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Metabolismus polyfenold v bunikach stievni sliznice

Souhrn

Polyfenoly tvofi jednu z nejhojnéjsich a vSudyptitomnych skupin rostlinnych metabolitti
a jsou nedilnou soucasti lidské stravy. Hraji roli v antioxida¢ni aktivité, dale maji ptiznivy vliv
na chronickd onemocnéni, jakymi jsou naptiklad naddorova a kardiovaskuldrni onemocnéni
nebo nemoci spjaté s nervovym poskozenim a starnutim. Nejvice zkoumanym polyfenolem je
resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilben). Z n¢kterych studii vyplyva, Ze jeho derivaty mohou mit
lepSi biologickou dostupnost a bioaktivitu. Je proto snaha lépe porozumét farmakokinetice
a biologické aktivité jeho metabolitt.

V této praci byly pomoci modelu Caco-2 permeability assay zkoumany tii metabolity
resvertarolu: oxyresveratrol, piceatannol a thunalben. Caco-2 permeability assay je in vitro
metodu simulujici funkci enterocytti. Pomoci této metody byla zkoumana dynamika
vstiebavani jiz zminénych metabolitd resveratrolu a jejich transformace. Pomoci LC/Q-TOF
MS byla nasledné provedena analyza vychozich latek a jejich vybranych konjugatti na apikalni
a bazolateralni stran€ a v Caco-2 bunkach.

V pribéhu experimentu byl z pivodnich metabolitli resveratrolu detekovan pouze
oxyresveratrol. Zbylé dva metabolity byly detekovany az jako metabolity v konjugovanych
formach. Nalez konjugatli naznacuje, ze pii experimentu dochéazelo k tvorbe jejich polymernich
forem, které byly nasledné béhem kultivace metabolizovany. Konjugace probihala v bunkach.
VétSina konjugatt byla tvofena se sulfatem, piip. s glukuronovou kyselinou. Konjugaty byly
nasledné bud’ transportovany pies apikdlni membranu zpét do stievniho lumenu, nebo
prochézely dal ptes bazolateralni membranuydo krevniho fecisté. Na zaklad¢ téchto informaci
byly vyhodnoceny i jejich potencialni u¢inky.

Vysledky této prace poukazuji na to, Ze bude dobré vénovat se témto latkam nadale.
Predevsim sulfatové konjugaty metabolitii resveratrolu se zdaji byt slibnymi kandidaty
Vv biologickych ucincich in vivo, napi. jako piipravky na oChranu enterocytd a zajisténi jejich
spravné funkce.

Kli¢ova slova: Resveratrol, Caco-2, permeabilita, vstiebavani, transport, sliznice, buné¢né linie



Metabolism of polyphenols in intestinal mucosa cells

Summary

Polyphenols form one of the most abundant and ubiquitous groups of plant metabolites
and are an integral part of the human diet. They play a role in antioxidant activity and have
a beneficial effect on chronic diseases, such as cancer and cardiovascular disease or diseases
associated with nerve damage and aging. The most studied polyphenol is resveratrol
(3,5,4-trihydroxystilbene). Some studies suggest that its derivatives may have better
bioavailability and bioactivity. There is therefore an effort to better understand
pharmacokinetics and the biological activity of its metabolites.

In this work, three metabolites of resvertarol were researched using the Caco-2
permeability assay model: oxyresveratrol, piceatannol and thunalbene. The Caco-2
permeability assay is an in vitro method that simulates enterocyte function. Using this method,
the dynamics of absorption of the already mentioned metabolites and their transformation were
researched. Using LC/Q-TOF MS, the starting materials and their selected conjugates
on the apical and basolateral side and in Caco-2 cells were subsequently analyzed.

During the experiment, only oxyresveratrol was detected from the original metabolites
of resveratrol. The remaining two metabolites were detected only as metabolites in conjugated
forms. The finding of the conjugates suggests that the experiment resulted in the formation
of their polymeric forms, which were subsequently metabolized during cultivation. Conjugation
took place in cells. Most of the conjugates were formed with sulfate, or. with glucuronic acid.
The conjugates were then either transported across the apical membrane back to the intestinal
lumen or passed further through the basolateral membrane into the bloodstream. Based on this
information, their potential effects were evaluated.

The results of this work indicate that it will be good to continue to address these
substances. In particular, sulphate conjugates of resveratrol metabolites appear to be promising
candidates for biological effects in vivo, eg as agents to protect enterocytes and ensure their
proper function.

Keywords: Resveratrol, Caco-2, permeability, absorption, transport, mucosa, cell lines
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2 Uvod

Polyfenoly pfedstavuji velkou chemickou tiidu fytochemikalii. V dnes$ni dobé je
vénovana velkd pozornost jejich biologické aktivité a vyznamu pro lidské zdravi.
Strukturalni rozmanitost polyfenoli vede k rozdilné rozpustnosti, stabilité¢ a biologické
aktivité. Rada experimentalnich a epidemiologickych studii podporuje potencionalni
vyuziti polyfenoli pro prevenci riznych patologickych stavii souvisejicich nejen s vékem.
Roste zajem i o znalosti v oblasti jejich pfijmu v potravé.

Ptirodni pfipravky jsou jiz od pradédvna pouzivany k 1é¢bé nejriznéjSich onemocnéni.
Nasledné analyzovani jednotlivych chemickych slou¢enin a porozuméni jejich funkci mélo
velky farmakologicky vyznam. Ptirodni zdroje tak ziskaly pozornost jako zdroje novych
16k 40 % 1é¢iv na trhu schvalenych FDA (Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv) je zalozeno
na rostlinnych produktech a 74 % z nich jsou protirakovinné léky.

Polyfenoly jsou velkou skupinou fytochemikalii s Sirokou chemickou diverzitou
a rozdilnou bioaktivitou. Nachéazeji se v potravinach, 1é¢ivych rostlinach 1 v nutraceutikach.
Stravou piijmeme okolo 1 g polyfenoli denné. In vitro bylo popsano ptisobeni mnoha
z nich. Jejich obsah a prospé$né ucinky je vSak zatim obtizné ptfesné prokazat in vivo.
Dutvodem je velka variabilita polyfenolovych struktur a obtiznost uréit piesny obsah
polyfenolti ve zpracovanych nebo jakkoliv upravenych potravinach. Je tedy snaha o detekci
novych struktur a identifikaci jejich potencionalnich vyznamnych biologickych u¢inkd.

Zajem o resveratrol je zpusoben objevem jeho cetnych biologickych aktivit
a ptiznivych ucinkit na lidské zdravi. Snizuje napiiklad riziko srdec¢nich onemocnéni,
poskozeni neuronil, nadorovych onemocnéni a mé pozitivni vliv na starnuti. V posledni
dobé¢ mnoho studii zacalo zkoumat metabolity resveratrolu. Védci se domnivaji, Ze by
mohly mit i vétsi biologickou dostupnost a mohly by byt také biologicky aktivni. Je proto
dobré vénovat se i jednotlivym metabolitim a zkoumat jejich biologickou dostupnost.

Caco-2 permeability assay je in vitro metoda simulujici funkci enterocyti. V dne$ni
dobé je hojné vyuzivana, nebot’ korelace mezi touto permeabilitou in vitro a absorbovanou
frakci in vivo je dobie prozkoumana.



3 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je prostfednictvim Caco-2 permeability assay stanovit dynamiku
vstfebavani a transformace polyfenoli ze skupiny stilbenoidii v lidském tenkém stieve
a zhodnotit vliv funkénich substituenti v molekule na tyto transformace.

Stilbenoidy jsou vyznamnou skupinou pfirodnich latek s vlivem na fadu enzymu
a transkripénich faktort v téle. Mimo jiné se podili na regulaci oxida¢niho stresu, zanétu
a procest starnuti. Jsou ptirozenou slozkou stravy, naptiklad vina nebo ofechtl. Resveratrol
atfada dalsich analogli je v soucasnosti testovana v desitkach klinickych studii. Znalost
dynamiky vsttebavani ptispéje k vyvoji icinnejSich forem.

V ramci prace budou s pomoci LC/Q-TOF MS analyzovany metabolity z apikdlni
a bazalni strany Caco-2 bunék dfive provedeného experimentu tzv. permeability assay,
ve kterém byla testovana dynamika transportu tii analogl resveratrolu. Bude testovana
hypotéza, ze substituenty aromatickych kruhti mohou ménit pomér vznikajicich konjugati
Vv burikach.

Vzorky z permeability assay byly po centrifugaci analyzovany s pomoci Bruker
LC/Q-TOF MS a data byla zpracovana cilenou analyzou po kvantifikaci dostupnymi
standardy v programu Data analysis. Byly spo¢itany kumulativni absorb¢ni kiivky pies
buiiky a odvozeny vztahy dynamiky absorpce derivati v zavislosti na misté a typu
substituce molekuly.



4 Literarni reSerse

4.1 Polyfenoly

Tyto latky jsou fazeny mezi sekundérni metabolity rostlin, fas, hub a bakterii. Jejich
primarni funkci je ochrana pfed ultrafialovym zafenim, nizkymi teplotami a suchem, také
pred bylozravcei, parazity a patogeny. Polyfenoly ptispivaji naptiklad k organoleptickym
vlastnostem jednotlivych ¢asti rostlin a jejich produkt (napf. vino nebo olivovy olej).
Existuji vSak také jako syntetické nebo polosyntetické organické formy (Vos et al. 2010).

4.1.1 Chemicka struktura a déleni polyfenoli

Polyfenoly jsou charakterizovany pfitomnosti vice nez jedné fenolové jednotky
v molekule. Ve své nejzakladné;jsi struktufe maji jednu nebo vice hydroxylovych skupin
navazanych na benzenové jadro. Podle poctu fenolovych kruhti a strukturnich prvku, které
jsou schopny vazat tyto kruhy k sobé, jsou definovany hlavni podskupiny pofenoli:
fenolové kyseliny, flavonoidy a méné béZné stilbenoidy a lignany. SloZita struktura
polyfenolt je také déana jejich schopnosti interakce s jinymi skupinami, jako jsou cukry,
alkoholy a kyseliny. Polyfenoly maji vice nez 800 strukturnich variant. Zakladni rozd€leni
polyfenolt je zobrazeno na obrazku ¢. 1 (Bravo. 2009).

Nejpocetnéjsi skupinou polyfenolii jsou flavonoidy. Flavonoidni slouceniny délime
na flavonoly, flavony, flavanony, anthokyanidiny, isoflavony a flavanoly. Nalezneme
je v listech, kvétech a plodech rostlin (Pietta et al. 2003).

Stilbenoidy jsou predevsim obsazeny v kotenech rostlin. Jedna se o latky piibuzné
flavonoidim. Nejznaméj$im stilbenoidem je resveratrol neboli 3,4°,5- trihydroxystilben.
Vice informaci o této skupiné¢ polyfenoli viz kapitola 4.2 Stilbenoidy (Dubrovina
& Kiselev. 2017).

Lignany jsou nejvice koncentrované v kufe, dievé a pryskyfici. Vyznamnym
zdrojem je napiiklad Inény olej. Lignany jsou v mediciné vyuzivany jako cytostatika
a antivirotika (Pietta et al. 2003).

