prostoru mezi sklenénou
a pruznou Vrstvou je v pravidelnych intervalech vhanéna voda (37 °C). Proudéni teplé vody
zajist'uje simulaci peristaltickych pohybt gastrointestinalniho traktu, ale také udrzuje spravnou
vnitini teplotu (Cordonnier et al. 2015). V zalude¢nim kompartmentu je hodnota pH fizena
piidavanim kyseliny chlorovodikové a ve zbylych ¢astech hydrogenuhli¢itanem sodnym.
Vsechny Ctyfi ¢asti jsou propojeny uzaviratelnymi ventily, jez fidi prichod traveniny. Lacnik
a kycelnik maji navic pfipojeni na filtraéni moduly, pies které prochazi voda a malé molekuly
(Brouwers et al. 2011). Sekrece zalude¢nich $tav, zluci a pankreatickych §tav do ptislusnych
kompartmentu je zajisténa pocitatem fizenymi ¢erpadly (Cordonnier et al. 2015).

SHIME (simulator lidského intestinalniho mikrobialniho ekosystému) je pocitacem
fizeny model, ktery slouzi knapodobeni fyziologie a mikrobidlniho prostredi
Vv gastrointestinalnim traktu. Sklada se z 5 ¢asti: zaludku, tenkého stieva, vzestupného, pticného
a sestupného traéniku. K prvnim dvéma segmentlim jsou piipojeny trubicky, které zajist'uji
ptivod uréeného mnozstvi danych tekutin. Do Zaludku je dopliiovan pepsin a nutricni médium,
naopak do tenkého stieva vede pfivod s pankreatickymi enzymy a zlu¢i. U poslednich tii ¢asti
modelu je za stalého michani regulovano pH a objem podle in vivo podminek traviciho traktu.
Kompartmenty piedstavujici Casti tlustého stfeva se naockuji fekalni mikrobiotou, ktera se
zangjaky cas stabilizuje, ale slozeni a funk¢énost mikrobioty je Ve vzestupném, pricném
a sestupném tra¢niku odlisna (Dupont et al. 2019).

Simgi  (simulator gastrointestinalniho traktu) je dynamicky systém sloZeny
25 propojenych casti, které napodobuji ¢innosti zaludku, tenkého stieva a tlustého stieva
(vzestupny, pficény a sestupny tra¢nik). Zalude¢ni kompartment se sklada ze dvou tuhych,
plastovych modulli, jeZ obklopuji silikonovy reservoar, Vv némZ probihd mixovani potravy.
Do prostoru mezi plastovou a silikonovou ¢asti proudi voda (37 °C) pod ménicim se tlakem,
coz vytvari peristaltické pohyby. Kyselina chlorovodikova, zaludecni §tava a zkoumana
potravina je do Zaludku pfivadéna dvéma postrannimi otvory. Oddil tenkého stieva se sklada
ze sklenéné nadoby s dvojitou sténou, do niz je za stalého michani pfivadéna pankreaticka
Stava, soli a smés ze zaludku. Proces traveni v tenkém stfevé probiha 2 hodiny (pti 37 °C, pH
6,8) (Venema 2015). Po prob¢hlé reakci v tenkém stievé je obsah tenkého stieva odveden
do prvni ¢asti tlustého stieva (vzestupného tracniku). VSechny 3 oddily tlustého stfeva maji
stejnou sklenénou stavbu jako ma tenké stfevo. Do kazdé ¢asti tlustého stfeva vede piivod
s NaOH a HCl, jez udrzuji stalou hodnotu pH. Simgi je fizen pomoci pocitatového programu
Unitronics Vision 120TM, ktery shromazd'uje data (teplota, nacerpané objemy, pH) béhem
celého procesu (Dupont et al. 2019).

