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Metabolismus kyseliny ferulové v in vitro modelu tlustého
stieva

Souhrn

Kyselina ferulova je hojna nizkomolekuldrni fenolova kyselina, odvozena od kyseliny
hydroxyskoficové. Jedna se o kyselinu s nizkou toxicitou, kterd se snadno absorbuje
a metabolizuje v lidském téle. Vyskytuje se Vv bunéénych sténach rostlin, zejména
Vv celozrnnych obilovinach. M4 mnoho pozitivnich vlastnosti piisobicich na organismus
a sirokou skalu biologicky aktivnich vlastnosti, ale je zndmé zejména diky antioxidacni
aktivité. Vzhledem K jejim vlastnostem a nizké toxicité je Siroce vyuzivana v potravinaiském
a kosmetickém pramyslu.

Praktickd cast diplomové prace byla zaméfena na katabolismus kyseliny ferulové
pusobenim mikrobioty tlustého stieva obsazené ve vzorcich stolice. Kyselina ferulova byla
fermentovana Vv in vitro fekalnim fermenta¢nim systému S vyuzitim vzorka éerstvé stolice od
20 riznych darch jako inokulum. Byly sledovany zmény ve spektrech a vznik metaboliti
v Casech fermentace 0, 2, 4, 8 a 24 hodin. Vzorky byly podrobeny NMR analyze, spektra
analyzovana v programu MestReNova a Chenomx 8.5 a nasledné byly vysledky statisticky
vyhodnoceny. Cilem praktické c¢asti bylo stanovit hlavni katabolity kyseliny ferulové
vV modelu tlustého stieva.

Kyselina ferulova byla béhem nasi studie metabolicky transformovana mikrobiotou
tlustého stfeva. Ukdzaly se vyznamné rozdily v mikrobidlni trasnformaci kyseliny ferulové
a jejich metaboliti. Vzniklymi metabolity byly kyselina hydroferulova, 3-fenylpropionova,
3-(3-hydroxyfenyl)propionova, 3,4-dihydroxyhydroskoficova, 3,4-dihydroxyfenyloctova
a kyselina 3-hydroxyfenyloctova. Byly zjistény silné interindividualni rozdily v rychlosti

premény a intenzit€¢ metabolismu mezi vzorky stolice ziskanych od jednotlivych darct.

Klicova slova: Fenolové slouceniny, kyselina ferulovd, metabolismus, mikrobiota, travici

trakt



Metabolism of ferulic acid in an in vitro colon model

Summary

Ferulic acid is an abundant low molecular wight phenolic acid derived from
hydroxycinnamic acid. It is an acid with low toxicity that is easil absorbed and metabolized in
the human body. It occurs in the cell walls of plants, especially in the whole grain cereals. It
has many positive attributes acting on the organism and a wide range of biologically active
attributes, but it is known maily for its antioxidant aktivity. Due to its properties and low
toxicity, it is widely used in the food and cosmetic industries.

The practical part of this thesis was focused on the catabolism of ferulic acid caused
by the colon microbiota contained in stool samples. Ferulic acid was fermented in an in vitro
fecal fermentation system using fresh stool samples from 20 different donors as inoculum.
Changes in spectra and the formantion of metabolites at fermentation times of 0, 2, 4, 8 and
24 hours were monitored. The samples were subjected to NMR analysis, the spectra were
analyzed in the MestReNova and Chenomx 8.5 programs, and then the results were
statistically evaluated. The aim of the practical part was determine the main catabolites
of ferulic acid in the colon model.

Ferulic acid was metabolically transformed by a colon microbiota during our study.
Significant differences in the microbial transformation of ferulic acid and its metabolites were
shown. The resulting metabolites were hydroferulic acid, 3-phenylpropionic acid, 3-(3-
hydroxyphenyl)propionic acid, 3,4-dihydroxyhydrocinnamic acid, 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid and 3-hydroxyphenylacetic acid. Strong interindividual differences in conversion rate

and metabolic rate were found between stool samples obtained from individual donors.

Keywords: Phenolic compounds, ferulic acid, metabolism, microbiota, digestive system
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1 Uvod

Fenolové slouceniny jsou pfijimany jako soucast rostlinné slozky stravy. V procesu
traveni a vstfebavani vétSinou prostupuji v nezménéné forme do tlustého stieva, kde jsou
rozkladany na metabolity, z velké ¢asti na fenolové kyseliny. Ty vykazuji fadu piiznivych
ucinkit a mohou byt zodpovédné za nékteré pozitivni efekty polyfenolti na lidské zdravi.
Predpoklada se, ze pfispivaji k prevenci raznych degenerativnich onemocnéni, vcetné
kardiovaskularnich onemocnéni. Tento ptfedpoklad pochazi z in vitro studii, které ukazuji
antioxidacni vlastnosti né¢kterych polyfenolt a jejich schopnost modulovat aktivitu riznych
enzymu. Dlkazy, Ze polyfenoly pfispivaji k ochrané proti riznym onemocnénim, vyplyvaji
z fady epidemiologickych a klinickych studii nebo pokusii na zvifecich modelech.

Bylo zjisténo, ze davky urcitych polyfenolovych slouc¢enin mohou zplsobit zménu ve
sloZeni stfevni mikrobioty tim, ze urcité bakteridlni populace jsou inhibovany a jiné mohou
byt zvyhodnovany. Plsobeni na bakteridlni rst a metabolismus je ovlivnéno strukturou
polyfenolu, koncentraci latky a druhem mikroorganismu.

Jednim z nejbohatsich a nejprostudovangjsich mikrobialnich spolecenstev lidského téla je
mikrobiota stolice. Mikrobidlni spoleCenstva stolice svym sloZenim nejlépe odrazi sloZeni
mikrobioty v tlustém stfevé. Studium stolice tak poskytuje dobrou pfedstavu o tom, co se d&je
ve stfevech. Stievni mikrobiom ma dohromady 20x vice gend nez kolik mé clovek.
V dospé€lém véku je mikrobiom vysoce stabilni. Zdravy dospély stfevni mikrobiom je obecné
povazovan za stabilni az do vySsiho véku, ktery se vyznacuje ptirozenou zménou, poklesem
stability a funkce mikrobiomu. Slozeni stfevnich mikroorganismti se béhem starnuti méni
nekonstantnim zplsobem. V pribéhu starnuti organismu dochdzi zaroven s fyziologickymi
zménami (pomalejsi obnovou sliznice traviciho traktu, vét$i nemocnosti a vétSim mnozstvim
uzivanych 1ékl1) téZ ke zménam ve stravovani, hlavné co se tyka kvality a sloZeni pfijimané
potravy. To muze vést ke zmeéné skladby mikrobioty. Proto pro udrzeni dobrého zdravi ve
vysSim véku je dualezité dodrzovat zésady zdravého a kvalitniho stravovani. SloZeni a funkce
sttevni mikrobioty uzce koreluje se zdravotnim stavem. Zdravotni stav hostitele a kondice
jeho mikrobidlni komunity jsou navzajem propojené. Zdravi seniofi disponuji mikrobiotou
podobnou stfevnim mikroorganismiim zdravych dospélych jedinct stejné populace. Stoleti
lidé jsou nositeli stfevni mikrobioty odliSné od mikrobialni komunity niz§iho v€ku. Snizena
diverzita sttevnich mikroorganisma koreluje s biologickym, nikoliv chronologickym veékem.
Zmény mikrobioty dale odrazi geografické rozdily, individualni podminky a dietni zvyklosti
Vv riznych zemich napfic¢ kontinenty a etniky.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je zpracovani literarni reSerSe zaméfené na
kyselinu ferulovou a osud fenolovych slou¢enin v travicim traktu ¢lovéka. Cilem praktické
¢asti je stanovit hlavni katabolity kyseliny ferulové v modelu tlustého stfeva s vyuzitim
stolice darct ze dvou vékovych skupin (do 45 let a 70 let a vice).

Hypotézy:

1) Kyselina ferulova bude mikrobialné transformovana mikrobiotou tlustého stieva.
2) Katabolity kyseliny ferulové se budou mezi dvéma sledovanymi vékovymi skupinami lisit.



3 Literarni reSersSe
3.1 Fenolové slou¢eniny

Fenolové, fenolické ¢i polyfenolické rostlinné latky nélezi do rtiznorodé skupiny
sekundarnich metaboliti rostlin a jsou vyznamnou slozkou lidské stravy (Fresco et al. 2006;
Balasundram et al. 2006). Predstavuji jednu z nejpocetnéjSich a nejrozsitenéjSich skupin
ptirodnich produktii rostlinné fise (je znamo vice nez 8000 fenolovych struktur) (Tsao 2010).
Z chemického hlediska jsou to latky obsahujici aromatické jadro nesouci jednu nebo vice
hydroxylovych skupin, vcetné jejich funkénich derivatd (Shahidi & Naczk 2004). Mize se
jednat o jednoduché latky s nizkou molekulovou hmotnosti i o komplexni slouceniny,
polymery s vysokou molekulovou hmotnosti (Balasundram et al. 2006).

Rostlinné polyfenoly lze d¢€lit do nekolika skupin, a to na jednoduché fenoly, fenolové
kyseliny a jejich derivaty, flavonoidy, isoflavonoidy, stilbeny, taniny, ligniny, lignany,
kumariny a dal$i. Nejbéznéji zastoupenymi rostlinnymi polyfenoly jsou flavonoidy, fenolové
kyseliny a lignany (Velisek & Hajslova 2009).

Tyto latky jsou obsazeny v ceredliich, lusténinach, ofesich, napojich (¢aj, vino, kava,
ovocné dzusy) a v zeleniné a ovoci, napt. v plodech borivek, ostruzin, angrestu, rybizu,
jablek a rozinek a dalsich (Shahidi & Naczk 2004; Tsao 2010). Pro nékteré druhy potravin
byly stanoveny primérné hodnoty celkového mnozstvi polyfenoli. Tyto hodnoty vsak
nemohou byt brany jako smérodatné. Obsah polyfenolli se totiz mezi odriidami jednoho
ovoce, napiiklad jablek, mize znacné rozchazet (Hammerstone et al. 2000).