Fenolové kyseliny jsou v potravé zastoupeny pouze v malém mnozstvi. Pasobi jako
primarni antioxidanty. Antioxidacni aktivita téchto latek zavisi na poctu hydroxylovych
skupin, které jsou vazané k aromatickému jadru (Pietta et al., 2003)

Polyfenoly se nejcastéji vyskytuji ve vazbé s jednou nebo vice molekulami
sacharidu. Pokud se OH skupina vaze pies atom kysliku, tvofi tzv. O-glykosidy a pokud je
vazba mezi uhlikovymi atomy, tvozi C-glykosidy. NejbéZné&jsi cukerny zbytek je glukoza
pfipojenymi cukry vSak mohou byt jiné monosacharidy, disacharidy nebo oligosacharidy.
Existuji také konjugace polyfenolli s jinymi slouceninami, jako jsou karboxylové
a organické kyseliny, aminy, lipidy a jiné fenoly (Bravo. 2009)
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Obrazek €. 1: Zakladni rozdé€leni polyfenoli (zhotoveno dle: Kim et al. 2016)
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4.1.2 Zdrojev lidské stravé

Polyfenoly jsou béznou soucasti naseho jidelnicku. Jejich piijem Cini primérné
zhruba 1 g/den. Mnozstvi piijatych polyfenoli zavisi nejen na stravé, ale i na pohlavi
a dalsich socioekonomickych faktorech. Primérny ptijem polyfenolii ve vybranych zemich
je zobrazen v tabulce ¢. 1 (Scalbert & Williamson 2000; Pérez-Jiménez et al. 2010).

Tabulka ¢. 1: Praimérny piijem polyfenoli ve vybranych zemich: (Reinisalo et al. 2015;
Taguchi et al. 2015; Ovaskainen et al 2018; Zloch a kol. 2018)

Stat Mnozstvi polyfenolii Nejcast¢jsi potraviny

Spanélsko 0,8-1,1 g/den vino, ovoce, olivy a
jejich produkty

Finsko 0,8-0,9 g/den lesni plody, ovoce,
zelenina

Japonsko 0,9-1,5 g/den napoje (80 %): kava,
Caje

Ceska republika 0,4 g/den brambory, pSenice, kava,
Svestky

Spolkova republika Némecko 0,4 g/den ¢erny Caj, jadrové ovoce

Zpracovani potravin muze zménit zastoupeni polyfenoli v Samotné suroving.
Naprtiklad obsah kyseliny chlorogenové v kaveé se 1i§i v zavislosti na riznych druzich
a stupnich prazeni. SloZeni kyseliny chlorogenové v kavé robusta je pfiblizné 9,4 g/100g
zelené kavy, po prazeni mnozstvi klesa na 3 g/100g. U kavy arabica je obsah kyseliny
chlorogenové v zelené kaveé kolem 7 g/100g a po prazeni klesa na 2,8 g/100g (Moreira et
al. 2017).

Naopak nekteré technologie zachovavaji ¢i zvysuji obsah polyfenoll ve vysledném
produktu. Naptiklad vyroba ovocnych pyré z bobuli hroznli ma celkové vétSi obsah
polyfenola nez Cista §tava z hroznli (bez slupek), nebot’ obsahuje i polyfenoly kovalentné
vazané v bunécnych sténach a polyfenoly v matrici (vldknina). Fermentace caji
a kakaovych bobi také mize =zvySit obsah polyfenoli. Kazda cajova odriada
ma charakteristicky profil polyfenolt, ktery je ndsledné ovliviiovan fermenta¢nimi procesy.
Napiiklad obsah polyfenolii v zeleném ¢aji je okolo 8,9 g/100g, po fermentaci je v ¢erném
¢aji okolo 11,7 g/100g (Kroon et al. 1997, Lin et al. 2008).

Vétsina fenolickych sloucenin obsazenych ve viné pochazi z hroznové slupky
a semen. Polyfenoly jsou béhem vyroby vina uvoliitovany do hroznové §tavy. Koncentrace
polyfenolti je proto vyrazné vyssi v ¢erveném viné kvasicim tzv. ,,na slupkach* (od 0,8
do 1,3 mmol/l). Cervena vina obsahuji vysoky podil antokyanii (Servena barviva)
a kondenzovanych taninti. Naopak bila vina jsou vyrobena obvykle z volné tekouci §tavy
bez hroznového rmutu. Navic bobule odrtid bilych vin maji i ten¢i slupku, z toho divodu
maji niz8i obsah polyfenoli a jejich antioxidacni aktivita je oproti Cervenym vinlim niZsi.
Koncentrace polyfenolt v bilém viné je od 0,35 do 0,55 mmol/l. Bylo zji§téno, ze zvySenim
koncentrace alkoholu (az na 18 %) doSlo k vyraznému posilnéni extrakce polyfenola
ze slupek hroznii do bilého vina az na 1,25 mmol/l. Bilé vino by tedy mohlo vykazovat
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podobnou antioxida¢ni kapacitu jako vino Cervené, pokud by dochazelo ke kontaktu
se slupkou hrozni v ptitomnosti vy$siho mnozstvi alkoholu (Fuhrman et al. 2001; Derya
2008).

4.2 Stilbenoidy

Stilbenoidy (i stilbeny) jsou skupinou polyfenolii s vyraznymi biologickymi ucinky
na ¢loveka. Jsou potvrzené fadou studii z poslednich let. Mezi jejich hlavni u¢inky fadime
ochranu pied oxidaénim stresem a prevenci fady chorob v¢etné rakoviny,
kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich onemocnéni. Denni pfijem stilbenoidd
se ve svété velmi lisi, pfevazné z diivodu odlisného stravovani. Stilbenoidy jsou obsazeny
v celé fadé jedlych ploda a semen. Obsah stilbenoidt ve vybranych plodech a rostlinach je
zobrazen v tabulce ¢. 2 (Dubrovina & Kiselev 2017).

Tabulka ¢. 2: Obsah stilbenoidti ve vybranych plodech a rostlinach (Rothwell et al. 2013)

Nazev rostliny: Obsah polyfenoli:
Brusnice boruvka Vaccinium myrtillus L. 9 mg/100 g
Jahodnik obecny (jahoda) Fragaria L. 105 mg/100g
Réva vinna (hrozny) Vitis vinifera L 99 mg/100g
Kavovnik arabsky (kava) Coffea arabica L. 91 mg/100g
Kakaovnik (kakao) Theobroma kakao 511 mg/100g
Pohanka obecna Fagopyrum esculentum 38 mg/100g
Bila pSeni¢na mouka Triticum aestivum L. 29 mg/100g
Celozrnna pseni¢na mouka Triticum aestivum L. 141 mg/100g

4.2.1 Struktura stilbenoidua

Struktura stilbenoidti je zalozena na C6 — C2 — C6 a je definovana dvéma
aromatickymi kruhy spojenymi ethenovym mustkem. Bylo identifikovano vice nez 400
derivati stilbenoidl. Vybrani zastupci stilbenoidii jsou zobrazeni na obrazku ¢. 2. Zakladni
stilbenovy skelet muze nést rizné substituenty, jako je glykosyl, hydroxyl, methyl nebo
isopropylové skupiny, které mohou byt navazany v rliznych pozicich. Monomerni
stilbenoidy mohou nabyvat néckolika stupiii polymerace az na tdroven oktamerl
(Pérez-Jiménez et al. 2010).
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Obrazek ¢. 2: Vybrani zastupci stilbenoida (zhotoveno dle Yang et al. 2007)

4.2.2 Resveratrol a jeho metabolity

Resveratrol (C14H1203) je polyfenolické nutraceutikum. Jeho uc¢innost, bezpe¢nost
a farmakokinetika byla dokumentovéana ve vice nez 244 klinickych studiich. Jeho G¢inky
jsou zkoumany napiiklad v souvislosti s cukrovkou, rakovinou a s kardiovaskularnimi
a zanétlivymi onemocnénimi. Resveratrol je oznaCovan jako bezpecény pii davkach
do 5 g/den. Je podavan bud’ samostatné nebo v kombinované terapii (Gambini et al. 2015).

Resveratrol existuje v cis- a trans-izomerickych formach. Trans-izomer je diky své
oteviené form¢ stabiln¢jsi a biologicky dostupnéjsi nez cis-izomer. PfestoZe ma resveratrol
mnoho potencidlnich ucinki, jeho rychly metabolismus v lidském téle omezuje jeho
klinické vyuziti. Biologicka dostupnost oralné pozitého resveratrolu je velmi nizkd (pouze
kolem 1 %). To znaéné omezuje jeho terapeutickou i¢innost zejména v téch organech, které
jsou vzdalené od gastrointestinalniho traktu (Berman et al. 2017; Colica et al. 2018).

Dnes je identifikovdno vice nez 20 metaboliti resveratrolu. Strukturni analogy
resveratrolu jsou pfitomny v léCivych rostlinach a vykazuji vyznamnou biologickou
aktivitu. Z n€kolika studii vyplynulo, Ze metabolity resveratrolu maji specifické biologické
aktivity odlisné od samotného resveratrolu. Toto by mohlo i ¢aste¢né vysvétlit prospésné
ucinky na zdravi jedince samotného resveratrolu. Resveratrol je oproti svym metabolitim
mén¢ stabilni, snadno degraduje pisobenim svétla a vzdusného kysliku. Bylo zkoumano
mnoho derivati resveratrolu a studie prokéazaly, Ze methylované derivaty resveratrolu byly
se svou lepsi biologickou dostupnosti a bioaktivitou U€inngj$i naptiklad pti l€¢bé rakoviny
(Brown et al. 2010).

Piceatannol
Piceatannol (PIC, Ci4sH1204) je oxidovany metabolit resveratrolu obsazeny

napiiklad v hroznech révy vinné (V. vinifera) a plodech mucenky jedl¢é (Passiflora edulis).
Ve srovnani s resveratrolem vykazuje piceatannol vétsi inhibiéni aktivitu  vici
cyklooxygenaze-2 (COX-2), ktera je kliCovym enzymem regulace zanétlivych procest
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prostfednictvim biosyntézy prostaglandinti. PIC také inhibuje aktivaci proteinovych
tyrosinkindz, které prenasi fosfatovou skupinu z vysokoenergetické donorové molekuly
(napt. ATP) na urcitou cilovou molekulu a jsou soucasti signalnich drah. Dle studie
Wandah et al. (2019) ma PIC silnou antioxida¢ni aktivitu a vykazuje preventivni
protirakovinné vlastnosti. Moduluje bunécné signalni drahy, které vykazuji potencial
v regresi nadoru a v potlaceni invaze, migrace a tvorbé metastaz (Murias et al. 2004;
Wahdan et al. 2019).

Oxyresveratrol

Oxyresveratrol (OXY, CisH1204) je méné zkoumany stilbenoid. Byl nalezeny
naptiklad v morusSe bil¢ (Morus alba). Oxyresveratrol vykazuje velkou biologickou aktivitu
a vySsi rozpustnost ve vodé nez resveratrol. Z vysledkt studii vyplyva, ze je velmi
zajimavym kandiditem na podporu zdravi stfeva. V jedné studii se zabyvali
deoxynivalenolem, coZ je hlavni kontaminant mykotoxini narusujici funkci sttevni bariéry.
Bylo zjisténo, ze oxyresveratrol muze pronikat do cytoplazmy, kde ptiznivé moduluje
mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK). MAPK jsou enzymy, které se ucastni
Sirokého spektra bunécnych pochodii (napi. regulace exprese gend, mitéza, bunécna
diferenciace, proliferace a apoptéza). Ve studii autoii dochazeji k zavéru, Ze je
oxyresveratrol Gu¢inny pii posileni stfevni bariéry a ochrané proti poskozeni stfev. Mezi
jeho dalsi pfiznivé G¢inky fadime napiiklad inhibici produkce TNF-a a siln€jsi antioxidacni
aktivitu nez ma resveratrol (Kantartzis et al. 2018; Wan et al. 2018).