ESIN (systém zaludku atenkého stfeva) predstavuje stavebné obsahly model, ktery
simuluje cast gastrointestinalniho traktu. Sklada se z 6 Casti: zasobniku na jidlo, ampule
na sliny, zaludku, dvanactniku, la¢niku a kycelniku. U tohoto in vitro modelu neni zapotiebi,
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aby byla potrava zhomogenizovana pted vstupem do zaludku. Testovany vzorek ptechazi
ze zasobniku na jidlo ptes ampuli se slinami, kde dochazi k promichani potravy se slinami,
do zaludku (Guerra et al. 2016). U ESIN je zaludek vytvofeny tak, aby napodoboval
dvoufazové vyprazdnovani, jako tomu je v piipadé in vivo. Uvniti Zzaludku jsou pfitomné
2 komory a odsazeni, které umoznuje rozdéleni malych (< 2 mm) a velkych ¢astic (> 2 mm).
Zatimco malé Castice a tekuty podil se dostavaji do druhé komory, velké Castice zustavaji
v hlavni komoie, kde podléhaji degradaci. V obou komorach se nachazeji otvory napojené
na peristaltické ¢erpadlo, pomoci kterych jsou odvadény pevné a tekuté slozky do ¢asti tenkého
stieva (Dupont et al. 2019).

Z ptikladi vyse je zfejmé, ze dynamické in vitro modely jsou schopné napodobovat
travici procesy probihajici v lidském téle. AvsSak stale existuji mechanismy, které by mohly byt
v budoucnu doplnény do stavajicich modelti nebo vylepSeny (spravna peristaltika, zajisténi
mikrobioty v distalnich ¢astech tenkého stieva, lepsi vstiebavani vody a metaboliti ve stievech)
(Dupont et al. 2019).
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4 Material a metodika
4.1 Invitro fekalni fermentacni systém

41.1 Chemikalie

Chemikalie na pfipravu fermenta¢niho média NHsHCO3 (hydrogenuhli¢itan amonny),
NaHCO3 (hydrogenuhlic¢itan sodny), Na:HPOs (hydrogenfosforecnan sodny), KH2PO4
(dihydrogenfosfore¢nan draselny), MgSOs (siran hofecnaty), CaCl> (chlorid vapenaty),
MnCI2"4H,0 (tetrahydrat chloridu manganatého), CoCl;'6 H2O (hexahydrat chloridu
kobaltnatého), FeCls (chlorid Zelezity), trypton, glukoza, maltoza, kvasnicovy extrakt,
vitamin K1, hemin a resazurin byly ziskany z Merck (Darmstadt, Germany). Mezi dalsi
chemikalie, které byly pouzity béhem vyzkumu, patii cystein hydrochlorid, 1M NaOH
(hydroxid sodny), Na;S9 H;O (nonahydrat siranu sodného), 6M HCI (kyselina
chlorovodikova), NaNs (azid sodny), (CH3)2SO (dimetylsulfoxid), zasobni roztok resveratrolu
a plynny dusik.

4.1.2 Fermentaéni médium

Fermenta¢ni médium bylo pfipraveno z 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukézy, 1,125 g
maltdzy, 2,25 g kvasnicového extraktu, 50,7 ul vitaminu Kz (0,5 mg/l metanolu), 5,07 mg
heminu (tyto latky byly rozpustény ve 450 ml destilované vody), 225 ml uhli¢itanového pufru
(4 g NH4HCO3, 35 g NaHCOg3, 1 | destilované vody), 112,5 pl mikromineralniho roztoku (2,5 g
CaCly, 2,5 g MnCl,"4H,0, 0,25 g CoCl; 6 H20, 1,25 g FeCls, 25 ml destilované vody), 225 ml
makromineralniho roztoku (5,7 g NazHPOg4, 6,2 g KH2PO4, 0,3 g MgSOs, 1 1 destilované vody)
a 1,125 ml 0,1% resazurinového roztoku.