Fenolové slouceniny jsou nezbytné pro rist, vyvoj a rozmnozovani rostlin. Funguji jako
antibiotika, pfirodni pesticidy, atraktanty pro opylovace, ochranné latky proti ultrafialovému
zateni, strukturni materidly pro zvyseni stability rostlin a izolacni materidly, diky nimZ jsou
bunééné stény nepropustné pro plyny a vodu (Shahidi & Naczk 2004).

Rostlinné polyfenoly jsou nejrozsitenéjSimi slou¢eninami v nasi stravé, které vstupuji
do redoxnich dé&ja. Jejich denni pfijem byl odhadnut aZ na 1 g a je tedy vyrazné vyssi, nez
pfijem antioxida¢nich vitamind, jako jsou tokoferoly, karoteny nebo askorbova kyselina.
Z jedné tfetiny je denni pfijem tvofen fenolovymi kyselinami, zbyvajici dvé tietiny piipadaji
na flavonoidy a minimalni podil maji ostatni polyfenoly, jako napt. lignany nebo stilbeny
(Scalbert & Williamson 2000).

V lidském organismu se vyznacuji svymi protizdnétlivymi a antioxida¢nimi
vlastnostmi. Jejich vlastnosti a aktivita zavisi na struktufe, poétu a pozici hydroxylovych
skupin, na ostatnich substituentech aromatického kruhu, a dale na typu jednotlivych
fenolovych sloucenin (Balasundram et al. 2006). Bylo prokdzano, Ze rostlinné polyfenoly
hraji v lidském zdravi diileZitou roli. Vysoky pfijem ovoce, zeleniny a obilovin bohatych na
polyfenoly souvisi se snizenym rizikem vyskytu mnoha zivaznych onemocnéni vcetné
rakoviny, kardiovaskularnich chorob, chronickych zanéti a mnoha dalSich degenerativnich
onemocnéni (Tsao 2010).
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3.1.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny mizeme rozdélit na 2 podskupiny, a to na derivaty kyseliny
hydroxybenzoové a hydroxyskotficové, které jsou odvozeny od kyseliny benzoové a skoficové
(Zdunska et al. 2018). Zatimco obsah hydroxybenzoovych kyselin v jedlych rostlinach je
nizky, kyseliny hydroxyskoficové jsou zde hojné&jsi. Derivaty kyseliny hydroxyskoficové
(obrazek ¢. 1) jsou aromatické slouceniny s tiiuhlikatym bo¢nim fetézcem a jejich struktura je
ve tvaru Cg—Cs. Nejcastéji se vyskytujici derivaty kyseliny hydroxykoficové jsou kyselina
ferulova, kavova, sinapova a p-kumarova (Shahidi & Wanasundara 1992; Balasundram et al.
2006). Derivaty kyseliny hydroxybenzoové se vyznacuji svou typickou strukturou ve formé
Ce—Ci1. Mezi tyto kyseliny se tfadi kyselina gallova, p-hydroxybenzoova, protokatechova,

vanilova a syringova (Balasundram et al. 2006).

OH
X §O

HO

Obrazek ¢. 1: Vzorec kyseliny hydroxyskoricové

Fenolové kyseliny jsou latky hojné zastoupeny v naSi stravé. Patfi mezi nejvice
zastoupené fenolové latky pSenice a jsou tak jednou z hlavnich komplexnich skupin
fotochemikalii v obilném zrnu (Balasundram et al. 2006). Obsah fenolovych kyselin riznych
druhli ovoce se kvalitativné li§i a kvantitativné znacné méni v priibéhu ristu a zrani plodu.
V jablkach v dob& sklizné€ je napt. cca 12 mg/kg Cerstvé hmotnosti kyseliny p-kumarové,
85 mg/kg kavové a 4 mg/kg ferulové. V dobé zralosti je obsah téchto kyselin 1,9; 10,4
a 0,4 mg/kg (Velisek 2002).

Témto kyselindm se v potravinaiském primyslu zacala vénovat pozornost diky jejich
potencialné zdravotné prospéSnym vlastnostem (Kaur et al. 2018). Vykazuji antioxidacni
vlastnosti a slouzi jako zhaSece volnych radikalt, které na lidsky organismus maji silné
neptiznivy vliv a zpisobuji celou Skalu nemoci, mezi které patfi onemocnéni srdce, rakovina
nebo mrtvice (Robbins 2003). Fenolové kyseliny jsou dale znamy svou schopnosti inhibovat
oxidaci LDL cholesterolu a blokovat singletovy kyslik nebo chelatové prooxidacni kovy (De
a vazodilatacni u¢inky. Jsou citlivé na rizné Gpravy, zejména pak na tepelné osetieni. Vysoké
teploty pfi pasterizaci nebo sterilaci mohou zpusobit oxidaci vedouci ke znacnym ztratim
a degradaci téchto sloucenin na nové chemické latky (Nankar et al. 2017; Eroglu et al. 2018;
Kaur et al. 2018; Song et al. 2020).
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3.1.1.1 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova (obrazek ¢. 2), strukturnim nazvem kyselina 4-hydroxy-3-
methoxyskoficova, je organickd sloucenina, patfici do skupiny fenolovych kyselin. Byla
izolovana z rostliny Loc¢idlo Certovo lejno (Ferula foetida) a jeji jméno byl odvozeno od
botanického nazvu pravé této rostliny (Kumar & Pruthi 2014). Tato kyselina tvoii dva
geometrické izomery. Trans-izomer je bila krystalicka latka, zatimco cis-izomer je zlutava
kapalina. Kyselina ferulova se vyskytuje hlavné jako trans-izomer (Schoenrock et al. 1997).

OH

H.CO B
° NS \O

HO

Obrazek ¢. 2: Vzorec kyseliny ferulové

3.1.1.1.1 Vyskyt

Kyselina ferulova je vSudypfitomnd pfirodni fytochemikalie obsazend v semenech
a listech rostlin. V bunétné sténé rostlin je vazand na polysacharidy, glykoproteiny,
polyaminy, lignin a hydroxyderivaty mastnych kyselin jako jejich postranni fetézec. V malém
mnozstvi ji najdeme i ve volné formé (Kumar & Pruthi 2014). V potrave je soucasti vlakniny,
kde je esterovou vazbou vazéna na hemicelulézy (Manach et al. 2005). Kyselina ferulova je
nejcastéj$i fenolova kyselina celozrnnych obilovin, takZe ji najdeme v obilnych zrnech
zejména pSenice, ovsa, jeCmene a Zita. Nachazi se v bunénych sténach plodin, jako jsou
kukufice, ryze, lusténiny, ofechy (arasidy), pomerance, jablka, hojna je také v kavé
a amarantu, kde hraje kli¢ovou roli v ochran& a skladovani rostlin (Zili¢ et al. 2011). Dale ji
najdeme ve Spenatu, rebarbofe, petrzeli a hroznech (Zdunska et al. 2018). Jako volna se
kyselina ferulova vyskytuje v pivu a bramborech (Manach et al. 2005).
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Tabulka ¢. 1: Vyskyt kyseliny ferulové (prevzato a upraveno z Kumar & Pruthi 2014)

Zdroj MnoZzstvi kyseliny ferulové (mg/0,1 kg)
Bambusové vyhonky 243,6
Sladka kukufice 42
Ryze 24
Celozrnné ovesné vlocky 25-52
Popkorn 313
Jablko 0,27-0,85
Kava 9,1-14,3
Testoviny 12
Cukrova fepa 800
Pomeran¢ 9,2-9,9

3.1.1.1.2 Vlastnosti

Kyselina ferulova je silny antioxidant a je schopna vyhledavat a zhaset Sirokou Skalu
volnych radikalt (kyslikovych, dusikovych, hydroxylovych) (Kumar & Pruthi 2014). Je
silngj$§im antioxidantem nez vitamin E, betakaroten a vitamin C. Kyselina ferulova totiz
zustava v krvi déle nez ostatni antioxidanty, lze tedy ocekavat, ze zlstane v téle dostate¢né
dlouho, aby pomohla udrzet volné radikaly. V kombinaci s vitaminem C a E pak vznika velmi
silny rostlinny antioxidant diky synergickému ptisobeni vSech tii antioxidanti (Srinivasan et
al. 2007; Kumar & Pruthi 2014). Kyselina ferulova neni jen lapa¢ volnych radikalt, ale také
inhibitor enzymd, které katalyzuji tvorbu volnych radikalt (Zdunska et al. 2018).

Vyznacuje se n€kolika biomedicinskymi ucinky, jako jsou napiiklad antialergicky,
Pouziva se také jako antitrombotikum (Kumar & Pruthi 2014). Diky Siroké Skéale svych
terapeutickych u¢inkd je uzitecna pii 1é¢bé onemocnéni plic, cukrovky, kardiovaskularnich
onemocnéni a rakoviny (Paiva et al. 2013). Dale poméaha snizovat cholesterol a zvySovat
zivotaschopnost spermii (Ou & Kwok 2004). Kyselina ferulovd ma nizkou toxicitu, takze se
muZe snadno vstfebavat a metabolizovat v lidském téle (Ou & Kwok 2004). Diky snadné
vstiebatelnosti zstava v krvi déle nez jiné fenolové kyseliny (Zdunska et al. 2018).

3.1.1.1.3 Vyuziti

Vyuziti kyseliny ferulové je velice rozsahlé. Je dilezita pii syntéze dalSich organickych
slouCenin, jako je vanilin, kurkumin, kyselina diferulova nebo kyselina sinapova (Kumar &
Pruthi 2014). Diky svym vlastnostem a nizké toxicit€¢ ma Siroké vyuZziti v potravindiském
a kosmetickém primyslu (Ou & Kwok 2004). V kosmetice se vyuziva jako fotoprotektivni
slozka télovych a opalovacich mlék (Kumar & Pruthi 2014). Kyselina ferulova se pouziva pro
ptipravu kosmetickych pfipravki s antioxida¢nim a¢inkem. Zpomaluje proces starnuti tim, ze
snizuje uinky poskozeni zplisobené volnymi radikdly na kitzi. Diky tomu chrani pokozku
pfed poskozenim od slune¢niho zafeni a napomahé k regeneraci posSkozené pokozky. Diky
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svym vlastnostem pomaha stabilizovat i ostatni slozky pfipravku, jako je napt. oxidacné
labilni vitamin C, a tim ¢ini jednotlivé slozky ucinnéjsi, odolngjsi a zvysuje tak G¢innost
celého piipravku (Srinivasan et al. 2007; Barberousse et al. 2008). Je vysoce G¢inna v boji
proti vraskam a proti stafeckym skvrnam, protoze chrani buiky pfed tzv. oxidacnim stresem.
V potravinarstvi se s ni mizeme setkat v konzervacnich Cinidlech. Diky svym jiz zminénym
vlastnostem je vyuzivana v Iékaistvi. Mizeme se s ni setkat ve form¢ dopliku stravy, kdy je
pouzita jako prevence pied riznym onemocnénim (Kumar & Pruthi 2014).