Thunalben

Thunalben (THU, C15H1403) je derivat stilbenu izolovany z orchideje (Thunia
alba). Studie o tomto metabolitu resveratrolu jsou teprve na poc¢atku a nelze zatim
specifikovat jeho ucinky (Xu et al. 2019).

4.2.3 Metabolismus resveratrolu

Metabolismus je povazovan za jednu z hlavnich pfiin Spatné biologické
dostupnosti latek vSeobecné, véetné stilbenoidii. Pro vSechny stilbenoidy plati obdobny
metabolismus. Piiklad jejich metabolismu je v této praci uveden na resveratrolu.
Resveratrol je metabolizovan hlavné na glukuronidové nebo sulfatové konjugaty. Muze
se vSak metabolizovat i na dihydroresveratrol (volny i konjugovany), ktery je vysledkem
redukce alifatické dvojné vazby ziejmé plsobenim stievni mikroflory (Hoshino et al.
2010).

U lidi je resveratrol pii perordlnim podani, at’ uz jako aglykon nebo ve své
glykosidické form¢, absorbovan pomérné rychle. Hladiny resveratrolu jsou snadno
detekovany jak v plazmé, tak v moci. Resveratrol dosahne nejvyssi koncentrace v plazmé
ptiblizn€ po 30-60 minutach po poZiti. Mnozstvi volného resveratrolu v plazmé a v séru
predstavuje méné nez 2 % celkového resveratrolu. Plazmatické koncentrace jeho
metabolitti jsou vys§i neZ u matei'ské slouceniny (Walle. 2011).
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Stievni mikrobiota

Zda se, ze metabolické enzymy faze II a stfevni mikrobiota hraji klicovou roli
v biotransformaci resveratrolu. Piedbézné studie ukazaly, Zze stfevni mikroorganismy
ovliviiuji zastoupeni produkovanych resveratrolovych metaboliti. Napiiklad skupiny
Actionobacteria Coriobacteriaceae a Sphingobacteria Bacteroides spp. jsou schopny
metabolizovat resveratrol na dihydroresveratrol. Ve studii Jarosova et al. (2018) byl
dihydroresveratrol detekovan jako hlavni metabolit. Slozita metabolicka aktivita mikrobi
v tlustém stfevé muze byt zodpoveédna za kolisani koncentraci metabolitu resveratrolu mezi
jednotlivci. Stfevni mikrobiota ma schopnost metabolizovat resveratrol a zarovén
ovliviiovat jeho osud a fyzioterapeutické u¢inky (Bird et al. 2017; Jarosova et al. 2018).

Enterohepatalni obéh

Po vstupu do krevniho obchu je resveratrol absorbovan do endotelidlnich bun¢k
prostfednictvim pasivni diftize a aktivnim zprostfedkovanim pomoci transportért. Jednim
znich je transportér MRP2, ktery primarné transportuje organické anionty. U lidi
je exprimovan v mnoha tkéanich, zejména v jatrech, ledvinach a gastrointestindlnim traktu
(GIT). V jatrech usnadnuje vyluovani bilirubinovych glukuronidd a konjugéti do ZIuci.
MRP2 je lokalizovan na apikalni membranové strané enterocyti a hepatocytu.
Zde zprosttedkovava jednosmérny transport substrati na luminélni stranu orgdnu. VétSina
sulfatového konjugatu resveratrolu je exportovana na apikalni stranu pravdépodobné praveé
pomoci MRP2. Dal§i membranové transportéry s podobnymi substratovymi specificitami
jsou MRP3 a MRP4. Vyskytuji se na bazolateralni membrané hepatocyt. Pii vysokych
koncentraci resveratrolu a jeho metaboliti dochéazi k transportu na bazolateralni stranu
pravdépodobné pomoci MRP3. Ve studii Schwager et al. (2017) zjistili, ze kromé tohoto
pii kontaktu s endotelialnimi bunikami mohou resveratrol a dalsi stilbenoidy snadno ptisobit
na monocyty a makrofigy. To mize mit za nasledek regulaci proliferace a apoptozy
umoziujici modulaci zanétlivych profilt v cévnich bunkach a na kardiomyocytech (Kaldas
et al. 2003; Schwager et al. 2017).

Enzymaticka pfeména

Glukuronosyltransferazy (UGT) hraji dalezitou tlohu v metabolismu resveratrolu.
Jako hlavni glukuronidové metabolity byly popsany resveratrol-3- nebo -4-O-glukuronid.
Enzymaticka skupina UGT katalyzuje konjugaci resveratrolu s glukuronovou kyselinou
prostifednicvim nékteré z jejich ¢tyf hydroxylovych skupin. Timto dochazi i ke zménam
biologickych vlastnosti resveratrolu a k usnadnéni vylucovani. Jaterni mikrozomy obsahuji
vysoké koncentrace téchto enzymu a piednostné tvoti resveratrol-3-O-glukuronid. Dale
bylo zjisténo, ze enzym UGT-1Al byl vétsinou zodpovédny za vznik resveratrol-3-O-
glukuronid, zatimco enzym UGT-1A9 za -4-O-glukuronid (Wang & Sang. 2018).

Sulfatace je dalsi hlavni cesta eliminace polyfenol z lidského téla. Ve studii Wang
& Sang (2018) uvedli jako hlavni produkty sulfatace resveratrolu resveratrol-3-O-sulfat
a -4-O-sulfat. Lidské sulfotransferazy (SULT) 1A1, 1A2, 1A3 a 1E1 jsou zodpovéné za
tvorbu metabolitd resveratrolu. Resveratrol-3-O-sulfat vznika pfedev§im pomoci enzymi
SULT-1A2 a SULT-1A3. Resveratrol-4-O-sulfat je katalyzovan hlavné SULT-1E1 (Wang
& Sang. 2018).
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4.3 Vliv prijmu polyfenolii na lidské zdravi

4.3.1 Antioxidac¢ni Gcinky polyfenoli

Antioxidanty jsou v§eobecn¢ ucinnymi zhaseci volnych radikalt (reaktivnich forem
kysliku (ROS)). Jsou schopny inhibovat volné radikaly prostfednictvim poskytnuti, dodani
nebo prenosu elektrond. Zapojuji se i aromatické struktury, které zhaseji volné radikaly.
Polyfenoly jsou redukéni ¢inidla a spole¢né s dal$imi dietetickymi redukénimi ¢inidly, jako
jsou vitaminy C, E a karotenoidy, chrani lidskou tkan pted oxida¢nim stresem a nemocemi
S nim spojenymi, jako jsou naptiklad kardiovaskularni a zanétlivd onemocnéni nebo
rakovina. Antioxida¢ni aktivita polyfenolii spociva predevSim v narusovani iniciace
nebo propagace a v prerusovani reakci volnych radikala (Scalbert & Williamson 2000).

Jiz v diivéjSich studiich bylo zjisténo, Ze piijem polyfenolli mize byt 10x vyssi
neZ piijem vitaminu C a 100x vyssi neZ ptijem vitaminu E. Naptiklad ve studii Singleton
& Rosii (1965) zkoumali antioxidaéni kapacitu polyfenoli ¢erveného vina. Védci zjistili,
ze konzumace 300 ml cerveného vina (obsahujici 500 mg polyfenold) vyvolala podobné
zvySeni plazmatické antioxida¢ni kapacity jako 1 g kyseliny askorbové (vit. C).
K podobnym zavériam dospél i Duthie et al. (1998), ktery zpozoroval zvySeni koncentrace
polyfenold v plazmé o 15 uM po poziti 100ml cerveného vina (Duthie et al. 1998; Singleton
& Rossi. 1965).

Studie z roku 2002 métila antioxidacni aktivitu polyfenolii v jable¢né §t'avé pomoci
ABTS. Antioxida¢ni aktivita byla nasledné vyjadiena jako antioxida¢ni kapacita
ekvivalentni vitaminu C (VCEAC) v mg/100g jablka. Cerstva jablka Gala méla VCEAC
205,4 + 5,6 mg/100g. A pti méteni relativni VCEAC jednotlivych polyfenoli vyslo,
ze epikatechin a katechin maji vyS$$i antioxida¢ni potencial, nez vitamin C. Celkova
intenzita antioxidac¢ni aktivity vybranych polyfenoli vysSla v této studii nasledovné:
epikatechin> katechin> vitamin C> rutin> kyselina chlorogenova> vitamin E. Tyto studie
nam tedy naznacuji, ze polyfenolové slouCeniny mohou byt hlavnimi bioaktivnimi
slozkami potravin v pieruSovani reakci volnych radikala (Kim. 2002).

Polyfenoly maji jak piimé, tak i nepfimé ucinky. Mezi piimé patii jiz zminéné
prerusovani reakci volnych radikdlu. Do nepfimych, jak zmiiuje ve své praci naptiklad
Dhakal et al. (2019), je zatazena aktivace faktoru Nrf2. Ten reguluje expresi antioxida¢nich
enzymu, které hraji hlavni roli pfi obnové redoxni rovnovahy a pii bunécné signalizaci.
Mezi antioxida¢ni enzymy fadime naptiiklad: katalazu, superoxiddismutazu a enzymy,
které mohou regenerovat a produkovat endogenni antioxidanty (glutathion reduktaza,
thioredoxin reduktaza nebo glutathion syntetaza). Ve srovnani s piimymi antioxidaénim
ucinky polyfenoli na ROS, které byly pozorovany pii koncentracich 10-100 uM,
je antioxidacni aktivita na zakladé aktivovanych enzymd patrna jiz pti niz$i koncentraci
(0,5-5 uM). Ve studii Ferreira (2014) provedené in vitro uvedli, Ze nepfima enzymaticka
cesta je uc¢inngjsi a Gcinek pretrvava, i kdyz uz polyfenoly nejsou pfitomny in situ (Ferreira.
2014; Dhakal et al. 2019).
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Peroxidace lipidii

Na problematiku peroxidace lipidu je v posledni dobé vedeno mnoho studii. Lipidy
jsou hlavnimi slozkami bunéénych membran a také Castymi cili oxidacniho stresu.
Produkty oxidace lipidll jsou peroxidy, které mohou mit toxické G¢inky na dal$i bunécné
slozky, jako je DNA nebo proteiny. Studie Treml et al. (2019) hodnotila u¢inky stilbenoidt
na peroxidaci lipidt v linolové kyseling in vitro. V této studii bylo po dobu 24h sledovano
pusobeni stilbenoid na hladiny ROS. Byla pouzita koncentrace 2 uM vybranych
stilbenoidl, kterou jiz predchozi testy oznalily jako netoxickou pro vSechny slozky.
Trans-stilbeny celkové inhibovaly peroxidaci lipida ze 46,4 % (Treml et al. 2019).