4.1.3 Priprava 96-jamkovych deep-well desticek

Fermentacni medium bylo zahtato na 100 °C po dobu 7 minut a nésledné schlazeno
na 37 °C za soucasného pfistupu plynného dusiku. Pomoci 6M HCI bylo upraveno pH
na hodnotu 7. Do 96-jamkovych deep-well desti¢ek bylo napipetovano 835 pul fermenta¢niho
média a 40 pl redukéniho roztoku. Takto pfipravené desticky byly uchovany pii 4 °C
V anaerobni atmosféte do druhého dne.

4.1.4 Fosfatovy pufr, redukéni roztok

Fosfatovy puftr, ktery se pouziva pro piipravu roztoku ze vzorka stolice, byl vytvoien
smichanim 390 ml 1/15M KH2PO4a 610 ml 1/15M Na2POs (pH 7). Redukéni roztok byl
pripraven z 312,5 mg cystein hydrochloridu, 2 ml 1M NaOH, 101,5 mg Na,S*9 H20 a 50 mi
destilované vody.
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415 Priprava vzorki stolice

K analyze byly vyuzity vzorky stolice, které byly odebrany od 2 darci bez dietnich
omezeni, uzivani antibiotik a travicich potizi. K odebranym vzorktim byly pfidany anaerogenni
sacky a stolici bylo nutné zpracovat maximaln¢ do 2 hodin. VSechny vzorky byly ziskany
na Ceské zemédélské univerzitd v Praze nebo v jejim okoli. Smichanim 24 g vzorku a 75 ml
fosfatového pufru byla ptipravena 32% suspenze. Nasledné byla suspenze zhomogenizovana
ve stomacheru a nakonec byla piefiltrovana ptes nylonovy filtr.

4.1.6 Priprava roztoku resveratrolu

Zasobni roztok resveratrolu o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
v DMSO (dimethylsulfoxid). Pracovni roztok byl vytvoien v den experimentu rozpusSténim
500 pul zésobniho roztoku resveratrolu v 2000 pl fermentacniho média. Koncentrace
resveratrolu v pracovnim roztoku odpovidala 2 mg/ml.

4.1.7 Proces fermentace

Desticky piipravené z predchoziho dne byly pfemistény na horizontdlni tfepacku
do inkubatoru (37 °C). Do destic¢ek bylo pfidano 100 ul fekalni suspenze (do kontroly byl pfidan
pouze fosfatovy pufr), 25 ul roztoku resveratrolu (findlni koncentrace 50 pg/ml). Nasledné byly
desti¢ky zavakuovany a umistény do inkubatoru (37 °C, 100 rpm). V ¢asech 0, 2, 4, 8 a 24 hodin
bylo do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf z kazdé jamky odebrano 950 pl vzorku a smiseno
s 50 pl azidu sodného (finalni koncentrace NaNs ve vzorcich byla 1,5 mg/ml), aby doslo
k rychlému zastaveni procesu fermentace. Takto piipravené vzorky byly skladovany pii -80 °C
az do kone¢né analyzy.

4.1.8 Priprava vzorku pro NMR analyzu

Vzorky byly rozmrazeny pii pokojové teploté, zhomogenizovany na vortexu
a zcentrifugovany (4 °C, 15000 rpm, 10 min), aby byla oddé€lena pevna a kapalna faze.
Nasledné bylo odebrano 600 pl supernatantu vzorku a smiseno S 66,66 ul NMR pufru (1.5 M
K2HPO4 + 1.5 M NaHPOg4 , pH 7.4, 0.2 % NaN3z , 5 mM kyselina trimethylsilylpropanova -
TSP) v mikrozkumavkach Eppendorf. Takto pfipravené vzorky zcentrifugovany (4 °C,
15000 rpm, 5 min). Z odsttedénych vzorka bylo ptevedeno 600 pl do NMR kyvet.