3.2 Travici trakt ¢lovéka

Pod pojmem preména latek a energie neboli metabolismus, rozumime v souhrnu
vSechny chemické zmény uvniti téla, zvlast€¢ v bunkach. Traveni je naproti tomu pouze
ptfipravny proces, ktery ma povahu z¢asti mechanickou a z¢asti chemickou (Wunderli 1973).
Mechanické rozmélnéni potravy zajistuji zuby a jazyk. SmrSténim svalG patra, hltanu
a jazyka je sousto oddéleno a posunuto do hltanu a polknuto. Jicnem je pak transportovano do
zaludku. Mechanické zpracovani pokracuje promichanim jiz polotekuté potravy v zaludku.
Pohyby zaludku a stiev je travenina nejen dokonale promichéana s travicimi Stdvami, ale je
také pomalu posunovana travicim systémem a travena. Chemickou stranku traveni
charakterizuje predevs§im produkce Stav zldzami traviciho traktu. Travici §tavy obsahuji
enzymy, latky bilkovinné povahy s katalytickou aktivitou (Dylevsky 2011). Zakladnimi
funkcemi traviciho traktu je traveni potravy a vstfebavani zivin. Kromé toho se travici trakt
podili také na zajiSténi dostate¢né ochrany organismu pied Skodlivymi latkami ¢i bakteriemi
Vv potravé (Mourek 2012).

PoZit4 potrava nemtiZze byt ve svém pfirozeném stavu zpracovana bunikami naSeho téla.
PfedevS§im neni mozné, aby se v tomto stavu dostala prostfednictvim stfeva do krevniho
reCiSté. Podstatou trdveni jsou tyto procesy: nejprve jsou pozité potraviny rozloZzeny na
jednotlivé ziviny a jejich slozky, a to do té miry, Ze mohou byt vstiebany do krve. Poté jsou
rozpusténé Ziviny a jejich slozky prostiednictvim stfeva pfevedeny do krevniho tecisté. Tento
proces nazyvame vstiebavani (resorpce) (Wunderli 1973). Z hlediska mechanismu jsou dva
typy resorpci: aktivni, ktera je typickd pro tenké stfevo, nebo pasivni resorpce, kterd je
omezena na volny prostup rozpusténych latek ptes builky sliznice vystylajici trubici traviciho
systému (Dylevsky 2011).

Travici systém tvoii dva druhy orgénti. Prvnim je travici trubice prochézejici od tstni
dutiny hrudni, bfiSni a panevni dutinou. Tim druhym jsou Zlazy pfipojené k travici trubici.
Kazdy oddil mé své drobné zlazky, ulozené pfimo ve sténé trubice. K travici trubici jsou
pfipojeny 1 velké samostatné zlazy: ptiuSni, podcelistni a podjazykova slinna 7l4za, slinivka
bfisni a jatra (Dylevsky 2011).

Tréavici trubice ma tyto tseky (obrazek €. 3): Gstni dutina, hltan, jicen, zaludek, tenké
sttevo (dvanactnik, la¢nik a kycelnik), tlusté stfevo (slepé stfevo, Cervovity piivések,
vzestupny tracnik, pficny tracnik, sestupny tracnik, esovity tranik a konecnik) (Dylevsky
2011).
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Obrazek ¢. 3: Travici trakt ¢lovéka

Gastrointestinalni trakt zacind dutinou ustni, kde jsou rozmélnény velké kusy potravy
a pomoci slin vylu¢ovanych tfemi pary slinnych 714z (pfiusni, podcelistni a podjazykova) jsou
1épe polykany. Zaroven sliny rozpoustéji nekteré z molekul potravy, které mohou reagovat
s chemoreceptory v Ustech a vedou tak ke vzniku chuti. Sliny obsahuji nékteré elektrolyty,
hlen pro lepsi prichod potravy, antibakterialni slouceniny, jako je thiokyanat a peroxid
vodiku, sekre¢ni imunoglobulin A, epidermdlni ristovy faktor a travici enzymy a-amylazu,
lipasu a kalikrein (Gelberg 2014). Dale ustni dutina (cavum oris) ptechazi v hltan (pharynx),
coz je trubice nalevkovité¢ho tvaru, komunikujici s otvory v pfedni stén¢ s nosni a Ustni
sousta ne$la Spatnou cestou, tj. aby jidlo nevniklo do pradusnice, poklada se piiklopka
hrtanové reflexné na pradusnici a uzavira ji (Wunderli 1973). Po spolknuti se rozmélnéné
sousto dostava do jicnu, ktery leZi za pradusnici. Jicen (oesophagus) je svalova trubice, ktera
spojuje hltan se zaludkem. Samostatnym otvorem v branici prochazi jicen do bfiSni dutiny,
kde se napojuje na prvni tsek zaludku (Dylevsky 2011).

Zaludek (gaster) je vakovity oddil travici trubice, leZici v horni tfeting biisni dutiny.
Jicen pfechazi do oddilu zaludku oznacovaného ¢eslo (cardia). Na ¢eslo navazuje vlastni télo
zaludku (corpus), které se doleva nahoru vyklenuje v klenbu (fornix). Dold a doprava se
zaludek zuzuje v trubicovity vratnik (pylorus) (Dylevsky 2011).
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V zaludku je potrava po urcitou dobu skladovéna, pfi¢emz je soucasné rozkladana na
mensi slozky (Liao et al. 2009). Zpracovani potravy v zaludku probihd mechanicky
a chemicky (ptisobenim zaludeéni §téavy). V zaludku dochazi denné k sekreci ptiblizné 2 litri
zaludec¢ni stavy. Ta je z velké Casti tvofena vodou, dale obsahuje kyselinu chlorovodikovou,
travici enzymy (pepsin, lipaza), chymozin a hlen. Ve stén¢ zaludku se tvoii 1 glykoprotein,
tzv. vnitini faktor, ktery ve stfevé umozfiuje vstiebavani vitaminu B, Kyselina
chlorovodikovd mé antibakteridlni u¢inek. Pomaha redukci zeleza v potravé z Fe** na jeho
Fe?* formu, ktera je snadno vstiebatelnid a podnécuje sekreci pankreatické §tavy a Zludi
(Mourek 2012). Sliznice zaludku je pokryta hlenem. Hlen je tvofen glykoproteinem mucinem,
ktery chrani sliznici pfed jejim natravenim koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou.
Smrstovanim hladké svaloviny se potrava v Zzaludku promichidva s hlenem, pepsinem
a kyselinou chlorovodikovou a vznikla travenina (chymus) pak tfizen¢ odchazi po ¢astech do
dvanactniku (duodena) (Ganong 2005).

V Zaludku zacind traveni bilkovin, pfi kterém travici enzymy pepsiny $té€pi peptidové
vazby. Pepsin je vylucovan v neaktivni form¢ jako proenzym pepsinogen a k jeho aktivaci
dochazi puasobenim nizkého pH v Zzaludku, které je zajiSténo piitomnosti kyseliny
chlorovodikové (Ganong 2005).

I kdyz se vétSina zivin vstiebava az v tenkém stieve, nékteré latky (voda, alkohol,
elektrolyty, n&které 1éky) se vstiebavaji uz v zaludku. Zaludek se miize znaéné roztiahnout,
a to az trikrat na velikost 4 litry. Potrava v zaludku zidstava ptiblizné 4 hodiny v zavislosti na
jejim sloZeni a mnoZstvi. Potrava s pfevahou sacharidl je v zaludku nejkratsi dobu, del$i dobu
vV ném je potrava bilkovinna a nejdéle v zaludku zUstavaji tuky (Marieb et al. 2017).

Dale se travenina piesouva do tenkého stieva, které tvoti az 75 % délky celé travici
trubice. Zde probiha dalsi chemicky rozklad potravy a vstfebavani zivin do lymfy a krve
(Trojan & Schreiber, 2002). Na chemickém traveni v tenkém stfevé se podili tim, Ze
produkuje stfevni S$tavu, a déale pankreas a jatra, jejichz vyvody odvadéji sekrety do
dvanactniku (Seliger et al. 1983). Stievo je také dulezité pro imunitni funkce (Liao et al.
2009).

Misto, kde prechazi zaludek v tenké stfevo, se nazyva vratnik (pylorus). Zacatek
tenkého stfeva tvofi dvanactnik (duodenum), nasledovany la¢nikem (jejunum) a kycelnikem
(ileum). Dvanactik je podkovité¢ ohnuty kolem hlavy pankreatu a usti do néj jiz zminény
pankreaticky a Zlu¢ovy vyvod. V laéniku je sliznice uspotddana v kruhovitych fasach, které
napomahaji promichavani stfevniho obsahu. V této c¢asti dochazi hlavné k traveni.
V kycelniku uz se zminéné fasy redukuji a zde se vsttebavaji Ziviny (Seliger et al. 1983). Cela
sliznice tenkého stfeva je pokryta tenkymi vybézky sliznice zvanymi klky, jimiz se podstatné
zvétSuje povrch sliznice. Klky se postupné zmensuji od proximélniho k distalnimu konci
tenkého stfeva a maji rizné tvary v riznych segmentech tenkého stieva (Bass & Wershil
2016). V Kklcich jsou bohaté rozvétveny krevni i lymfatické cévy, kterymi jsou odvadény
ziviny. Sliznici, tvofenou jednovrstevnym epitelem se stfevni obsah vstiebava. Mezi klky jsou
drobné stievni zlazky, které produkuji stievni stavu (Seliger et al. 1983).