V navaznosti na jiz zminénou studii Dhakal et al. (2019) zjistili, Ze piceatannol ma
pfimy antioxidacni U¢inek na vychytdvani ROS. Také blokuje peroxidaci lipidd,
cholesterylesterti a triglyceridii omezenim produkce lipoproteinii o velmi nizké hustoté
(VLDL a LDL), s pozitivnimi u¢inky na aterogenezi. Podobné efekty jsou prokazany i1 u
flavonoidu (kvercetinu, katechinu a epikatechinu) (Flamini et al. 2018; Dhakal et al. 2019).

4.3.2 Vliv polyfenolii na genovou expresi

Mrw e

ve svété. KVO je skupina nemoci nepfiznivé ovliviwgjicich srdce a cévy. Tyto nemoci
obvykle vyplyvaji z poskozeni artérii, proto pfiznaky a lécba téchto onemocnéni je zavisla
na zavaznosti postizeni cév. V dnesni dob¢ je snaha o prevenci vzniku KVO, byla proto
provedena fada experimentt in vitro, kde byly simulovany pochody endotelidlnich bungk.
Naptiklad ve studii Nicholson et al. (2008) vyuzili in vitro metodu HUVEC a zkoumali
ucinky kyseliny ferulové, kvercetinu a resveratrolu na genové exprese. Védci zjistili,
7ze tyto tfi polyfenolické sloucCeniny az dvojnadobné zvySuji expresi 233 gend
(ptiblizne 2 % genil) a stejné tak i snizuji expresi 363 gent (piiblizné 4 % genti). Polyfenoly
dale ovliviuji geny tykajici se predevSim transportu, enzymatické aktivity, bunécné
signalizace nebo transkripce, jsou také zapojeny do DNA oprav nebo apoptdzy. Dale bylo
zjisténo, ze veétSina postizenych genli reagovala na Iécbu hlavné resveratrolem,
ktery se vyskytoval ve fyziologické koncentraci (0,1 mM) (Nicholson et al. 2008).

Na ptfedchozi hypotézu, Ze by mohl mit resveratrol vliv na genovou expresi
navazuje studie Bomba et al. (2014). Ta se zabyvala resveratrolem ve stravé t€hotnych
prasnic. Zkoumali, zda bude mit resveratrol vliv na genovou expresi stieva a mikrobioty
jejich selat ¢i nikoliv. Uz diive Poudel et al. (2013) poukazali na to, Ze resveratrol mize
pronikat pfes placentu. Prasata byla navrZzena jako nejlepsi modely pro vyzivu lidi
na zékladé své vSezravé povahy a podobnosti ve velikosti a fyziologii stfev ¢lovéka.
Tehotné prasnice mély stravu po dobu 20 dni doplnénou 300 mg resveratrolu/kg stravy.
Selata byla ihned po narozeni poraZena a pro testy byly pouZity vzorky jejich jejuna. Oproti
kontrole doslo u selat prasnic krmenych resveratrolem k vyraznému sniZzeni zanétlivé
odpovédi pomoci aktivace genli zapojenych do bunécné diferenciace a proliferace, také
genll souvisejici s imunitnimi bufikami a zanéty, napiiklad AFAP1L2 (podilejici
se na regulaci produkce interleukinu-6), CCL5 (Gcastnici se na pozitivni regulace
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proliferace T-lymfocyti*), LTF (podilejici se na regulaci nadoru a produkce faktoru
nekrozy). Doslo 1 Kk regulaci genti souvisejicich s buné¢nou apoptdzou, véetné HIP1
(zapojeny do apoptotické signalni drahy) a CD3G (zapojeny do regulace apoptického
procesu lymfocytd) (Bomba et al. 2014).

*U signalni drahy receptoru T-lymfocytt analyza odhalila, ze vS§echny aktivované
geny byly regulovany resveratrolem. Podstatou skupiny téchto T-lymfocyti je fizeni
specifické bunééné imunity a stfevni imunitni sité pro produkci IgA (Poudel et al. 2013).

4.3.3 Vliv polyfenolii na neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni  onemocnéni  (ND)  jsou  multifaktoridlni  poruchy
charakterizované¢ progresivni dysfunkci a neurondlnim poSkozenim, kterd ovliviiuji
normalni fungovani mozku vcetné uceni a paméti. Piiklady ND jsou Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba a amyotropni lateralni skler6za. Podle Huang et al. (2018)
je patogeneze téchto onemocnéni vysledkem mnoha procest, jako je naptiklad oxida¢ni
stres a abnormdlni apoptdza. Apoptodza je proces programované bunécné smrti, ktery je
nezbytny pro normalni nervovy vyvoj (Huang et al. 2018).

Signalni drahy mohou byt interakénimi cestami proti ND. Mezi tyto vyzmamné
cesty fadime napfiklad PI3K-Akt (regulaci bunééného cyklu), p53 (transkripéni faktor
zabranujici vzniku nadort) a signalni drahy apoptozy. Ve studii Wang N. et al. (2019)
sledovali multifaktorové efekty resveratrolu, které na rozdil od specifickych cilovych 1ékt
reagovaly na rizné zmény spojené s ND in vivo. Uvedli, Ze resveratrol inhibici neuronalni
apoptozy zlepsil kognitivni funkci potkant a snizil poSkozeni neuronti, které byly vyvolané
oxida¢nim stresem ve frontalni ktife a hippocampu. Na tuto studii navazali Wang W. et al.
(2020). Ti hodnotili resveratrol jako viceucelového cCinitele proti neurogenerativnim
onemocnénim in vitro. Pouzili resveratrol v koncentraci 50 mg/ml na glutamatem
indukované apoptotické buiky. V této studii bylo na zédklad¢ potencidlnich cilti resveratrolu
a gend spojenych s onemocnénim identifikovano 138 gent. Naptiklad Bcl-2 je klicovym
Clenem antiapoptotické skupiny gent Bcl. Bylo prokazano, ze nadmérné exprimovany
Bcl-2 chrani nervové bunky pied poskozenim neurotoxiny. Vysledky prokazaly,
ze resveratrol vyrazné zvysil hladinu Bcl-2. K tomu samému dosli i ve studii Zhang. et al.
(2019) in vivo na potkanech. Studie na bunéénych i zvifecich modelech tak dochazeji
Kk zavéru, Ze resveratrol chrani buriky pifed nezadouci apoptézou a neurogenerativnim
onemocnénim. Je to aktivnia slibna slou¢enina, u které se o¢ekava, Ze bude dale testovana
jako budouci Iék pusobici na vice cill proti neurogenerativnim onemocnénim (Zhang et al.
2019; Wang N. et al. 2019; Wang W. et al. 2020).
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4.3.4 Vliv prijmu resveratrolu na expresi sitruinu

Dalsim vyznamnym molekularnim cilem stilbenoidt jsou sirtuiny. Jde 0 zajimavou
skupinu epigenetickych proteind. Jejich aktivace snizuje oxida¢ni stres, inhibuje zanétlivé
odpovédi a zpomaluje bunééné starnuti. Sirtuiny se také podileji na zivotaschopnosti
neuronalnich bun&k a na regulaci imunitnich a zanétlivych reakci. Rada studii se v posledni
dob¢ vénuje aktivaci téchto sirtuind. Je vedena fada hypotéz, ze by prave resveratrol mohl
byt jejich potencionalnim aktivatorem (Cao et al. 2018).

Studie Mayack et al (2020) popisuje vyskyt sirtuinit témét u vSech skupin zivych
organismu, vcetné nékterych virt. Savci maji 7 raznych sirtuini a pravé o sirtuinu-1 jsou
vedeny diskuze, Ze by jeho aktivatorem mohl byt praveé resveratrol. Pficemz exprese
sirtuinu-1 (Sirtl) by mohla potlacit aktivitu nékolika nadord, jako jsou rakovina prsu,
leukémie, rakovina prostaty a tlustého stieva. Ve studii Deus et al. (2017) hodnotily toxicitu
resveratrolu u bunécéné linie lidské rakoviny prsu in vitro. Dale se zabyvali tim, zda je
mechanismus ucinky resveratrolu zavisly na hladiné¢ Sirtl. Bunky rakoviny prsu byly
béhem 48h inkubovany s 10, 25 a 50 uM resveratrolu. Jeho nejucinngjsi koncentrace byla
50 uM. Z vysledku této studie vyplynulo, Ze resveratrol vyvolava inhibici cyklu rakoviny
prsu ve fazi S nebo GO — G1. Pii otazce ohledné mechanismu Géinku resveratrolu dosli
védci k zavéru, Ze je resveratrol cytotoxicky pro bunééné linie lidské rakoviny prsu sam
0 sobé a zaroven zvySuje mnozstvi proteinu Sirtl. Sirtl nasledné vyvolava metabolické
remodelace a diferenciace v téchto rakovinnych bunkach. Navrh vyvoje molekul, které
stimuluji aktivitu sirtuinu v rakovinnych bunkach, mize tedy vést k nalezeni novych
terapeutickych strategii pfi zvySeni G¢innosti chemoterapie (Deus et al., 2017; Mayack
et al. 2020).

Sirtuiny jsou spojovany i s urychlenim hojeni a snizenim rizika infekci. Ptikladem
miuze byt resekce jater, coz je nejcastéjsi a nejucinnéjsi 1écba rakoviny jater. Po operaci
v8ak muze dochazet k fadé komplikacim u poskozené tkan¢. To mize zpusobit aktivaci
zanétlivych markert. Je tedy snaha o to vyvinout ucinnou strategii pro zamezeni
komplikaci spojenych s &asteénou resekei jater. Uroven Sirtl v normalni jaterni tkani je
velmi nizka. Ve studii Portmann et al. (2013) vSak poukazali na to, Ze Sirtl mize hrat
dulezitou roli v hojeni poskozené tkané po resekci jater. Je tedy snaha o to nalézt vhodné
aktivatory Sirt, které by podpotily jeho expresi a funkci. Na tuto mysSlenku navazuje i studie
Yu et al. (2019), kde zkoumali ochranny mechanismus resveratrolu in vivo na potkanech
po resekci jater. Resveratrol byl v davce 30 mg/kg/den podavan potkanim od jednoho
tydne pied operaci az do jejich smrti. Histologie jaternich tkani po resekci vykazovala
vyznamné zlepSeni v morfologii jater u potkani oSetfenych resveratrolem. Vysledky
poukazuji na to, Ze resveratrol mize snizit poSkozeni jater zpisobené resekci jater a urychlit
hojeni tkané. Porovndni mezi kontrolni skupinou (bez resekce) a skupinou oSetfenou
resveratrolem je zobrazeno na obrazku €. 3. Resveratrol prostiednictvim signdlni drahy
Sirtl snizil hladiny ALT, AST, y-GT (ukazatele pro vyskyt jaterni 1éze) a celkového
bilirubinu. Tim byla potvrzena i studie Xu et al. (2014), kde resveratrol také zvySenim
regulace Sirt1 snizil poskozeni jater po resekei in vivo (Portmann et al. 2013; Xu et al. 2014;
Yu et al. 2019).
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Kontrola Po resekei jater Resekce + resveratrol

Obrazek ¢. 3: Porovnani hojeni tkané mezi kontrolni skupinou (bez resekce), tkani po
resekci
a skupinou osetfenou resveratrole (po resekci) (Yu et al. 2019)

4.3.5 Vliv resveratrolu na stirevni mikrobiotu a modulaci gut-brain axis

Jak je jiz zminéno v kapitole 4.2.4, stfevni mikrobiota ma schopnost metabolizovat
resveratrol a zarovén ovliviiovat jeho osud v organismu a fyzioterapeutické ucinky.
Resveratrol miize mit zaroven vliv i na sloZeni bakterialnich druhd ve stfevé. Jung et al.
(2009) studovali aktivitu lidské mikrobioty in vitro. Ukazalo se, ze pii koncentraci
resveratrolu 50 mg/l doslo ke snizeni rychlost rtstu vétSiny patogennich kmenti az o 25 %
oproti kontrole. Podobné vysledky méla i studie in vivo provedena na mysich. V této studii
vySlo, ze 4 g resveratrolu/kg z.hm. zptsobuji remodelaci stfevni mikrobioty. Dale doslo
k narustu ptiznivych kmenti Bacteroides, Lactobacillus, Bifidobacterium, a Akkermansia
a klesal pocet u patogennich bakterii Prevotelle, Ruminococcaceae, Anaerotruncus,
Helicobacter a Peptococcaceae. V klinické studii Most et at. (2017) byl respondentim
2x denn¢ po dobu 12 tydni podavan resveratrol (40mg) spole¢né s EGCG (epikatechin
galat) (141mg). Z vysledki nelze zcela piesné uréit Gcinek samotného resveratrolu. Lze
v8ak fici, ze u respondentt také doslo ke snizeni hojnosti patogennich bakterii (Firmicutes,
Actinobacteria, g-Proteobacteria, Akkermansia) a dale bakterii redukujicich siran
a acetogennich bakterii (Jung et al. 2009; Most et al. 2017).