419 NMR analyza

Spektra byla zméfena na spektrometru Bruker Avance III s vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko) pracujici pii protonové frekvenci 500,23 MHz. Teplota méféni byla
298 K (25 ° C). 1H NMR spektra byla ziskdna a zpracovdna za stejnych podminek. Pro
potlaceni signdlu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyprld pii 4,704 ppm. Pro kazdy
vzorek byl pouzit jednodimenzionalni 1H experiment s nasledujicimi parametry: pocet skenti
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Cas 4 s, sméSovaci Cas 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovani byly
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optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga,
pulsecal a topshim). Signal volné precese (FID) byl pfed Fourierovou transformaci zpracovana
zero filling, line broadening 0,3 Hz a exponencialni multiplikaci. Spektra byla manualné
fazovana a referencovana na TSP 0.00 ppm v programu Topspin. Alignment a export spekter
byl proveden v programu Mestrenova, anotace latek a kvantifikace v programu Chenomx 8.5.

4.1.10 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena v programech Microsoft Excel a IBM SPSS
Statistics 25. Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka.
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5 Vysledky

Nameéfena data zin vitro fermentace v 96-jamkovych deep-well destickach, byla vyuzita

K pozorovani pribéhu metabolické transformace resveratrolu. Z vysledki bylo zjisténo,

7z¢ hlavnim a zaroven jedinym metabolitem resveratrolu byl u obou naSich darct

dihydroresveratrol. Na obrazku ¢islo 14 je znazornéna zavislost priméru hodnot koncentrace

resveratrolu a dihydroresveratrolu na case. Je ziejmé, Ze koncentrace resveratrolu v ¢ase

Klesala, zatimco koncentrace dihydroresveratrolu v ¢ase rostla.

—— dihydroresveratrol

= regveratrol
0,15+ i - 1,00

/ ™

[Ip/Bur] [omerassay] asemadmny]

koncentrace dihydroresveratrol [mg/dl]

tas [h]

Obrazek 14 Graf zavislosti primérné koncentrace resveratrolu a dihydroresveratrolu na
¢ase. Data jsou vyjadiena jako primér na koncentrace + smérodatna odchylka, N=2.

Dol D02 === dihydroresveratrol
= resveratrol

.80

40

koncentrace dihydroresveratrol [mg/dl]
[[p/Bwi] [o.peIaAsal adeUaIUSY

.00

¢as [h] ¢as [h]

Obrazek 15 Graf zavislosti resveratrolu a dihydroresveratrolu na ¢ase
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U vsech darcu byla podle NMR spektra ze strukturni databaze latek hledana i sloucenina

lunularinu, avsak ani u jednoho darce nebyla tato latka nalezena.

Na obrazku ¢islo 15 muzeme vidét, Ze zmény koncentrace resveratrolu se béhem
fermentace u darcu 1iSi a nejvétsi pokles nastava od 2 a 8 hodiny. U darce ¢islo 2 doslo
v 8 hodiné fermentace k poklesu resveratrolu téméf na nulovou koncentraci, zatimco u darce
Cislo 1 se resveratrol i po 24 hodinach vyskytoval ve vyssi koncentraci.
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6 Diskuze

Vysledky této bakaldifské prace potvrzuji stanovenou hypotézu, ze resveratrol je
metabolizovan pomoci stfevni mikrobioty na dalsi slou¢eniny. Vyzkum se vSak zabyva hlavné
vznikem, hledanim a pojmenovanim jednotlivych metabolitt, coz muZze pomoct K rozsifeni
dosavadnich informaci 0 metabolismu resveratrolu. Znalost pribéhu metabolismu a vzniklych
metaboliti je dulezitd pfedevsim proto, ze resveratrol, ale i jiné polyfenoly, jsou intenzivné
metabolizovany béhem Faze I a Faze II v organech (jatra, tenké stievo, tlusté stievo) i tkanich.
Pro tento experiment byly nové vyuzity 96-jamkové deep-well desticky, které by mohly byt
vhodnou alternativou pro fermentace ve sklenénych vialkach.