V tenkém stievé se travenina promichava s travicimi $tadvami a zlu¢i a je dale
zpracovavana. Podili se na tom jak enzymy pankreatické Stavy (neutralizuje kyselost
traveniny ze zaludku a obsahuje enzymy, které Stépi tuky, cukry, peptidy a nukleové
kyseliny), tak enzymy, které jsou produkované samotnym tenkym stievem. Stfevni sekrece je
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vyvolavana mechanickymi vlivy traveniny na stievni sliznici nebo vlivem hormoni traviciho
traktu (sekretin, cholecystokinin). Vlastni sekret se sklddd z enzymd, vody, hlenu
a elektrolytti. Z enzymii se zde vyskytuji proteolytické enzymy (peptidazy), enzymy Stépici
cukry (sacharaza, maltaza, laktaza atd.), a také stfevni lipaza, popi. fosfolipaza (Mourek,
2012).

V tenkém stievé probiha traveni a vstiebavani sacharidi. Hlavnim polysacharidem je
rostlinny Skrob, ktery se sklada z amyldozy a amylopektinu. Glykogen je polysacharid
zivociSného puvodu, ktery je tvofen molekulami glukézy s rozvétvenymi fetézci pfipojenymi
a(1—6) glykosidovymi vazbami. Mezi dalsi sacharidy patii disacharid sachar6za a laktdza.
Enzym a-amyldza zpisobuje hydrolyzu vazby o(1—4), ¢imz vznikaji oligosacharidy, pfesnéji
disacharid maltoza, trisacharid maltotrioza a o-dextriny. Z kartaCového lemu enterocytd
tenkého stfeva se vylucuji oligosacharidazy, jako jsou napft. laktdza, sacharidaza, maltaza
aizomaltdza, které Stépi zminéné oligosacharidy. Laktaza S$tépi laktézu na glukozu
a galaktézu. Izomaltdza, maltdza a sacharaza Stépi maltézu a maltotriozu na molekuly
glukozy. Sachardza hydrolyzuje sachar6zu na molekulu glukézy a fruktdézy. Tyto vzniklé
jednoduché cukry jsou nasledné vstiebany do krve (Granger et al. 2018).

Pokracuje zde traveni polypeptidi, které vznikly Stépenim v zaludku. Ke Stépeni
dochazi pomoci plsobeni proteolytickych enzymi pankreatické a stievni Stavy.
Endopeptidazy, mezi které patii trypsin, chymotrypsin a elastaza $tépi vnitini peptidové
vazby. Trypsin je vyluCovan z pankratu jako neGéinny trypsinogen, tedy neplsobi na
samotnou zlazu. Cinnost trypsinu je aktivovdna enteropeptidazou, ktera méni new&inny
trypsinogen na trypsin. DalS§i S$tépeni obstardvaji exopeptidazy, tedy aminopeptidazy
a karboxypeptidazy, které odstépuji jednotlivé aminokyseliny z konce fetézcli. Aminokyseliny
uvolnéné z peptidd vstupuji do vratnicové Zily. Bilkoviny, které nebyly straveny nebo
zpracovany v tenkém stfeve, jsou rozlozeny v tlustém stfeveé ¢innosti bakterii (Silbernagl &
Despopoulos 2004).

Pankreaticka lipaza S$tépi tuky, ptesnéji triacylglyceroly, na glycerol a mastné
kyseliny. Tuky vSak musi byt nejprve emulgovany neboli rozptyleny v drobné kapénky.
Emulgovani nastava plisobenim Zluci, kdy soli Zlu¢ovych kyselin plisobi snizeni povrchového
napéti a tuk se rozptyli na drobné kapénky. Tim se znacné& zvétsi povreh a lipaza se dostava
rychleji k ¢asteCkam tuku. Po emulgaci dochdzi k enzymatické hydrolyze lipidovych estert.
Nésledné nastane pfeména ve vode€ nerozpustnych lipolytickych produkti na ve vodé
rozpustnou formu, kterd mize byt snadnéji absorbovana. Vzniklé mastné kyseliny a glycerol
se hromadi do struktur zvanych micely. Monoglyceridy a mastné kyseliny, které maji 10-12
atomt uhliku, difunduji pfes membranu a prostupuji ze slizni¢nich bunék rovnou do
vratnicové zily. Mastné kyseliny s vice nez 10—12 atomy uhliku jsou ve slizni¢nich buiikach
znovu esterifikovany na triacylglyceroly. Z triacylglycerolti a cholesterolu vznikaji vétsi
castice zvané chylomikrony, které pronikaji do krevniho obchu lymfatickymi cévami
(Caspary 1992).

Dale zde enzym nukledza Stépi RNA a DNA na jednotlivé nukleotidy. Ty se dale
rozkladaji piisobenim nukleotidazy na nukleosidy. Enzym nukleosidaza §tépi nukleosidy na
vysledné produkty, a to na kyselinu fosfore¢nou, dusikatou bazi a cukr (Cole & Kramer
2015).
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Na tenké stfevo navazuje ptes ileocekalni chlopen stfevo tlusté. Chlopen se otevira
pouze tehdy, kdyz je obsah tenkého stieva dostatecné natraven (Dylevsky 2011). Tlusté sttevo
(obrazek €. 4) je posledni ¢asti traviciho traktu. Méfi ptiblizn€ 150 cm a na rozdil od stfeva
tenkého jeho sliznice neobsahuje klky. Sténa tlustého stfeva je pomérné tenkd, protoze je
redukovéna piedevsim jeji svalova vrstava — podélna i cirkularni. Redukce podélné vrstvy se
projevuje vydutémi stény, neboli haustry. Ve sliznici je velké mnozstvi hlenovych zlazek,
které produkuji hlen chranici vnitini povrch stieva pii tvorbé a posunu odpadnich latek. Tlusté
stievo zacina slepym stfevem (caecum), ze kterého vystupuje Cervovity vybézek (appendix
vermiformis). Dale nasleduje vzestupny tracnik (colon ascendens), pti¢ny trac¢nik (colon
transversum), sestupny tracnik (colon descendens) a esovity tracnik (colon sigmoideum).
Nasleduje konec¢nik (rectum) a fitni otvor (Bass & Wershil 2016).

Tracnik pricny

Tracnik L
Tracnik

sestupny

Esovita klicka
Konecnik

Analni otvor

Obrazek ¢. 4: Tluste stievo

V tlustém stfevé se shromazd’uji nestravené zbytky potravy a obsah stfeva se zde
zahuStuje. Pohyby tlustého stfeva jsou podobné peristaltickym pohybim stfeva tenkého.
Z obsahu tlustého stieva se vstiebava hlavné voda, nékteré mineralni latky a cukry. Nejvice
vody se vstiebava ve vzestupném tracniku. K zahusténému obsahu se pfidava hlen, ktery
slepuje nestravené zbytky potravy (Dylevsky 2011).
traktu. Uvnitf tlustého stfeva se zvySuje bakteridlni diverzita od slepého stfeva, vzestupného
a pri¢ného tracniku k sestupnému tra¢niku a kone¢niku (James et al. 2020). Zbytky potravy se
ucinkem kvasnych a hnilobnych bakterii, které Ziji ve stfevni sliznici, zkvasuji a bilkoviny
podléhaji hniti. Bakterie kvasi tuky, cukry a téZce stravitelnou celulézu. Vznika tak alkohol
a plyny, jako jsou metan, vodik a oxid uhli¢ity. Hnitim bilkovin se vytvaii jedovaté latky,
naptiklad sirovodik, fenol a mastné kyseliny. Pfed uc¢inkem hnilobnych a kvasnych produktt
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chrani sliznici tlustého stfeva hlen, ktery zabranuje i jejich resorpci do krevniho ob&hu
(Dylevsky 2011).

Sténa gastrointestinalniho traktu je slozena ze 4 vrstev, a to sice z mukodzy (sliznice),
submukézy, vnéjsi a vnitini svalové vrstvy a serdzy (v dutin€ biisni) popiipad¢ adventicie
(V dutin¢ hrudni a panevni) (Bass & Wershil 2016). Svalova vrstva se sklada z vnéjsi podélné
a vnitini kruhové svaloviny. Na kolagen bohata submukéza a mukodza se nachazi uvnitt
svalové vrstvy. Dalsi tenka vrstva svalu — lamina muscularis mucosae, se vyskytuje témét po
celé délce traktu jako vn&jsi Cast sliznice. Kontrakce se v kazdé cCasti traktu znaéné lisi.
Pohyby stén béhem digesce a absorpce jsou vysledkem kontrakei dvou vrstev hladkého
svalstva. Stazeni podélné svaloviny zkrati stfevni stény, zatimco peristaltické stahy kruhové
svaloviny obsah pomalu posouvaji a promichavaji (Liao et al 2009). Epitel
gastrointestinalniho traktu je chranén sekreci hlenu. Funkci hlenu je usnadnovat klouzani
sttevniho obsahu, chranit sliznici pfed mechanickym poSkozenim i pfed pomérné silnymi
kyselinami vcetné vlastni HCI. Hlavni je vSak vytvafet ochrannou bariéru proti vlastnim
agresivnim enzymim. Tvorba a vyluCovani hlenu muze trvat nékolik minut az hodin,
Vv zavislosti na orgdnu a na situaci. Napf. invaze patogeny vyzaduje rychlou reakci epitelu.
Stejné tak se 1isi tloustka hlenovité vrstvy (Derrien et al. 2010). Hlenovou vrstvu miizeme
rozdélit na dvé ruzné vrstvy. Vngjsi vrstva je z velké Casti rozpustnd, neadherentni, a je
neustdle odstraniovana spolu s potenciondlné nebezpecnymi Ciniteli (napf. mikroorganismy
nebo viry). Vnitini vrstva neni rozpustna ve vodé, je adherentni, pevné piiléha k epitelu,
plsobi jako selektivni bariéra a umoziuje prichod pouze pro mensi molekuly. Spodni vrstva
neobsahuje témét Zadné bakterie, naopak vrchni vrstva je na mikrobiotu velmi bohata
(Hansson & Johansson 2010).