Gut-brain axis

Gut-brain axis neboli osa stfevo-mozek je obousmérné spojeni mezi centralnim
nervovym systémem a enterickym nervovym systémem, ktery fidi funkci
gastrointestinalniho traktu. Jde tedy o vztah mezi centry v mozku a funkci periferniho
stieva. Jednotlivé vztahy gut-brain axis jsou zobrazeny na obrazku ¢. 4. Polyfenoly
pozitivné ovliviiuji stfevni mikrobiotu, ktera ma nasledné vliv na intestindlni imunitni
buiiky. Diky tomu mtze regulovat lymfocyty v tenkém stievé, které nasledné snizuji riziko
ischemické mozkové piihody. Naopak dysbidza stfevni mikrobioty a poruchy
gastrointestindlniho traktu jsou ¢asto zkoumany v kontextu s neurologickymi poruchami
(Serra et al. 2018).

Nedavny vyzkum in vivo na mysich sledoval neuroprotektivitu resveratrolu pomoci
gut-brain axis. V této studii byly mysi podrobeny okluzi mozkové tepny (na 60 minut),
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po které nasledovalo obnoveni pritoku krve po dobu 3 dntl. V téchto dnech byl mySim
aplikovan resveratrol. U mysi krmenych resveratrolem doslo pomoci snizeni epitelové
a cévni propustnosti tenkého stieva k regulaci ptenosu ischemicky indukovanych
zanétlivych cytokinti z tenkého stfeva do krve. Dale bylo vyhodnocovano naruseni
hematoencefalické bariéry po ischemii pomoci cévniho indikatoru. Unik indikatoru
do ischemického mozkového parenchymu byl u mysi neléCenych resveratrolem
dvojnasobné vyssi nez u mysi léCenych resveratrolem (Dou et al. 2019).

Polyfenoly

; Neuroinflamace
Oxidadni stres

Hippocampéini neurogeneze
i Pritok krve mozkem

Gut-brain axis

Regulace stfevni mikrobioty

Zanét stiev
Oxidaéni stres

Kolorektalni karcinom

Obrazek ¢. 4. Gut-brain axis (zhotovedo dle: Serra et al. 2018)

4.4 Invitro modely stievniho epitelu

Snadnou cestou, jak podavat 1é¢ivé ptipravky s naslednym piedpokladem klinického
ucinku, je oralni cesta s absorpci napfi¢ stievni bariérou. EXistuje fada in vitro metod,
jak mtizeme studovat pochody sttevniho traktu a pochopit tak jednotlivé kroky podilejici
se na transportu latek do ob&hového sysému. Do téchto predklinickych modelt in vitro
propustnosti stény stiev mizeme zafadit napiiklad in situ perfuzi krysiho jejuna, model
PAMPA, buiiky Caco-2 a také stievni segmenty v Ussingové komoie (Lennernds. 1998).

PAMPA
PAMPA, neboli paralelni test propustnosti, je screeningova technika vyvinuta

k pfedpovidani pasivni propustnosti prostiednictvim fady riiznych biologickych membran,
jako je gastrointestinalni trakt a hematoencefalicka bariéra. PAMPA se sklad4d z umélé
membrany, ktera oddéluje donorovou a akceptorovou c¢ast. Jeji model je zobrazen
na obrazku ¢.5. Membrana je nejcasteji tvofena hexadekanem. PAMPA je vyuzivana
naptiklad pro predikci gastrointestindlni absorpce Vv ranych stadiich objevu IléCiva.
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Jeji stinnou strankou vSak je, Ze nemize piedpovidat zahrnujici procesy absorbce
zprostiedkované transportéry nebo paracelularni cestu (Bujard et al. 2017).

Akceptorova Cast m——
Absorbovane 1&¢ivo m———t— =

Synteticka fosfolipidova membrana

Porézni podpimé metenialy e

Donorovi Cast ) &

Obrazek ¢. 5: Model PAMPA (zhotoveno dle: Yu et al. 2015).

Jednim z jejich modelti je Skin-PAMPA. Ta je vyuzivana pro predikci penetrace
pokozkou. Jde o smés lipidovych membran (ceramid, volné mastné kyseliny a cholesterol).
Ve studii Casamonti et al. (2019) byla zkoumana penetrace samotného resveratrolu
a resveratrolu v komplexu s lipozomy (uméle vzniklé kulovité struktury vytvoiené
z lipidové dvouvrstvy). Tato struktura byla zkoumana za ucelem zlepseni lokalniho podani
resveratrolu. Skin-PAMPA prokazala zvySenou kozni permeabilitu resveratrolu, kdyz byl
vloZen do lipozomu. Formulace si udrzela i antioxida¢ni kapacitu resveratrolu. Lipozomy
by tedy podle studie Casamonti et al. (2019) mohly byt vhodnym systémem pro lokalni
dodani resveratrolu. Skin-PAMPA se ukazala jako u¢inny nastroj pro studium propustnosti
nejen resveratrolu, ale také jeho formulaci (Casamonti et al. 2019).

Ussingova komora

Ussingova komora je zatizeni, které dokaze detekovat a kvantifikovat transportni
a bariérové funkce zivé tkadn¢. K métfeni vyuziva transport iontli v nativni tkani (napf.
stievni sliznice) a v monovrstvé bunék péstovanych na propustnych nosic¢ich. Pro predikci
absorpce 1éCiv a jinych latek jsou vyuzivany segmenty z biopsie lidské stfevni
nebo slizni¢ni tkan€. Hlavni vyhodou vyuzivani zivé tkané je udrZovani morfologické
struktury a funkci transportérti a enzymi metabolizujicich 1é¢iva, coz odrazi stav in vivo.
Ussingova komora tak poskytuje dobrou ptilezitost predvidat rychlost absorpce perordlniho
1é¢iva ¢i jiné latky in vivo (Rozehnal et al. 2012).
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Obrazek ¢. 6 Model Ussingova komora (zhotoveno dle: (Hoenig & Zeidel. 2014)

Caco-2 permeability assay

Caco-2 bunécna linie je kontinudlni linie heterogenniho lidského epitelu bunek
karcinomu tlustého stteva. Tyto buiiky jsou kultivovany za specifickych podminek. Jsou
diferencované a polarizované tak, ze jejich fenotyp morfologicky a funkéné ptipomina
enterocyty. Jedna se o tésné spojené builky obsahujici fadu enzyml a transportérii
charakteristickych pro lidské enterocyty. Model Caco-2 je zobrazen na obrazku ¢. 7. Bunky
Caco-2 se nejcastéji pouzivaji ve formeé monovrstvy na vlozkovém filtru bunééné kultury
(napt. Transwell). Buiiky jsou nasledné diferenciovany za vzniku polarizované monovrstvy
epitelidlnich buné€k, ktera poskytuje fyzickou a biochemickou bariéru pro prichod ionta
a malych molekul. Monovrstva Caco-2 je Siroce pouzivana ve farmaceutickém primyslu
jako in vitro model lidské sliznice tenkého stfeva. Slouzi k predikci absorpce oralné
podavanych 1é¢iv a riznych organickych latek (Hubatsch. 2007).

Apikalni strana

Bunééna monovrstva

Huﬁjrm SITAIIPAN

Filtr

Bazolateralni strana

Obrazek ¢. 7: Caco-2 permeability assay (zhotoveno dle: Hubatsch et al. 2007)
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5 Material a Metodika

5.1 Material

5.1.1 Chemikalie
5.1.1.1 Chemikalie pouzité pii meteni

Mili Q voda (Direct Q 3 UV), methanol ABS. LC-MS (Biosolve — Francie), kyselina
mravenci (Fisher Scientific 98+% — Belgie)

5.1.2 Pristroje

Inkubator 1000, Heidolph — Némecko

Centrifuga Rotanta 460R — Némecko

UHPLC Ultimate 3000, Thermo Scientific — USA

MS Q-TOF Impact Il Bruker Daltonic — Némecko

Vortex Phoenix Instrument RS-VF10 — Némecko

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

5.2 Metodika

Vzorky byly centrifugovany za Ucelem oddé€leni vétSich Castic a rozpustény 1:1
Vv ¢istém methanolu. Vzorky byly analyzovany spomoci kapalinového chromatografu
Bruker LC-QTOF/MS a data byla nasledné zpracovana cilenou analyzou po kvantifikaci
dostupnymi standardy v programu DataAnalysis.

5.2.1 Test propustnosti (permeability assay)

Buné¢na linie Caco-2 byla ziskana z American Type Tissue Collection (Rockville,
Maryland, USA). Permeability assay byla zhotovena dle Jarosova et al. (2018).

5.2.2 Priprava filtrac¢ni vlozky s monovrstvou bunécné linie Caco-2

Buiky byly oddéleny od média a nasledné rozptyleny v MEM-F12 (Dulbeccovo
modifikované Eaglesovo médium) doplnéného o 10% FBS (fetalni hovézi sérum), 1%
neesencidlnich aminokyselin, 1% penicilinu a streptomycinu. Latky v koncentraci 0,6 x 10°
bun&k/ml byly ziskany od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Bunééné kultury byly
ulozeny do 24-jamkovych desticek. Pfed nao€kovanim butikami byla zvlhéena 50 pl média
po dobu alesponi 2 minut. Builky byly néasledn¢ aplikovany na apikalni stranu. Hustota
o¢kovani byla 2,6 x 10° bunék/cm?. Bazolateralni komora byla naplnéna 1 ml DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) a inkubovéana pti 37 °C v 5% atmosféte CO2. Po 6
hodinach inkubace bylo apikalni médium odstranéno a nahrazeno 0,5 ml cerstvého DMEM.
Médium bylo ménéno denné, nejprve z bazolateralni a poté z apikalni strany. Cerstvy
DMEM byl naopak ptidan nejprve na apikalni a poté na bazolaterdlni stranu. Burniky byly
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pestovany 21 az 25 dni, aby se vytvofila plné¢ uzaviend monovrstva. Kone¢na vyména
média byla 16 hodin pfed experimentem..