Jedinym metabolitem resveratrolu, ktery vznikl a byl nalezen u obou darci mého
experimentu, je dihydroresveratrol. Tento metabolit se shoduje s vysledky z ostatnich in vitro
a in vivo studii (Aminnezhad et al. 2016a, 2016b; Jarosova et al. 2019). Timto vyzkumem bylo
potvrzeno, ze dihydroresveratrol patfi mezi hlavni a nejcastéjsi produkt metabolismu
resveratrolu, jenz vznikl pusobenim stievni mikrobioty. Koncentrace resveratrolu v prib&hu
fermentace klesla jiz po 8 hodinach pouze u jednoho z darci téméf na nulovou koncentraci.
V experimentu, ktery provedli Bode et al. 2013, se u darct rovnéz vyskytuji rozdily v rozkladu
resveratrolu. U nekterych vzorkl byl resveratrol zcela rozlozen jiz po 2 hodinach, u dalsich
po6, 8 nebo 24 hodinach. Nicméné ve vyzkumu od Bode et al. 2013 byly kromé
dihydroresveratrolu  nalezeny dalsi dva metabolity, kterymi jsou lunularin
a trans-3,4'-dihydroxystilben. Zatimco trans-3,4’-dihydroxystilben se vyskytoval v malych
koncentracich, lunularin byl detekovan ve vétsim mnozstvi podobné jako dihydroresveratrol.
Z tohoto diivodu bylo mou snahou najit kromé dihydroresveratrolu i lunularin,

Bode et al. 2013 vyuzili odlisnou metodu, ktera se lisila vyuzitim sklenénych vialek pro
fermentaci, analyza vzorkli nekoncila v ¢ase 24 hodin, ale v ¢ase 48 hodin a méfeni bylo
provedeno pomoci kapalinové chromatografie S hmotnostnim spektrometrem a fotometrickymi
detektory. NMR spektroskopie byla také vyuzita, ale pouze pro analyzu
trans-3,4’-dihydroxystilbenu a lunularinu, nikoliv pro identifikaci dihydroresveratrolu. V mém
vyzkumu byla rovnéz pro identifikaci lunularinu vyuzita NMR spektroskopie a templat spektra,
podle kterého byl lunularin hledan, jsem ziskala z vysledku méfeni standardu, jenz jsem méla
k dispozici od némecké laboratofe (Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen). Nicméné
ptitomnost lunularinu nebyla ani u jednoho z mych vzorkl prokazana. Dtvodem muze byt
rozdilné slozeni mikrobioty jednotlivych darct. Jako dalsi pficina, pro¢ jsem lunularin v mych
vzorcich nenasla, by mohla byt odliSnost ve zpisobu fermentace, protoze jsem nové vyuzivala
96-jamkové deep-well desticky.

Ve vysledcich z vyzkumu Jarosova et al. 2019, byl stejné¢ jako v mém piipadé uveden
jako metabolit pouze dihydroresveratrol. Téchto vysledki bylo dosazeno i ptesto, Ze fermentace
probihala ve sklenénych vialkach po dobu 48 hodin a k méfeni byla vyuzita kapalinova
chromatografie. Toto zjisténi vylucuje, ze by vznik metaboliti mohl byt ovlivnén novou
metodou fermentace v 96-jamkovych deep-well destickach a zaroven potvrzuje jeji funk¢énost
I spolehlivost. V této studii je vSak zminéna odlisSnost hodnot konecnych koncentraci
resveratrolu a dihydroresveratrolu u jednotlivych darcl, coz se shoduje s nasimi vysledky.
Tento fakt dosvédcuje to, Ze metabolismus resveratrolu probiha u kazdého jedince odlisné.

Mrwe
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na chemické latky se u kazdého ¢lovéka lisi. OvSem tato pficina by potfebovala dalsi objasnéni,
naptiklad v podobé¢ identifikace jednotlivych rodu stievnich bakterii u vSech ziskanych vzork.
V mé studii se vyskytuji mnohem nizs§i koncentrace resveratrolu i dihydroresveratrolu, jak
na zacatku prubéhu fermentace, tak na konci. Diuvodem by mohla byt odlisna metoda
fermentace a jiné slozeni fermenta¢niho média, protoze v mém piipadé byl obsah
fermentacniho média obohacen glukézou, maltézou, kvasnicovym extraktem, vitaminem Ki
a heminem.