3.3 Mikrobiota traviciho traktu

Spolecenstvi mikrobtll je souhrnné oznacovano jako mikrobita. Mikrobiota je kriticka
pro mnoho aspektl zdravi a dysbidza, tedy nerovnovédha komenzald a patogenll je spojena
s mnoha chorobnymi stavy. SloZzeni mikrobioty na jakémkoli misté ve stfevech je urc¢eno
dostupnosti Zivin a kysliku a rychlosti pfenosu luminalniho obsahu. Imunitni systém stfev ma
symbioticky vztah s mikrobiomem a je zasadni pro udrZeni integrity epitelové bariéry (James
et al. 2020).

Lidska mikrobiota se sklada z mnoha druhi mikroorganismii, mezi né patii bakterie,
kvasinky, viry, plisn¢€ a archaea. V celé¢ délce gastrointestinalniho traktu dochazi k postupnym
zménam ve skladbé mikroorganismut (obrazek ¢. 5) (Hollister et al. 2014). Celkovy pocet se
odhaduje na 10*-10" mikroorganismii (Hansson & Johansson 2010). Pocet a sloZeni bakterii
se v jednotlivych Castech traviciho traktu vyznamné li§i. MnoZstvi bakterii v traktu roste
distalnim smérem. V Zaludku je jich nejméng, piiblizng 102 Od za&atku tenkého stieva se
pocet pohybuje kolem 10°, v distalni &asti kycelniku je jich 10'-10° a nejvice se jich
vyskytuje v tlustém stievé, kolem 10*-10% mikroorganismi (Patterson et al. 2016; Minalyan
et al. 2017). Divodem mensiho mnozstvi mikroorganismi v hornich ¢astech traviciho traktu
je pritomnost kyselin, Zlu¢i nebo sekretii pankreatu, které zabijeji pfitomné mikroorganismy
(Kumar Singh et al. 2019).
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Obrazek ¢. 5: Zastoupeni mikroorganismii v jednotlivych castech zazivaciho traktu (upraveno
a prevzato z Gorkiewicz & Moschen 2018)

Charakterizovat lidskou mikrobiotu 1ze pomoci nékolika parametrd, jako jsou napf.
bohatost, diverzita a rovnovaha mikroorganismi. Tyto parametry mohou napovidat, zda se
jedna o slozeni zdravého lidského mikrobiomu. Vyssi diverzita a bohatost bakterialnich druht
ve stfevé mize byt indikatorem zdravého mikrobiomu (Hollister et al. 2014). Proto u jedinct
s vice rozmanitym mikrobiomem lze pozorovat vyssi stabilitu nez u jedinct s nizsi diverzitou
(Flores et al. 2014).

Kazdy jedinec ma svou kombinaci ptevladajich druhti, protoze kazdy ma jedinecné
slozeni mikrobioty. Podle toho, jaké bakterie prevladaji, se lidsky mikrobiom de€li do
3 enterotypti. Pro enterotyp 1 je typickd pifevaha zastupci Bacteroides. Enterotyp 2 je
obohacen zejména zastupci Prevotella a enterotyp 3 je spojen se zastupci rodu Ruminoccocus.
Enterotyp 1 ziskdva energii ze sacharidii pomoci glykolyzy. Enterotypy 2 a 3 jsou spojovany
s degradaci mucinu (Arumugan et al. 2011).

3.3.1 Vyvoj mikrobioty

Strevni mikrobiota je u kojenct vice variabilni ve svém slozeni a méné¢ stabilni v case.
V prvnim roce zivota probihd v travicim traktu hustd kolonizace a vysledkem je smes

mikroorganismti velmi podobna smési mikroorganismi dosp€lého ¢loveka (Palmer et al.
2007).
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Prvotni intenzivni kolonizace stievniho prostiedi zavisi na zpusobu porodu. Po
vaginalnim porodu dochazi ke kolonizaci mikroorganismy nachazejici se v pochv¢, jako je
napiiklad Lactobacillus a Prevotella. Zatimco po cisafském fezu jsou novorozenci
kolonizovani zejména bakteriemi nachédzejicimi se na mat¢iné kiizi, mezi nejcastéjsi patii
rody Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium (Nibali & Henderson 2016).
Zpusob porodu ovliviiuje jak sloZzeni mikrobioty, tak na¢asovani kolonizace GIT (Palmer et
al. 2007).

Dalsim faktorem ovliviiujici stfevni kompozici je zpisob kojenecké stravy. Mateiské
mléko podporuje mnozeni vyvézené a rozmanité mikrobioty. Piikladem jsou oligosacharidy,
které plisobi na stfevni bakterie prebioticky a tim pfispivaji mnozeni prospésnych bakterii. Pti
kojeni matefskym mlékem prevlada v mikrobiomu rod Bifidobacteria, Lactobacillus
a Bacteroides, zatimco u nekojenych novorozencii jsou zde z vét$i Casti enterobakterie
a enterokoky. Dalsi slozky matetského mléka (laktoferin, defensiny) inhibuji patogeny
a prispivaji ke slozeni mikrobioty (Walker & lyengar 2015).

Vliv na stfevni mikrobiotu maji také antibiotika. Jejich podavani zplisobuje zménu ve
sloZzeni jednotlivych druhii bakterii ve stfevnim mikrobiomu, a diky tomu se mohou
vyskytnout rizna infek¢éni onemocnéni, astma nebo nadvaha (Walker & lyengar 2015).

Jakmile mikrobiom dosahne zralosti, ziistava vétSinou stabilni az do stafi. Lze ale najit
urcité rozdily mezi starSimi lidmi a mlad$imi dospélymi, napt. mensi variabilita. Starsi lidé
zaznamenavaji vyznamné snizeni bakterii rodu Bifidobacterium a nartst rodu Clostridium.
Tato zjiSténi mohou souviset s vétsim poctem nemoci u starSich osob a s 1éky pouzivanych k
jejich 1é¢be (Roca-Saavedra et al. 2018).

3.3.2 Strevni mikrobiota

Sttevni mikrobiota je velice dulezitd z hlediska spravného fungovani lidského
organismu. Mezi funkce stfevni mikrobioty muizeme zafadit ochranu stfeva pted cizimi
nezddoucimi mikroorganismy. Dale ma funkci metabolickou, kam patii fermentace
nestravitelnych zbytkd potravy. Dulezitou funkci je vliv na homeostdzu a imunitni systém
(Guarner & Malagelada 2003). Stievni mikroorganismy nam dale poskytuji dulezitou
fyziologickou funkeci, jakou je produkce vitamint (Hansson & Johansson 2010).

Stievni mikrobiota ¢loveéka je velmi rtiznorodd a sklada se z asi 1000 mikrobialnich
druhti obyvajicich GIT, které maji rtizné zastoupeni u kazdého jedince (Cardona et al. 2013).
SloZeni se mize ménit a je ovlivilovano fadou faktoril, mezi které patii zdravotni stav, uzivani
1€kt (antibiotika) a stravovaci navyky (Nibali & Henderson 2016).

V tenkém stieve, stejné jako v zaludku, se nachazi niz§i zastoupeni mikroorganismii,
z divodu kyselého prostiedi a také peristaltiky, ktera brani stabilni Kkolonizaci. Pocet
organismi na za&atku tenkého stieva se pohybuje kolem 10° KTJ/ml a postupné se zvysuje aZ
na 10® KTJ/ml. Vé&tsina mikroorganismi proto rad&ji osidluje tlusté stievo (Kumar Singh et
al. 2019). Mikrobiom tenkého stfeva je méné slozity nez u tlustého stieva a obsahuje vice
fakultativné anaerobnich bakterii (Hayashi et al. 2005). V prvni ¢asti tenkého stfeva jsou
pfitomni grampozitivni aerobové, zatimco na konci tenkého stfeva se vyskytuji pouze
grampozitivni anaerobové¢ a fakultativni anaerobové (Minalyan et al. 2017).
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V tlustém stfevé se nachazi vice nez 70 % bakterii kolonizujici lidské télo (ptiblizné
10" KTJ/ml). Tlusté stievo je hojnd osidlené diky piiznivym podminkam, jako je pomaly
transport zivin tlustym stfevem, dostupnost zivin a ptiznivé pH (Payne et al. 2011).
Pfitomnost bakterii ve stiev€ je ovSem vyhodna i pro hostitele, jelikoz néktefi zastupci
bakterii jsou schopni kédovat proteiny, jejichz funkce je dulezita pro zdravi hostitele. Mohou
to byt napt. enzymy, ale také n€které vitaminy (Nibali & Henderson 2016).

Tlusté stfevo disponuje bohatou mikrobiotou (obrazek ¢&. 6). Kmeny Firmicutes
a Bacteroidetes tvoii az 90 % stfevni mikrobioty. Kmen Firmicutes se sklada z mnoha rodu,
do nichz patii napt. Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus nebo Ruminococcus.
Kmen Bacteroidetes se sklada z rodu Bacteroides a Prevotella. Zbylych 10 % je tvoieno
pfedevsim kmenem Proteobacteria, Actinobacteria (patii sem rod Bifidobacterium),
Fusobacteria a Verrucomicrobia. Kmen Proteobacteria je nejvice zastoupen celedi
Enterobacteriaceae, do niz patii nejlépe znama Escherichia coli (Rinninella et al. 2019).

Prevotellaceas

Obrazek ¢. 6: Rozdelent nejcastéji se vyskytujicich kmenii strevni mikrobioty, kmenii
Firmicutes a Bacteroidetes (prevzato a upraveno z Rinninella et al. 2019)

Stovky gramt bakterii zijici uvnitf lumenu tlustého stfeva ovliviluji homeostazu
hostitele. Nékteré z téchto bakterii mohou byt potenciondlnimi patogeny a mohou byt zdrojem
infekce ¢i sepse za urcitych okolnosti, napt. pokud by doslo k funkénimu nebo fyzickému
poruseni stievni bariéry (Guarner & Malagelada 2003).
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3.3.3 Mikrobiota a polyfenoly

Biologicka dostupnost polyfenolli je ve srovnani s mikro- a makrozivinami nizsi
a zavisi na slozitosti jejich struktury a na stupni polymerace. Kvili horsi absorpci jsou
polyfenoly zadrZzovany v téle delsi dobu a diky tomu muze byt zvySen jejich pfiznivy ucinek
(Kumar Singh et al. 2019). Nizkomolekularni polyfenoly mohou byt snadno absorbovany
Vv tenkém stfevé, zatimco oligomery a polymery polyfenolii se mohou dostat do tlustého stfeva
témeét nezménény. Nevstiebané polyfenoly se mohou hromadit v lumenu tlustého stfeva
aspolu s konjugaty vyluCovanymi zluci jsou vystaveny stfevni mikrobioté. Mikrobiota
tlustého stieva je odpovédna za $tépeni pavodnich polyfenolovych struktur na fenolové
metabolity, které maji nizkou molekulovou hmotnost, jsou tudiz 1épe vstiebatelné a mohou
byt zodpovédné za GcCinky na zdravi spiSe nez piivodni slouceniny nalezené v potravinach.
Individualni slozeni mikrobioty mé& za nésledek rozdilnou biologickou dostupnost
a biot¢innost polyfenolil a jejich metabolitid. Polyfenoly ze stravy mohou sloZeni stievniho
mikrobiomu pozitivné ovlivnit (Cerda et al. 2005; Gross et al. 2010; Cardona et al. 2013).