5.2.3 Meéfeni integrity monovrstvy

Filtra¢ni inserty s monovrstvou bunééné linie Caco-2 byly promyty 3x roztokem
HBBS (Hankstv roztok vyvazené soli), ktery mél pH 7,4 a byl ptredehraty na 37 °C.
Aby byla zajiSténa integrita bunécné bariéry, transepitelidlni elektricky odpor (TEER)
musel byt alespoit 500 Q. Déle byla pfidana fluorescencni slouc¢enina Luciferova zlut' v
koncentraci 25 uM, kterou byla opét provefena integrita buné¢né monovrstvy.

Desti¢ky byly po dobu 1 hodiny inkubovany pii 37 °C, v atmosfére 5% CO-
a za tfepani (150 otacek/min). Nasledné¢ byly méfeny ve cteCce Tecan Infinite M200
(vlnové délka excitace/ emise 480 nm/530 nm). Byly pouzity vSechny vlozky s integritou
vys§inez 95 %.

5.2.4 Metabolismus a absorpce testovanych slou¢enin

Kazdy testovany stilbenoid byl rozpustén v DMSO (Dimethylsulfoxid, Sttibrna
Skalice, CR) pro dosaZeni koncentrace 10 mg/ml. Inserty byly promyty 3x HBBS.
Na apikalni stranu bylo pfidano 500 pl roztoku stilbenoidi v koncentraci 20 uM
a na bazolateralni stranu bylo ptidano 1000 ul HBSS. Vzorky z apikalni strany (50 pl) byly
odebrany okamzité.

Desticky s inserty byly inkubovany na orbitalni ttepacce (150 otacek/min) v CO>
inkubatoru (37 °C, atmosféra 5% CO). Vzorky z bazolateralni strany byly odebrany
v ¢asovych bodech 0,5, 1, 1,5, 2, 3 a 4 hodiny. Odebranych 500 ul HBSS bylo nahrazeno
500 pl cerstvého HBSS. Nakonec byly vzaty vzorky z apikalni strany a inserty byly tiikrat
promyty HBSS. Byla métena TEER, aby se zajistilo, ze nedochazi k poruSeni integrity
bunééného bariéry (> 500 Q).

Pro vyhodnoceni absorpce testovanych sloucenin byly bunky ziedény v cistém
methanolu. Vzorky byly az do analyzy uchovavany pti -80 °C.

5.2.5 LC/MS analyza

Stilbenoidy byly stanovovany pomoci LC-MS. Tento systém sestaval
z chromatografické jednotky UPLC Ultimate 3000 Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA) a Q-TOF Impact II od Bruker Daltonik. Pouzita kolona: Kinetex 1.7 mm F5
100 A 100x2.1 mm Phenomenex (Torrance, CA, USA). Jako mobilni fize byla pro
chromatografickou separaci pouzit systém s gradientovou eluci: voda s 0,1% kyseliny
mravenci (faze A) a 100% methanol. Gradient za¢inal na 20% faze B, poté linearné rostl
do 3 min na 50% B a dale na 100% B v 6 min a byl udrzovan konstantni az do 15 min.
Nasledné byl béhem minuty podil faze B snizen zpét na vychozich 20% a systém byl 4 min
ekvilibrovan.

Vzdy po 5 vzorcich byl provadén nastiik technického blanku (fedici roztok
voda:methanol s 1% kyselinou mravenéi) a po 10 vzorcich nasttik vzorku kontroly kvality
(smes standardl o koncentraci 50 ng/ml). Dalsi parametry jsou uvedeny v tabulce ¢: 3.
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Tabulka ¢. 3: Chromatografické parametry a parametry hmotnostniho spektrometru

Chromatografické parametry

Teplota kolony 35°C

Teplota autosampleru 10 °C

Nasttik S5ul

Rychlost pritoku 0,2 ml/min.
Parametry hmotnostniho spektrometru

Parametry ioniza¢niho zdroje End plate offset: 500
Kalibrace provedena na formiat sodny
Capilary 3000V

Tlak zmlZzujiciho plynu 0,3 Bart

Prtok susiciho plynu 4 I/min

Teplota zdroje 250 °C

Spektra snimana pfi frekvenci 1Hz

Spektra méfena v rozsahu 500-1 500 m/z
Pribéh méteni v rezimu FullScan

Typ ionizace Negativni mod

Pro kalibraci vychozich latek (oxyresveratrol, piceatannol a thunalben) byly
piipraveny fedici fady ze standardi. Vzorky byly méfeny ve tiech biologickych
opakovanich.

Parametry metody pro méfeni MS byly nastaveny v Otof Series 4.0, (Bruker
Daltonik-Bremen, Némecko) a Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific-Waltham,
MA, USA). Pro tvorbu jednotlivych sekvenci a pro predbézné zpracovani dat byl pouzit
software HyStar verze 3.2 SR4. Pomoci software Metabolite Detect 2.0 SR 4 (Bruker
Daltonik-Bremen, Némecko) byla provadéna diferen¢ni analyza spekter a chromatografi.
Vystupni data byla zpracovana programem DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik-Bremen,
Némecko).

Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit software Microsoft Excel 2016 a program
Statistica 12 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Hodnoty byly vyjadieny jako pramér
a smérodatna odchylka ze tfi nezavislych méteni biologickych replikatt. Kalibraéni kiivky
byly zpracovany pomoci regresni analyzy.
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6 Vysledky

6.1 Validace metody stanoveni

Permeabilita stilbenoidnich latek byla zjistovana pomoci UPLC-Q-TOF.
Pro zajisténi spolehlivosti metody a kvantifikace zkoumanych latek byla pouzita kalibra¢ni
fada v rozpéti koncentrace (c) 0-200 ng/ml. Hodnota A vyjadfuje plochy piku v dané
koncentraci. Kalibra¢ni kiivky jsou zobrazeny v nasledujicich grafech ¢. 1-3. Linearita
rostouci koncentrace byla uspokojujici.

A Oxyresveratrol
x 10%

50 y = 21502 + 47746
45 R® = 0,9979

40
35
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25
20
15
10

0 50 100 150 200 € (ng/ml)

Graf ¢. 1: Kalibra¢ni kiivka standardu oxyresveratrolu

A Piceatannol
x 104
10 y = 4685,6x + 8698,7
R =0,9961
9
8
7
6
5
4
3
2
1
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Graf ¢. 2: Kalibra¢ni kiivka standardu picetannolu

28



A Thunalben

x 104
16,0 y =7117,8x + 12084
140 R2=0,9987

12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0

0,0
0 50 100 150

Graf ¢. 3; Kalibra¢ni kiivka standardu thunalbenu
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Limit detekce (LOD) byl spocitan jako pomér signalu k Sumu 3:1. Hodnoty LOD
se pohybovaly v rozmezi od 0,32 (OXY) do 1,14 (PIC) ng/ml. Limit kvantifikace (LOQ)
byl vypocitan jako pomér signalu k sumu 10:1. Hodnoty LOQ se pohybovaly v rozmezi od
1,06 (OXY) - 3,81 (PIC) ng/ml. Valida¢ni parametry metod stanoveni pro testované
stilbenoidy jsou zobrazeny v nasledujici tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: Valida¢ni parametry metod stanoveni

Slou¢enina Rovnice R"2 Linearni LOD LOQ Pfesna
kalibraéni kiivky rozsah [ng/ml] [ng/ml] hmotnost
[ng/mi] m/z
[M-H]
OXY y=21502x + 47746  0,9979 0,5-200 0,32 1,06 243,0657
PIC y = 4685,6x + 8698,7 0,9961 0,5-200 1,14 3,81 243,0657
THU y=7117,8x + 12084 0,9987 1-200 0,68 2,26 241,0865

R"2 koeficient determinace, LOD-limit detekce, LOQ-limit kvantifikace, m/z-pomér hmotnosti a naboje
iontu OXY-oxyresveratrol, PIC-piceatannol, THU-thunalben
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6.2 Metabolismus sledovanych stilbenii

V ramcitéto prace bylo zjisténo, ze zkoumané stilbenoidy (oxyresveratrol,
piceatannol a thunalben) byly v modelovém systému stfevniho epitelu metabolizovany
predevsim na sulfatové a glukuronové konjugaty. Glukuronizace ziejmé probihala pomoci
bunéénych enzymi uridin-5 difosfoglukuronosyltransferaz (UGT) a sulfatace pomoci
sulfotransferaz (SULT). Vzhledem k tomu, Ze konjugované skupiny se vazi kondenzacni
reakci s hydroxylovymi skupinami danych latek, cemuz odpovidaly i namétené hodnoty
m/z, mohlo dochazet k jejich vazb¢ na n€kolik riznych mist podle poctu hydroxylovych
skupin. Tim ziejmé vzniklo nékolik stereoizomert o stejné molekulové hmotnosti, které se
vSak casto liSily svymi retencnimi Casy, jak je patrné z chromatogramu sulfatovaného
piceatanolu na obr. ¢. 11.

SulE tovy konjugat Ghbur one vy kenjugat
0, OH suLT UGT LS
. . 0
HO—,
b — K OH OH

HO OH OH
HO I e ‘

oH Omyresveratrol

OXY-80:H
H L H
OXY-GlcA H:0

Obrazek ¢. 8: Sulfatové a glukuronové konjugaty oxyresveratrolu

Pocet a typ vznikajicich konjugatii se pro jednotlivé stilbenoidy liSily. Zatimco
oxyresveratrol tvoftil jak sulfatovy (OXY-SOzH), tak i glukuronovy konjugat (OXY-GIcA)
(viz obr. ¢. 8). U piceatannolu byla Skala vzniklych produktl bohatsi. Jak naznacuje
nasledujici obrazek ¢. 9, piceatannol kromé glukuronového (PIC-GIcA) a sulfatového
(PIC-SO3H) konjugatu tvofil i kombinovany konjugat piceatannol-glukuronid-sulfét
(PIC GIcA-SOzH). Zde tedy doslo k navazani jak glukuronidu, tak i sulfatu.
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Sulfitovy konjugat Ghskuronovy konjugat

OH
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PIC-GlcA H:0
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Obrazek €. 9: Sulfatové a glukuronové konjugaty piceatannolu

Sulftovy konjugat
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deMet-THU-50;H + Hz0
Obrazek ¢. 10: Sulfatovy konjugat tunalbenu

U thunalbenu byla situace jesté¢ komplikovanéjsi. Po analyze chromatografickych
spekter jsme dosli k zavéru, ze u thunalbenu dochdzelo v pribc¢hu kultivace ziejmé
ke ztraté methylové skupiny a zaroven ke konjugaci se sulfatem. Tomuto produktu
odpovida zjiSt€na presnd molekulovd hmotnost i typické ionty fragmentacniho spektra
(viz obr. 12). Jde tedy nejspise o demethylovany sulfat thunalbenu (detMet-THU-SOsH).
S glukuronidem tento metabolit nereagoval, glukuronovany konjugat nebyl nalezen
ani ve stopovém mnozstvi. Byl tedy pod limitem detekce.
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Graf ¢. 4: Distribuce detekovanych metaboliti v permeability assay po 4 hodinach
experimentu

Metabolity detekované ve vyznamném mnozstvi jsou zobrazeny v grafu €. 4.
Z bazolateralni strany byly vzorky odebrany v ¢asech 0.5, 1, 2.5, 2, 3 a4 h. V téchto Casech
jsme detekovali pouze jediny konjugat. Byl to neznamy konjugat thunalbenu. Jeho
zastoupeni na bazolateralni stran€ je vyjadieno jako soucet koncentraci jednotlivych odbérta
vdanych c¢asech. Po podrobné analyze jsme doSli k zavéru, ze jde nejspiSe
o demethylovany sulfat thunalbenu (detMet-THU-SO3H). Tato latka nebyla predmétem
této prace. Je vSak na misté ji zminit, nebot’ byla detekovana v relativné vysokych
koncetracich ve vSech oblastech modelu Caco-2.