Bode et al. 2013 provedli urceni bakterii, které mély pravdépodobné vliv na tvorbu
lunularinu. Darci, u kterych se vyskytoval pouze dihydroresveratrol, jako v pfipadé mého
vyzkumu, méli vy$si vyskyt bakterii z kmene Firmicutes, mensi vyskyt Bacteroidetes,
Actinobacteria (pfedevsim Bifidobacteriaceae a Coriobacteriaceae), Verrucomicrobia,
Cyanobacteria a Enterobacteriaceae ve srovnani se vzorky, kde vznikal lunularin. Dalo by se
predpokladat, Ze darci z mého experimentu méli hodné podobné slozeni stievni mikrobioty,
jako je uvedeno vyse a z tohoto diivodu nebylo mozné lunularin najit. Jaimes et al. 2019 se také
zabyvali vztahem mezi stfevni mikrobiotou a resveratrolem. Trans-resveratrol byl ponechan
24 hodin se vzorky stolice vin vitro fekalnim fermentaénim systému a nasledné bylo
identifikovano slozeni stievni mikrobioty pomoci 16S rRNA sekvenaéni analyzy. Mezi kmeny
bakterii, které se vyskytovaly nejhojné&ji patii Actinobacteria, Firmicutes a Proteobacteria
(Celed’ Enterobacteriaceae). Tyto kmeny se shoduji s vysledky, které byly publikovany ve studii
od Bode et al. 2013.

Jung et al. 2009 zkoumali metabolismus resveratrolu podobnou metodou jako byla
pouzita v této bakalatské praci, avSak jejich zaméteni bylo 1 na vliv resveratrolu na jednotlivé
bakterie. Vysledky této studie potvrzuji mou hypotézu, Ze je resveratrol transformovan za tGi¢asti
bakterii na dihydroresveratrol, jehoz struktura byla potvrzena pomoci NMR analyzy
i kapalinové chromatografie. Nicméné ani v tomto piipadé lunularin nevznikal a tim padem
nemohl byt nalezen. Podle dostupnych informaci je tato studie nejspise jedinou, pti které byly
podobnym zptsobem jako v mém vyzkumu vyuzity 96-jamkové deep-well desticky, avsak
s kombinaci se sklenénymi vialkami. Tato studie potvrzuje, Ze slozeni bakterii ma vyznamny
vliv na pfeménu resveratrolu. Byly zjistény 2 anaerobni bakterie (Eggerthella lenta
a Bacteroides uniformis), které se ptimo podili navzniku dihydroresveratrolu. E. lenta
a B.uniformis jsou moznym divodem, pro¢ v nasich vzorcich nevznikl lunularin, ale pouze
dihydroresveratrol.

V budoucich letech by mohlo byt pfinosné, kdyby od kazdého darce byly s casovym
rozestupem odebrany alesponi dva vzorky, jako to bylo provedeno v pfipad¢ vyzkumu Bode et
al. 2013. Vysledky by nasledné bylo mozné porovnat a ptipadné by se dalo zjistit, zda
Vv laboratornim vyzkumu nedoslo k chybég, eventudlné kde. Tim, ze se ve vétSiné mych vzorka
po 24 hodinach resveratrol stdle v menSim mnozstvi nachazel, je mozné, Ze by se pii delSim
intervalu fermentace mohl dale rozkladat. Ovsem ve vyzkumu od Jarosova et al. 2019 bylo
zjisténo, ze se resveratrol u nékterych darcti vyskytuje v pomérné vysokych koncentracich
1 po 48 hodinach. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze se resveratrol rozloZit nemusi a miZe zGstat
Vv puvodni formé, proto ma hypotéza nemusi byt pravdiva, ale potiebovala by dalsi objasnéni.