Mezi polyfenoly a stievni mikrobiotou existuje vzajemny vztah, ktery je zalozeny na
tom, ze mikrobiota metabolicky transformuje polyfenoly a ovliviiuje jejich vstfebavani
a naopak polyfenoly a jejich metabolity plsobi na rust jednotlivych bakterialnich druht.
Tento vliv na rast a slozeni bakterii v tlustém stievé maji polyfenoly diky své prebiotické
funkci. Toto piisobeni je tizce spojené s chemickou strukturou polyfenold, s jejich koncentraci
a zalezi na daném typu bakterii. Konzumace potravin s obsahem polyfenolii zvySuje tvorbu
mikrobidlnich metaboliti, které jsou ndpomocné pii udrzovani stfevni homeostazy
a celkového zdravi stfevniho epitelu. VIiv polyfenolli na grampozitivni bakterie je
intenzivnéj§i neZ na gramnegativni, coz je pravdépodobné zplsobeno odliSnou stavbou
bunéc¢nych stén (Cardona et al. 2013; Valdés et al. 2015; Kumar Singh et al. 2019).

3.3.3.1 Transformace polyfenoli

Polyfenoly se v rostlinach a potravinach vyskytuji predevsim jako O-glykosidy. VétSina
téchto glykosidl je hydrolyticky pfeménéna na biologicky dostupnéjsi aglykony v kyselém
prostiedi zaludku, mukoéze tenkého stfeva a pomoci mikroorganismt tlustého stieva (Stevens
& Maier, 2016). Bylo odhadnuto, Ze 5-10 % celkového piijmu polyfenoli je absorbovano
Vv tenkém stieve. Zbyvajicich 90-95 % ptijatych polyfenoli je absorbovéano ve stieve tlustém,
kde jsou vystaveny enzymatickym aktivitam stfevni mikrobioty (Cardona et al. 2013). Po
absorpci v tenkém stfevé mohou byt latky podrobeny biotransformaci Faze I a Faze II
V enterocytech a poté v hepatocytech, kde vznikaji ve vodé rozpustné konjugované metabolity
a poté jsou uvolnény do systémového obchu, distribuovany do organa a vylouceny. Faze I je
metabolicka dréha, ktera zahrnuje oxidaci, redukci a hydrolyzu (Kumar Singh et al. 2019).
Féaze 11 zahrnuje glukoronidaci a sulfataci. Konjugace latek prostfednictvim téchto reakci
zvysuje jejich polaritu a rozpustnost ve vodé, coZ napomahé ke kone¢nému vylouceni z téla.
Latky, které unikly intestinalnimu metabolismu, jsou metabolizovany jatry pomoci raznych
reakci (oxidace, metylace, hydrolyza) a nasledné vyluovany zlu¢i (Gao & Hu 2010).

Latky, které se nevstiebaly v tenkém stfeveé, pokracuji do tlustého stieva, kde jsou, jak
uz bylo zminéno vySe, transformovany a degradovany stievni mikrobiotou. Mikrobiota
pfitomna v tlustém stievé vytvari enzymy, jez se podileji na deglykosylaci, dehydroxylaci
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a demetylaci. Diky témto reakcim vznikaji nové produkty, které jsou ndsledné¢ z téla
vylouceny moci a stolici (Pathak et al. 2018).

3.4 Metabolismus kyseliny ferulové

K tvorbé kyseliny ferulové v rostlinach (Obrazek ¢. 7) dochazi ze dvou klicovych
aromatickych sloucenin, kterymi jsou L-fenylalanin a L-tyrosin. Nejprve se fenylalanin
atyrosin pfeméni na kyselinu skoficovou a p-kumarovou pomoci enzymi
fenylalaninamoniumlyazy a tyrosinamoniumlyazy. Kyselina p-kumarova se pak ptevede na
kyselinu ferulovou hydroxylaci a metylaci (Graf 1992).
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Obrazek ¢. 7: Syntéza kyseliny ferulové a pribuznych sloucenin v rostlinach (upraveno a
prevzato z Zhao & Moghadasian 2008)

Jak uz bylo zmin€no, prevazna Cast kyseliny ferulové se vyskytuje ve vazené formé¢ na
polysacharidy nebo proteiny. Tato vdzand forma nemulzZe byt absorbovéana sténou traviciho
traktu. Vazby je nutné rozstépit a volna kyselina ferulova se dostane do lumenu stfeva, kde je
absorbovana a dale metabolizovana (Ou & Kwok 2004). Nékteré feruloyl monomery
a oligomery se hydrolyzuji v tenkém stfevé, zatimco jiné formy se hydrolyzuji az ve stfevé
tlustém pﬁsobenim stievni mikrobioty (Obrazek V. 8) (Zhao & Moghadasian 2008)

vvvvvv
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z ptivodnich sloucenin nebo z potravin mikrobidlnimi cinnamoyl esterazami. Tyto cinnamoyl
esterazy se nachazeji hlavné v lumenu tlustého stieva, pouze malé mnozstvi je pak v sliznici
tenkého stfeva nebo v pankreatickych sekrecich (Couteau et al. 2001). Kyselina ferulova je
metabolitem kyseliny kdvové a po jeji metylaci katechol-O-methyltransferazou je vylu¢ovana
zpét do lumenu stievnimi bunkami (Lafay et al. 2006). Jelikoz kyselina kdavova mize byt
uvolnéna aktivitou mikrobialni esterazy z chlorogenové kyseliny, muze se diky tomu kyselina
ferulova vyskytovat v tlustém stfevé po poziti jakéhokoli zdroje kyseliny chlorogenové
(Poquet et al. 2008).

Kyselina ferulova se v epitelu stfeva pfeménuje na fadu metabolit, mezi které patii sulfat
ferulové kyseliny, kyselina hydroferulova, kyselina m-hydroxyfenylpropionova, feruloyl
glukoronid, sulfoglukuronid ferulové kyseliny (hlavni metabolity v plazmé a mo¢i potkanit),
diglukuronid ferulové kyseliny, feruloylglycin, kyselina vanilova a vanilloylglycin. Hlavni
metabolickou cestou kyseliny ferulové in vivo je konjugace s kyselinou glukuronovou nebo
siranem. Konjugace probihd hlavné v jatrech prostfednictvim aktivit sulfotransferaz
a glukuronosyltransferdz. Dale probiha zcasti ve stfevni sliznici a ledvinach. Konjugace
kyseliny ferulové zavisi na jeji davce, protoze velmi vysoké davky mohou saturovat
konjugacni enzymy, coz vede k akumulaci volné kyseliny ferulové v plazmé. Mala cast
kyseliny ferulové mize byt metabolizovana pomoci B-oxidace v jatrech. Dale je kyselina
ferulova metabolizovana stievni mikrobiotou na kyselinu hydroxyfenylpropionovou redukci,
demetylaci a dehydroxylaci. Metabolity stejné jako nezménénd volnd kyselina ferulova

cirkuluji v obéhovém systému a dostdvaji se do mnoha orgéanil vcetné jater, stfev, sleziny,
ledvin a plic (Zhao & Moghadasian 2008).
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Obrdazek ¢. 8: Metabolické drahy kyseliny ferulové (upraveno a prevzato z Zhao &

Kyselina ferulova je nejcastéji transportovana pasivni difuzi. Ta je spiSe transceluldrni
nez paracelularni, i pfestoZe kyselina ferulova neni omezena t€snymi spoji a neni zavisla na
jejich tésnosti. Kromé pasivni transecularni difuze mize byt kyselina ferulova dale pirendSena
usnadnénym transportem. Oba tyto mechanismy poskytuji volnou kyselinu ferulovou na
serozni strané sliznice, pouze s malym mnozstvim konjugovanych forem. Nejdostupnéjsi
formou pro pruchod stievni bariérou v téle je volna forma kyseliny, ale také malé procento
konjugatt. Volnd 1 konjugovana forma pak miize byt dale metabolizovéna jatry (Poquet et al.
2008).
Na dostupnosti, absorpci a nasledné interakci s cilovymi tkanémi zévisi antioxidacni
aktivita kyseliny ferulové. Je biologicky dostupnéjsi nez jiné flavonoidy a v krvi ziistava delsi
dobu nez jiné antioxidanty. Za normalnich podminek vstupuje 56,1 % perfundované kyseliny
ferulové do enterocytli a dochazi zde ke konjugaci kyseliny ferulové. Vysledné metabolity
opoustéji stievni builkky smérem k serdzni stran€ sliznice, protoze v lumenu stieva nejsou
detekovany Zzadné konjugované formy. Za téchto podminek je 56,1 % perfundované kyseliny
ferulové, coz je mnozstvi odpovidajici absorpci, vylou¢eno mezenterickou Zilou do plazmy

Moghadasian 2008)
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jako konjugovany derivat. Cast (pfiblizng 6 %) vstupuje do hepatocytl a je vyloudeno Zludi.
Zbytek je distribuovan do perifernich tkani a mize vykazovat biologické ucinky (Srinivasan
et al. 2007).