Po 4 hodinach byly odebrany vzorky také z bunék a apikélni strany. Po promyti
bunc¢k methanolem byly nasledné v bunkach detekovany pouze dva konjugaty, jiz vyse
zminény deMet-THU-SOzH a sulfatovy konjugat piceatannolu (PIC-S0zH).

Na apikdlni strané opét dominoval konjugit deMet-THU-SOsH. Dale zde byly
ve vysokych koncentracich nalezeny sulfatové konjugaty piceatannolu (PIC-SOsH)
a oxyresveratrolu (OXY-SOszH).
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Tabulka ¢. 6: Prehled vSech detekovanych metabolitli a jejich konjugatt

RT m/z m/z Suméarni Lokalizace

(min) nalezend  spocitand vzorec
OXY 8,8 243.066  244.0736 C14H1206 api*, bunky*
OXY-SOzH 8,6 323.023  324.0304 C14H1,07S api, bunky*
OXY GIcA 8,3 419.098 420.1057 C20H20010 api, baz*, bunky*
PIC 9,5 243.066  244.0736 C14H1204 -
PIC-SOzH 8,7 323.023  324.0304 C14H1207S api, bunky

8,9

9,3

9,5
PIC-GIcA 9,4 419.098  420.1057 C20H20010 api, bunky*
PIC-GIcA-SOzH 8,2 499.055  500.0625 C20H20013S Api

9,0
THU 11,0 241.087  242.0943 C15H1403 -
detMet-THU-SOzH 10,7 307.027  307.0237 C17H706s api, baz, bunky

OXY-oxyresveratrol, PIC-piceatanonol, THU-thunalben, GIcA-glukuronid, SOsH-sulfat, deMet-
demethylovany konjugat, api-apikalni, baz-bazolateralni, RT-retenéni ¢as, m/z-pomér hmotnosti a naboje
iontu, *stopové mnozstvi

Nekteré latky byly detekovany ve velmi malém mnozstvi. Je vSak dtlezité¢ zminit
i ty, které byly zaznamenany alespon ve stopovém mnozstvi. Tabulka ¢.6 tedy vypovida
o vSech detekovanych metabolitech a jejich konjugatech v tomto experimentu. Pokud byly
latky detekovany alespon nad limitem detekce, je zde uvedena i lokalizace konjugatd.

V nizkych koncentracich, ale nad limitem detekce, byly na apikalni stran¢ jesté
nalezeny glukuronové konjugaty oxyresveratrolu (OXY-GIcA) a piceatannolu (PIC-GIcA).
U piceatannolu, zde byl detekovan 1 dal$i konjugét, piceatannol glukuronid-sulfat
(P1C-GIcA-SOzH), u kterého tedy doslo zaroven ke glukuronizaci i k sulfataci.

V tabulce ¢. 7 jsou déle uvedeny retencni ¢asy jednotlivych molekul. Pro vSechny
byla vypocitdna m/z. Pii porovnani s m/z ndmi nalezenou, jsou tyto vysledky uspokojivé
a mizeme fici, Ze se jedna prave o tyto molekuly.
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Obrazek ¢. 11: Chromatogram: Piceatannol-SOsH (apikalni strana)
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Sulfatovy konjugat piceatannolu (PIC-SOsH) byl v bunkach detekovan jako dva
piky a na apikalni stran¢ dokonce jako piky tti (Obr. €. 11). Z toho vyplyva, ze byl sulfat
pokazdé navazany na jinou hydroxylovou skupinu piivodniho piceatannolu. To se odrazilo
na retencnich ¢asech jednotlivych molekul, zatimco molekularni hmostnost ziistala stejna.

Retencni Casy jednotlivych izomernich forem PIC-SO3zH na apikalni strané byly
8,7, 8,9 a 9,3 min. Signal piku v retenénim case 8,7 min. byl na hranici detekce.
K obdobnému rozd¢€leni na vice pikti dochazelo u tohoto sulfatového konjugatu i ve vzorku
extraktu z Caco-2 bun¢k. Retencni ¢asy molekul PIC-SOsH detekované v buiikach byly
8,9.a 9,5 min.

Jak je uvedeno vtabulce ¢. 7, i u konjugatu piceatannolu glukuronid-sulfatu
(PIC-GIcA-SOsH) byly detekovany dvé molekuly s navazanym glukuronidem a sulfaitem
na odli$nych pozicich, tzn. v odliSnych reten¢nich ¢asech (RT 8,2 a 9,0 min.).

Kumulativni ¢etnost deMet-THU-SO;H

X106
2,5
- 2
ra
< 15 =
=
Q
e
= 1
0,5 -
0

0 0,5 1 15 2 3 4t
t-¢as, h-hodina, deMet-THU-SO3H-demethylovany sulfatovy konjugat piceatannolu

Graf ¢. 5: Kumulativni ¢etnost konjugatu deMet-THU-SO3zH

Demethylovany sulfatovy konjugat thunalbenu (DeMet-THU-SOzH) byl jako
jediny konjugat, ktery se kumuloval v bunkach. Na zaklad¢ ziskanych dat bylo mozné
zpracovat kumulativni ¢etnosti v danych ¢ase, kdy byly vzorky odebrany. Tato kumulativni
kiivka sv&édc¢i o tom, ze nedochdzelo k velkym vykyvim v koncentracich mezi jednotlivymi
odbéry vrozkl v urcitych ¢asech.
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6.3 Identifikace demethylovaného SOsH-konjugatu thunalbenu

Pii oSeteni bun¢k thunalbenem jsme detekovali nezndmou latku s m/z 307,0237

(obr. ¢. 12). Po analyze chromatogrami a hmotnostnich spekter jsme dosli k zavéru, ze jde
nejspiSe o demethylovany sulfat thunalbenu (detMet-THU-SO3zH). Na tuto latku jsme se
Vramci této prace primarné nezaméfovali, nebot” jsme ptredpokladali pfedevsim vznik
konjugatti pouze s glukuronidem ¢i sulfatem. Zde vSak navic krom sulfatace dochazelo
I k demethylaci piivodniho thunalbenu. Nicméné tento produkt byl pro metabolismus
thunalbenu ziejmé vyznamny, protoze odezva signalu (plocha piku) tohoto analytu byla
pomérné intenzivni a byla detekovana ve vSech métenych frakcich modelu Caco-2. Data
z MS/MS spekter (obr. ¢. 12) dopliuje i nasledujici obrazek ¢. 13.
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Obrazek ¢. 12: MS/MS spektrum nové detekovaného deMet-THU-SO3zH
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Obrazek ¢. 13: Porovnani jednotlivych dat z apikalni strany vsech 3 metabolitt
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Na obrazku €. 13 je zobrazeno porovnani signali pro tuto m/z apikalni strany ze vSech
odebranych vzorkid nami testovanych stilbenoidt. Z jejich porovnani je zifejmé, ze tento
konjugat vznikal pouze u thunalbenu. Nejde tedy napiiklad o jinou molekulu ¢i fragment,
ktery by byl spole¢ny v§em témto stilbenoidiim nebo o kontaminaci z analytického systému
(kolona, autosampler).

36



7 Diskuze

Ve své praci se pomoci modelu Caco-2 permeability assay zabyvam simulaci stievniho
metabolismu in vitro vybranych metabolitl resveratrolu a jejich konjugati. Touto metodou
byla nastinéna dynamika vstiebavani a transformace oxyresveratrolu, piceatannolu
a thunalbenu.

V pribéhu experimentu byl z ptivodnich metabolitd resveratrolu detekovan pouze
oxyresveratrol. Piceatannol a thunalben byly detekovany az jako metabolity
v konjugovanych formach. Na zakladé¢ tohoto nalezu se domnivam, ze latky nejsou
Vv kultivaénim médiu zcela stabilni. Nalez téchto konjugati dale naznaCuje, ze pfi
experimentu dochazelo k tvorbé jejich polymernich forem, které byly nasledné béhem
kultivace metabolizovany. Vzniklé konjugaty identifikovanych skupin (napt. SOzH) byly
pravdépodobné schopny nadale zabranit dalsi polymerizaci.

Metabolity tvofily konjugaty se sulfatem nebo s glukuronovou kyselinou. V piipadé
piceatannolu-glukuronid-sulfatu vsak dochazelo ke glukuronizaci a sulfataci soucasné.
Piedpokladame, ze vSechny tyto konjugace metaboliti probihaly v bunkach pomoci
sulfotransferaz (SULT) a glukuronosyltransferaz (UGT). Nasi teorii potvrzuje i studie
Wang L. et al. (2019), ve které lokaliza¢ni analyza ukazala, ze sulfotransferazy jsou
exprimovany v cytoplazmé. Pro UGT to bylo potvrzeno napiiklad ve studii Siissalo et al.
(2008).

Sulfatové konjugaty nami zkoumanych metaboliti byly detekovany v mnohem vétSich
koncentracich nez glukuronové. Zaroven byly vV relativné vysokych koncentracich
nalezeny jak na apikalni a bazolateralni strané, tak i v buiikach. Glukuronové konjugaty
byly detekovany na apikalni strané jen Vv nizkych koncentracich a na bazolateralni strané
a v bunkach byly detekovany pouze ve stopovém mnozstvi. Studie Ung & Nagar (2007)
také potvrzuje naSe zjiSténi, Ze metabolity resveratrolu, po vstfebani do enterocytt,
podléhaji konjugaci predevsim se sulfatem. Autofi této studie dale uvadéji, ze SULT1AL
je hlavni enzym zodpovédny za pienos sulfatové skupiny na hydroxylovou skupinu
ve fenolickych slouéeninach. Studie Kaldas et al. (2003) také potvrzuje nasi hypotézu,
ze sulfatova konjugace je hlavni cestou metabolitii resveratrolu v buiikdch Caco-2.
A dodava, Ze by to tak mohlo byt i in vivo.

Oxyresveratrol

Samotny oxyresveratrol byl po 4 hodinach detekovan na apikalni strané
i vbunkach. Toto mnozstvi bylo vSak stopové. Dale jsme detekovali sulfatové
a glukuronidové konjugaty oxyresveratrolu, viz tabulka ¢&. 7. Sulfatovy konjugat
(OXY-SOsH) byl ve vysoké koncetraci detekovan na apikalni strané. Glukuronovy
konjugat oxyresveratrolu (OXY-GIcA) byl v nizké koncentraci detekovan na apikalni
stran¢ a jeho stopové mnozstvi bylo detekovano v butikach a na bazolateralni strané. Tomu
vSak nepiikladame velky vyznam.