V této bakalatské praci bylo prokdzano, Ze nova metoda fermentace v 96-jamkovych
deep-well destickach je Gcinna a vysledky jsou srovnatelné s modely vyuzivajicimi sklenéné
vialky. Bylo potvrzeno, Ze resveratrol je mikrobialné transformovan na dal$i latky, coz se
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nalezen pouze jeden metabolit, ale s celkovou hypotézou se vyzkumy shoduji. V mém vyzkumu
bylo zjisténo, Ze metabolismus resveratrolu i jeho rychlost se u kazdého ¢lovéeka 1isi, to mohlo

1

dobré, kdyby se budouci vyzkum zaméfil na srovnani metabolismu resveratrolu i dalSich
fenolovych sloucenin U vétsiho mnozstvi darct.
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[ Zavér

Transformace polyfenoll pii prachodii travicim traktem hraje vyznamnou roli pro jejich
biodostupnost a bioefekt. V této praci byl sledovan metabolismus resveratrolu, vyznamného
stilbenoidu, v in vitro modelu tlustého stfeva. Prvnim cilem bylo identifikovat jednotlivé
metabolity resveratrolu, které vznikaji mikrobialni transformaci v tlustém stievé. V tomto
experimentu bylo potvrzeno, ze resveratrol je metabolizovan stievni mikrobiotou za vzniku
dalsich latek. Vysledky ukézali, ze stfevni bakterie v obou vzorcich metabolizovali resveratrol
na dihydroresveratrol. Tento metabolit pravdépodobné vznikl hydrogenaci dvojné vazby
etylenového mustku, jenz je za normdlnich okolnosti pfitomna v chemické struktuie
resveratrolu i jinych stilbenoidl. Dihydroresveratrol byl jedinym metabolitem detekovanym
v tomto modelu.

Dalsim cilem této bakalafské prace bylo ovéfeni nové metody vyuZivajici
96-jamkové deep-weel desticky, ktera je ve srovnani s klasickou metodou ve sklenénych
vidlkach rychlejsi, jednodu$si a umoznuje ziskani vétSiho mnozstvi vzorkii a opakovani.
Bakalaiska prace ukazuje, ze tato nova metoda fermentace je funkéni i1 spolehliva k vyuziti
béhem dalSich vyzkumd.

Hypotéza této bakaldiské prace, ze resveratrol bude mikrobidln¢ transformovéan
mikrobiotou tlustého stieva na nové metabolity, byla tedy potvrzena a splnény byly také
vSechny cile prace.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ARCOL.:
BBFO:
CDT:
COX:
CYP:
DAEC:
DGM:
DMSO:
DNA:
EAEC:
EIEC:
EHEC:
EPEC.:
ESIN:

ETEC:
FID:
HGS:
INOS:
KTJ:
LDL:
NF:
NMR:
PAL.:
ROS:
SHIME:

SIMGI:
SULT:

TNF:
UGT:

artificial colon = umé¢lé tlusté strevo

broadband observation sonda

Clostridium difficile toxin

cyklooxygenaza

cytochrom P450

difuzné adherentni Escherichia coli

dynamic gastric model = dynamicky model zaludku
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

enteroagregacni Escherichia coli

enteroinvazivni Escherichia coli

enterohemoragicka Escherichia coli

enteropatogenni Escherichia coli

the engineered stomach and small intestinal systém = systém zaludku
a tenkého stieva

enterotoxigenni Escherichia coli

signal volné precese

human gastric simulator = simulator lidského zaludku
indukovatelna syntdza oxidu dusnatého

kolonie tvofici jednotky

lipoprotein s nizkou hustotou

nuklearni faktor

nukledrni magnetické rezonance

fenylalanin amoniak lyaza

reaktivni slouc¢enina kysliku

Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem
= simulator lidského intestindlniho mikrobialniho ekosystému
simulator of the gastrointestinal tract = simulator gastrointestinalniho
traktu

sulfotransferazy

tumor necrosis factor = faktor nadorové nekrozy
UDP-glukuronyltransferazy