3.5 Invitro modely travici soustavy

Lidské traveni je slozity proces, pii kterém dochdzi k riznym enzymatickym,
chemickym a mechanickym procestim. Nejpfesnéjsim zpiisobem studia téchto procesii jsou
in vivo experimenty na lidech a stanoveni nejriznéjSich biologickych dostupnosti potravin.
Tento typ studii mé fadu nevyhod, mezi které patii etickd omezeni, potize s interpretaci dat
a vysoké naklady na vybaveni a praci. Z tohoto divodu jsou vyvijeny systémy traveni
in vitro, abychom mohli pfedpovidat chovani potravin béhem traveni a vstiebavani in vivo.
Modely in vitro jsou lépe reprodukovatelné a umoziuji lepsi kontrolu. Jsou to rychlé
a jednoduché metody vyzadujici pouze materidly dostupné v laboratofi a proto jsou relativné
levné a nakladové efektivni a také ndm umoznuji zmenseni velikosti vzorku. Na druhou
stranu vysledky modeli traveni in vitro se Casto lisi od vysledki zjisténych pii pouziti metod
in vivo vzhledem k obtiZznosti napodobeni fyzikalné-chemickych a fyziologickych procest,
které probihaji v lidském nebo zvifecim téle. Klicovym prvkem je pouzivani realistickych
travicich systému, aby byly vysledky srovnatelné s tdaji v in vivo (Hur et al. 2011; Alegria et
al. 2015; Gim-Krumm et al. 2018).

Mezi nejjednodussi in vitro modely pro napodobeni traveni patii statické metody.
Statické metody, nazyvané také biochemické metody, nenapodobuji fyzikalni procesy jako je
napf. peristaltika nebo michani, ale pouze simuluji podminky tradveni podobné tém v lidském
téle. Statické modely jsou uzitecné hlavné v ptipade, Ze se jednd pouze o omezenou oblast
traveni, napt. zaludecni nebo stievni, ale jsou méné pouzitelné ve studiich celkového traveni.
Tyto metody lze vyuzit k vyhodnoceni podminek trdveni nebo pozitivniho ¢i negativniho
vlivu potravin. Dale muZeme posuzovat sloZeni potravin a zpracovani potravin. Statické
modely se vyuzivaji pfedevSsim k vyzkumu traveni jednoduchych potravin nebo jejich
jednotlivych slozek (Alegria et al. 2015).

Navzdory potencidlu a Siroké pouZitelnosti vSak statické metody nedokaZi napodobit
dynamické prostfedi traviciho traktu (absorpce, sekrece, peristaltika, vyprazdiiovani),
a funguji hlavné tak, ze simuluji biochemické procesy GIT. Z tohoto divodu byly vyvinuty
dynamické modely. Ptizptisobeni, pieziti a Sifeni in vivo ziskané stfevni mikrobioty v téchto
in vitro modelech jsou zavislé na prostiedi a riznych parametrech (pH, Cas, teplota, pratokova
rychlost) (Alegria et al. 2015). Dynamické modely fermentace jsou jednostupfiové nebo
vicestupnové systémy a vyuzivaji se pro dlouhodobé studie. VétSina dynamickych modelt
jsou vicestupnové a skladaji se z vice spojovacich nadob. Naptiklad pfi napodobeni
proximalni, pfi¢né a distalni oblasti tlustého stfeva jsou zapojené 3 chemostaty do série.
Atmosféru zde napodobujeme stiikdnim davek N, a O, N je vyhodnéjsi nez CO,, protoze
muze ovlivnit pH. Prvni naddoba je charakterizovdna mirn¢ kyselym prostfedim s vysokym
obsahem Zivin zpusobujici vyssi hustotu mikrobioty podobné proximalni ¢asti tlustého stfeva.
Ostatni ¢asti se vyznacuji neutralnim pH a menSim mnozstvim Zivin (Payne et al. 2011;
Nissen et al. 2020).
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TIM (TNO in vitro model of the gastrointestinal tract) je model navrzeny k simulaci
dynamickych podminek (slozeni travici tekutiny, hodnoty pH nebo odstraiiovani vody
a metaboliti) v lumenu traviciho traktu bchem transportu a trdveni potravy. Bé&hem
postupného transportu skrz jednotlivé Casti traviciho traktu je potrava vystavena rtiznym
meénicim se podminkam v diisledku postupného vylucovani zazivacich tekutin a vstiebavani
vody a zivin (Minekus 2015).

TIM-1 je nejcastéji vyuzivanym typem TIM, ktery se skladd ze 4 oddilt: zaludek,
dvanactnik, la¢nik a kyc¢elnik. Tyto oddily jsou tvofeny vnéjsim sklenénym obalem a vnitini
flexibilni silikonovou sténou. Prostor mezi vnitini a vnéjsi sténou je naplnén vodou, kterou se
fidi teplota uvnitf a tlak vody simuluje peristaltické pohyby. VSechny Ctyfi casti jsou
propojeny uzaviratelnymi ventilovymi Cerpadly, jez fidi prichod traveniny. Michani obsahu
Vv jednotlivych oddilech je zajisténo stiidanim tlaku a pruznymi sténami a transport traveniny
je regulovan ventily. V oddilu zaludku je hodnota pH fizena piidavanim kyseliny
chlorovodikové a ve zbylych castech hydrogenuhli¢itanem sodnym. Produkty trdveni jsou
odstraiiovany dvéma zpiisoby. Ve vod¢ rozpustné produkty jsou odstraniovany dialyzou pies
membrany. Lipofilni produkty nemohou byt odstranény témito membranami, protoze jsou
zabudovany do micel, které jsou pfili§ velké na to, aby proSly membréanou. Lipofilni produkty
jsou proto odstranovany pies filtr (Minekus 2015).

DGM (The Dynamic Gastric Model), neboli dynamicky model Zaludku, byl navrzen pro
in vitro simulaci in vivo procesu traveni potravy v zaludku. Jedna se o pocitatem ftizeny
model zaludku, ktery simuluje jak biochemické, tak mechanické procesy, které v zaludku
probihaji béhem traveni v redlném case. Mechanismus DGM Ize rozdélit do dvou krokd. V
prvnim kroku dochazi k napodobeni nehomogenniho promichani potravy v zaludku
prosttednictvim kontrakci v ndlevkovité ¢asti oznacené jako fundus. Kontrakce jsou
vyvolavané tlakem vody obklopujici prostor mezi vnéj$i a vnitini sténou horni C¢asti.
Maximalni kapacita (800 ml) fundu byla zvolena tak, aby odpovidala objemu Zaludku po
piijeti velkého jidla. Z davkovace plovoucim na hladiné jsou do fundu pfidavany Zaludecni
Stavy a enzymy. V druhém kroku dochazi k pfesunu potravy do ¢asti nazyvané antrum.
Antrum se skladd z pistu a barelu, jez svymi pohyby zajiStuji mechanické rozmélnéni
potravy, pruchod a vylouceni trdveniny pies elastickou membranu (Thuenemann et al. 2015).

V DGM nejsou sily uplatiované k rozmélnéni c¢astic shodné s mechanismem
zaludec¢nich kontrakci, proto byl vyvinut in vitro model zaludku HGS (The Human Gastric
Simulator), ktery by mél 1épe napodobovat peristaltické kontrakce, sekrece zaludku
a vyprazdiiovani. Tento model je tvofen valcovitou, dole zizenou latexovou nadobou
a soustavou valeckil simulujicich kontinualni kontrakce Zaludecni stény. Tento model ma
realisticky pfiblizovat in vivo sily pasobici na potravu v zaludku. Navic sitovina z polyesteru
o velikosti ok 1,5 mm umisténd do latexové nadoby napodobuje efekt vratniku, kterym
prochazi pouze voda a malé castice. Do latexové komory je pomoci plastovych trubicek
dodévéana simulovana zalude¢ni §tdva. Dopliiovani §tav zajist'uje peristaltické cerpadlo. Cely
model je uzavien v plastové pé€nové komoie kvili vytvofeni a udrzeni spravné teploty
(37 °C). Uvniti komory jsou nainstalovany dvé 60 W zarovky, které slouzi jako zdroj tepla
a termostat fidici zapnuti a vypnuti zarovek (Ferrua & Singh 2015).

ARCOL (uméglé¢ tlusté sttevo) je fermentacni model, ktery napodobuje procesy tlust¢ho
stfeva a snazi se zajistit co nejpresnéjsi podminky (pH, teplota, pfitomnost mikrobioty atd.),
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které ve stievé jsou. Cerstvé vzorky stolice zdravych dobrovolnikii jsou smiseny s fosfatovym
pufrem, filtrovany pfes dvojitou vrstvu gazy a nasledné¢ se tento filtrat naockuje do
fermentoru. Do ARCOL bioreaktoru se ptidava kultivaéni médium, které napodobuje slozeni
sttevnich tekutin a zaroven se priabézn¢ odebira filtraéni medium. Konstantni teplota a pH se
udrzuje pridavanim NaOH a zahtivanim vodniho plasté. Je zde pfitomny dialyzacni systém,
ktery vyuzivd membrany z dutych vldken a udrzuje vhodné koncentrace -elektrolytt
a metabolitd (Dupont et al. 2019).

SHIME (simulator mikrobidlniho ekosystému lidského stfeva) je pocitacové fizeny
model simulujici mikrobidlni prostfedi a fyziologii traviciho traktu. Skladd se ze zaludku,
tenkého stfeva, vzestupného tracniku, pifi€ného tracniku a sestupného tracniku, pticemz do
prvnich dvou ¢asti je privadéno pomoci ¢erpadel médium. Do zaludku je ptivadén pepsin a do
tenkého stfeva pankreatické enzymy a zlu€. Po traveni v zaludku a tenkém stfevé se trdvenina
cerpa do vzestupného tracniku, kde pokracuje traveni v tlustém sttevé. U poslednich tii ¢asti
modelu je za stalého michani regulovano pH a objem, aby se co nejvice podobaly in vivo
podminkam v riznych castech traviciho traktu. Dojde k naockovani fekdlni mikrobiotou
apoté dojde ke stabilizaci mikrobidlni komunity, ale sloZeni a funkénost mikrobioty je
Vv poslednich 3 ¢astech odlisna. Vyhodou tohoto modelu je, Ze jako jeden z mala zahrnuje cely
tracici trakt (Van de Wiele et al. 2015).