Oxyresveratrol a jeho konjugaty by tedy mohly puisobit hlavné v oblasti enterocytti
a chranit tak sttevni sténu pred mykotoxiny a jinymi patogennimi latkami. S timto nazorem
se ztotoznuje 1 studie Wan et al. (2018), kde zjistili, Ze oxyresveratrol mize pronikat
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do cytoplazmy, pfiznivé modulovat enzymy (na regulaci exprese gentl, mitozy, apoptozy
aj.), a byt tak ucinny v posileni stievni bariéry a ochrané proti poSkozeni stiev.

Piceatannol

U piceatannolu byly detekovany pouze jeho konjugované formy. Divodem, proc¢
nebyla nalezena matefskd slouCenina, mize byt jeho pfipadnd transformace na vyssi
polymery, ktera v§ak nebyla pfedmétem experimentu. Glukuronovy konjugat (PIC-GIcA)
byl detekovan v nizké koncentraci na apikalni stran€. Ve stopovém mnozstvi byl nalezen
i v bunikach a na bazolateralni stran¢.

Sulfatovy konjugat piceatannolu (PIC-SOsH) byl detekovan jak na apikalni stran¢,
tak v bunikach. Jak je jiz zminéno v tabulce €. 7, na apikalni strané se signal pro tento
produkt vyskytoval jako 3 oddélené piky a v extraktu z bun€k pak jako 2, odpovidajici
ziejmé rozdilnym pozicim vazby sulfatu na hydroxyly piceatannolu, stejné jako to bylo
diive popsano u ptibuznych latek, napt. resveratrolu (Jarosova et al., 2018). Rizna intenzita
signdlu svéd¢i patrné o preferenci nékterych hydroxylovych skupin enzymy SULT
pii1 konjugacni reakci. Retencni ¢asy vSech analytl jsou zobrazeny v tabulce ¢. 7. V tomto
mnozstvi, ve kterém byl PIC-SOzH detekovan, jsou pravdépodobné biologické ucinky
nejen na apikalni strané¢ odpovidajici lumen stieva, ale i uvnitt enterocyti.

Ve studii Brents et al. (2012) bylo zjisténo, Ze substituce OH skupiny sulfatem
¢1 glukuronidem zvysila antiproliferativni a antiangiogenni vlastnosti piceatannolu. Je tedy
mozné, ze strukturalni modifikace piceatannolu zvySuje jeho biologickou dostupnost,
coz vede ke zvysené biologické aktivite.

Thunalben

Pfimé konjugaty thunalbenu nebyly v této studii pozorovany. Jednim z moznych
davodi by mohl byt nizsi pocet volnych hydroxylovych skupinve srovnani s Ostatnimi
testovanymi latkami. Ve studii Wan et al. z roku 2018 bylo zjisténo, ze slouceniny
s menSim poctem hydroxylovych skupin maji zpravidla i niz§i bioaktivitu. Nicméné
hlavnim divodem by mohla byt pfitomnost methylové skupiny na jednom z hydroxyli,
ktera by mohla branit enzymatické konjugaci thunalbenu.

Jako jeho hlavni produkt byl detekovan konjugat s m/z 307,0237. Po analyze
chromatogrami a hmotnostnich spekter jsme dosli k zavéru, Ze jde nejspise
o demethylovany sulfat thunalbenu (detMet-THU-SO3H). Nejvétsi mnozstvi deMet-THU-
SOzH bylo detekovano na apikalni strané a jde celkové o nejvétsi zaznamenané mnozstvi
ze vSech detekovanych konjugatt. Jde také o jediny konjugat detekovany na bazolateralni
stran¢, kde byl nalezen i ve vSech ¢asech. Na zaklad¢ toho jsme byli schopni vypracovat
kumulativni Cetnost (graf €. 5), kterd poukazuje na relativné rovnomérné kumulovani
tohoto konjugétu v bunikach. Coz naznacuje, Ze ma thunalben, resp. jeho produkt, potencial
v biologické aktivité. Proto pokladame za prospé$né zabyvat se touto latkou i v dalsich
studiich.

Ve studii Dietrich et al. (2003) bylo zjisténo, ze resveratrol a jeho metabolity maji

po absorpci a konjugaci dvé cesty. Bud’ mohou byt transportovany zpét pies apikalni
membranu a dosahnout oblasti sttevniho lumenu nebo mohou projit dal ptes bazolateralni
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membranu a vstupovat tak do krevniho fecisté, pripadné do enterohepatalniho obéhu.
Ve studii Kaldas et al. (2003) dopliuji tuto skute¢nost o poznatky ohledné trasnsportu
téchto konjugatli. Bylo zjisténo, ze konjugaty, predevsim sulfatové, jsou transportovany
na apikalni stranu hlavné¢ pomoci transpotréru MRP2. Naopak MRP 3 a 4 transportéry jsou
zodpovédné za transport konjugatti na bazolateralni stranu.

Nase vysledky koresponduji se zavéry piedeslych studii (Dietrich et al. 2003 a Kaldas
et al. 2003). U nami zkoumanych latek dochazelo k obéma témto cestam. Jako konjugaty
pronikajici pfes apikalni membranu zpét do oblasti enterocyt byly vyhodnoceny vSechny
detekované konjugaty. Jejich ptisobeni bude tedy v oblasti enterocytti. V bunkach pak byly
nalezeny pouze dva metabolity PIC-SO3H a deMet-THU-SOzH. Zde se da ptredpokladat,
ze jejich dalsi osud se bude odvijet na zakladé¢ pasobeni bunéfnych enzymd.
Tyto konjugaty budou pravdépodobné dale metabolizovany. DeMet-THU-SO3zH byl jako
jediny nalezen 1 na bazolaterdlni stané. Z toho usuzujeme, Ze by mohl byt vyznamny
z hlediska biologické aktivity in vivo, nebot’ se ze vSech metabolitti zda biologicky
nejdostupnéjsi. Nicméné studie o jeho aktivité in vitro i in vivo doposud chybi.
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8 Zavér

Cilem prace bylo stanovit dynamiku vstfebavani a transformace stilbenoidt v lidském
tenkém stieveé prostfednictvim Caco-2 permeability assay, a také zhodnotit vliv funkénich
substituentt v molekule na tyto transformace. Vysledky naznacuji, Ze jsou metabolity
resveratrolu méné stabilni a je dilezité dbat na rychlé zpracovani, aby dochazelo
k co nejmensimu rozsahu zmén forem, napi. k polymerizaci na vyssi struktury.
Metabolismus téchto latek probihal pravdépodobné v cytosolu bunék, kde dochazelo
k jejich sulfataci a glukuronidaci.

Byla testovana hypotéza, ze substituenty aromatickych kruhtit mohou ménit pomér
vznikajicich konjugati v bunkach. Tato hypotéza byla potvrzena. Z hlediska vlivu
substituentll v molekule na transformace stilbenoidii maji metabolity resveratrolu vétsi
pocet OH skupin, ptipadné je maji ve vyhodnéjSich pozicich. Tim se teoreticky zvySuje
i jejich samotna bioaktivita. Bohuzel v této dob&é neni dostatek studii na biologickou
dostupnost a bioaktivitu téchto metabolitii a jejich konjugéat. Nicméné vysledky této prace
naznacuji, ze v dusledku uc¢inné sulfitové konjugace, miize byt absorpce metabolith
resveratrolu in vivo vysoka.

Nejvétsi biologickou aktivitu vykazoval sulfatovy konjugat piceatannolu, ktery byl
detekovan na apikalni stran¢ i v samotnych Caco-2 buiikach. Dal§im slibnym konjugatem
byl detMet-THU-SO3H, ktery byl jako jediny detekovan ve vyznamném mnozstvi
1 na bazolaterdlni stran¢, tudiz by v intaktnim organismu mohl byt transportovan pies
sttevni membranu do krevniho feciste.

Vysledky této studie se zdaji byt povzbudivé, nebot’ by tyto konjugaty mohly mit
podobné ucinky jako resveratrol nebo se podilet na biologickych ucincich, které byly diive
piisuzovany pouze jemu. Velice slibné se zdaji byt predevsim jako ptipravky na ochranu
enterocytll a zajisténi jejich spravné funkce. Bohuzel v soucasné chvili chybi znalosti
z oblasti transportu a metabolismu téchto latek dal v organismu. To by tedy mohlo byt
cilem dalsich studii.
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10 Seznam pouzitych zkratek

AFAP1L2- Actin Filament Associated Protein 1 Like 2
ALT- Alaninaminotransferaza

AST- Aspartataminotransferaza

ATP- Adenosin trifosfat

Blc- B-buné¢ny lymfom

CCL- C-C motiv chemokine ligand 5

CD3G- Protein kodujici genem

CO2- Oxid uhlicity

COX-2- Cyklooxygenaza-2

CVD- kardiovaskularni onemocnéni

deMet- Demethylovany

DMEM- Dulbecco's Modified Eagle Medium
EGCC- Epikatechin galat

ERa +- a-estrogenovy receptor

FBS- Fetalni hovézi sérum

FDA- Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

GIT- Gastrointestinalni trakt

GIcA- Glukoronova kyselina

GT- Glutamyltransferaza

H202 - Peroxid vodiku

HBBS- Hankstiv vyvazeny solny roztok

HIP1- Protein interagujici s huntingtinem 1

HPA- Hypotalamicka-hypofyzarni-nadledvinova osa
HUVEC- Endotelidlni buiiky lidské pupecni Zily
IGF-I- Rustovy faktor

INF- Interferon gama

KVO- kardiovaskularni onemocnéni

IL- Interleukin

LC- Kapalinova chromatohrafie

LDL- Lipoprotein s nizkou hustotou (Low density lipoproteins
LTF- Lactotransferrin

LOD- Limit detekce

LOQ- Limit kvantifikace

m/z- Hmotnost/naboj iontu

MAPK- Mitogenem aktivované proteinkinazy
MEM-F12- Dulbeccovo modifikované Eaglesovo médium
MRP- Membranovy transportér (MRP2,MRP3 a MRP4)
MS- Hmotnostni spektrometr

ND- Neurodegerativni onemocnéni

NLC- Nanostrukturovany lipidovy nosi¢

NO- Oxid dusnaty
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Nrf2- Jaderny faktor erythroid 2

02- kyslik

OH- Hydroxyl

OXY - Oxyresveratrol

p-53- Bunécny naddorovy antigen p53

PI3K-Act- Intracelularni signalni draha (regulace bunécného cyklu)
PIC- Piceatannol

Q- Kvadrupol Time-of-Flight

R"2- koeficient determinace

ROS- Kyslikové radikaly

RSV- Resveratrol

RT- Retencni Cas

Sirt- Sirtuin

SO3H- Sulfat

SULT- Sulfotransferazy

TEER- Transepitelialni elektricky odpor

Thr- Threonin

THU- Thunalben

TNF-a - Faktor nadorové nekrozy o

TOF- Time-of-Flight

Tyr- Tyrosin

UGT- Glukuronosyltransferaza

UPLC- Vysokoucinna kapalinova chromatografie
UV- Ultrafialové zafeni

VCEAC- Antioxida¢ni kapacita ekvivalentni vitaminu C
VLDL- Lipoprotein o velmi nizké hustoté
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