Simgi (simulator traviciho traktu) zahrnuje 5 vzajemné propojenych oddild — Zzaludek,
tenké stfevo a tfi ¢asti tlustého stfeva. Tyto oddily uréené pro traveni (zaludek a tenké stievo)
a fermentaci (tlusté stfevo) mohou fungovat bud’ spole¢né€, nebo mohou tyto procesy probihat
nezavisle. Zaludek se sklada ze dvou valcovych plastovych prihlednych modulii obklopenych
silikonovou sténou. Probiha zde michéni potravy pomoci peristaltickych pohybii. Ty jsou
vytvareny zménami tlaku vody, kterd proudi mezi silikonovou a plastovou ¢asti. Obsahuje
postranni otvory pro vstup potraviny, Zalude¢ni $tadvy a kyseliny chlorovodikové. Tenké
sttevo je sklenéna dvouplaStova nadoba, kde se pfijaty obsah ze zaludku promichava
s pankreatickou $t'avou a Zluci. Po procesu traveni je obsah veden do tlustého stieva. VSechny
tfi oddily tlustého stfeva maji stejnou stavbu jako stievo tenké. Hodnoty pH se zde fidi
pridavanim NaOH a kyselinou chlorovodikovou (Barroso et al. 2015).

Pro mikrobidlni metabolismus tlustého stieva se vyuzivaji fekélni fermenta¢ni modely.
Modely fermentace se skladaji z chemostatl, kdy kazdy je naockovany fekalni mikrobiotou
Vv zivném mediu a jsou provozované za fyziologickych podminek (teplota, pH, retencni cas,
kultiva¢ni médium a anaerobni prostiedi) (Payne et al. 2011). Fermentor byva nejcastéji
udrzovan na teploté 37 °C. Anaerobni podminky byvaji udrzovany kontinualnim tokem CO,
Chceme-li minimalizovat zne€iSténi substratu, jsou Casto vzorky stolice odstiedény, aby se
zbavily velkych ¢astic. Navic fermentace fekalniho inokula v médiu usnadni adaptaci fekalni
mikrobioty v experimentalnich podminkach konkrétni oblasti stteva (Cinquin et al. 2004).

Slozitost modelll se zvysuje S poctem soucasné provozovanych chemostati. Chemostaty
od mensich po vétsi jsou zarazeny do série, aby dochézelo k postupnému dopliovani média.
Zahrnuji rust Cisté nebo smiSené bakteridlni suspenze v médiu. U davkovych fermentacnich
modeld probihd bez pfidani zivin. Jsou to uzaviené systémy zahrnujici uzaviené lahve
obsahujici suspenze fekalniho materidlu, udrzované za anaerobnich podminek (Payne et al.
2011). Davkové fermentacni modely, které patii k nejjednodus$sim modelim, jsou omezeny
na experimenty kratkodobé fermentace. Naopak kontinualni systémy mohou byt provozovany
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po delsi dobu, typicky 2—4 tydny, za podminek pseudo-ustaleného stavu (Berner et al. 2013).
Mikrobialni rist v téchto systémech zavisi na hustot¢ okovani a mife vycCerpani substratu.
Naockované systémy s nizkou hustotou bunék pti pocatecni hojnosti pfistupu zivin, ktery se
postupem casu vycerpavd a spoletn¢ s hromadénim toxickych produkti ma za nasledek
zastaveny rust. Experimenty, jako jsou mikrobidlni metabolicka modulace a hodnoceni
mikrobidlni komunity, vyzaduji kontinualni dopliiovani substratu, protoze vy¢erpani substratu
omezuje provozni dobu fermentaci a brani udrzovani ustalenych podminek in vitro (Payne et
al. 2011).

Médium vyuzivané ve fermentacnich modelech se skldda z proteinovych substratl
(kasein a pepton), komplexnich sacharidtl (pektin, xylan, arabinogalaktan a rezistentni skroby)
a smesi soli a vitamint (Gibson et al. 1988). Médium muze dale obsahovat napt. zalude¢ni
mucin, trypton, guarové gumy, inulin, galaktooligosacharidy, kvasnicovy extrakt nebo
galaktonovou vodu (Newton et al. 2013).

Naockovani a kolonizace fermentacnich systému in vitro ovliviiuje reprodukovatelnost
studii. Vé&tSina in vitro fermenta¢nich modelt je naockovana kapalnou fekalni suspenzi od
jednotlivce nebo smisenou stolici od nékolika darct. V poslednim ptipadé se vzorky pouZiji
k naoc¢kovani vsadkového fermentoru k vyrobé standardizovaného inokula, které se skladuje
zmrazené. NaocCkovani tekutou fekalni suspenzi vede k vytvoreni kiehké komunity kvuli
nedostatku biofilmovych stavii bakterialnich populaci ve spojeni s kontinudlnim vymyvanim
méné kompetitivnich bakterii. Aby se tento problém vyftesil, byl vyvinut proces imobilizace
pro zachyceni fekalni mikrobioty ve smiSenych gelovych kuli¢kach xanthan-gellanové gumy,
aby byla zachovana mikrobialni diverzita po dlouhou dobu kontinuélnich fermentaci tlustého
stieva a bylo dosaZeno podobné vysokych hodnot hustoty bunék jako v tlustém stievé. Pouziti
imobilizované fekalni mikrobioty umoZiluje vytvafet samostatné kontinualni fermentacni
systémy charakterizované¢ dlouhodobou funk¢nosti. Je mozné stabilné a reprodukovatelné
kultivovat slozité intestindlni komunity ve vice reaktorech, coZ umoZiuje pararelni studium
riaznych oSetfeni ve srovnani s kontrolnim reaktorem. Aby se usnadnila reprodukovatelnost
experimentl, nejnovejsi vyvoj se zaméfuje na inokulaci fermentacnich modelti definovanymi
populacemi lidskych stfevnich mikroorganismi pfedstavovanych béznymi populacemi
sacharolytickych a amino kyselin fermentujicich v tlustém stfevé (Berner et al. 2013;
Verhoeckx et al. 2015).

Slozeni vzorkl stolice je velice variabilni a jsou zde velké individualni rozdily
vzhledem k rozdilnému veku, pohlavi, stravé nebo etnickému plvodu. Nejde pouze
0 variabilitu mezi jednotlivci, ale v rdmci jednoho darce muZe €as piispét k odliSnému sloZeni
mikrobioty a metabolické aktivity (Pham & Mahojeri 2018).

Tyto modely se vyuzivaji k dosazeni slozitosti skute¢né in vivo situace.
Experimentovani v téchto modelech je téméf neomezené a mizeme vyhodnocovat jednu nebo
vice slozek stravy a jejich dopad na jednotlivé stfevni populace a nasledné zmény jejich
metabolismu (Payne et al. 2011).
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4 Metodika
4.1 Chemikalie

NH4HCO;, NaHCO;, NaHPO,*2H,0, KH,PO,, MgSO,4*7H,0, CaCl,*2H,0,
MnClI,*4H,0, CoCl,*6H,0, FeCl3*6H,0, trypton, glukdza, maltoza, resazurin, hemin, vitamin
K1, 1M NaOH, Na2S*9H,0, plynny dusik, 6M HCI, cystein hydrochlorid, kvasnicovy
extrakt, kyselina  ferulovd, dimethylsulfoxid (DMSO), azid sodny (NaN3),
3-trimethylsilylpropionan sodny (TSP), 1.5M fosfatovy pufr.

4.2 Fermentace

4.2.1 Fermentaéni médium

Fermenta¢ni médium bylo pfipraveno z 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukozy, 1,125 g
maltdzy, 2,25 g kvasnicového extraktu, 50,7 ul vitaminu K1 (0,5 mg/l) a 5,07 mg heminu
(5 mg/1) rozpusténych v 450 ml destilované vody. Dale z 112,5 pul mikromineralniho roztoku
(2,5 g CaCly, 2,5 g MnClI,*4H,0, 0,25 g CoCl,*6H,0, 1,25 g FeCls, doplnéné destilovanou
vodou do objemu 25 ml a skladované pfi teploté 4 °C po dobu maximaln€ 2 mésictt), 225 ml
makromineralniho roztoku (5,7 g NayHPO, 6,2 g KH;PO4 0,3 g MgSO4, doplnéné
destilovanou vodou do objemu 1 litr, skladované pii teplot¢ 4 °C po dobu maximalné
1 mé&sice), 225 ml COjs pufrovaciho roztoku (4 g NH;HCO3; 35 g NaHCO; doplnéné
destilovanou vodou do objemu 1 litr a skladované pfti teplot¢ 4 °C po dobu maximalné
1 mésice) a 1,125 pl 0,1% roztoku resazurinu.

4.2.2 Redukéni roztok

Redukéni roztok byl pfipraven z 312,5 mg cystein hydrochloridu, 2 ml 1M NaOH,
101,5 mg Na;S a 50 ml destilované vody. Byl vzdy ptipravovan Cerstvy pied experimentem.

4.2.3 Sodno-fosfatovy pufr

Sodno-fosfatovy pufr vznikl smichanim 1/15M KH,PO,4 a 1/15M Na,HPO, (pH 7 pii
teploté 20 °C). Tento pufr jsme nasledné skladovali pii teploté¢ 4 °C po dobu maximalné
1 mésice.

4.2.4 Odbér a priprava vzorki stolice

Vzorky stolice byly odebrany od 20 zdravych dobrovolniki dvou vékovych skupin (do
45 let a nad 70 let). Dobrovolnici byli bez dietnich omezeni a travicich obtizi. Odbér prob&hl
do jednordzovych sad a vzorky stolice byly uzavieny do sacku s anaerogenem (Biomérieux,
Lyon, Francie). Nasledné byly zpracovany do 2 hodin od odbéru. Vzorek cerstvé stolice
(24 g) od darce byl spole¢né¢ homogenizovan se sodno-fosfatovym pufrem (75 ml) ve
stomacheru (Laboratory Blender, Stomacher® 400 Circulator, EU) a nasledné ptefiltrovana
pte nylonovy filtr. Vysledna fekalni smés méla koncentraci 24 %.
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4.2.5 Priprava 96-jamkovych deep-well desticek

Sodno-fosfatovy pufr a fermentaéni médium byly pfivedeny na 7 minut k varu
anasledné zchlazeny na teplotu 37 °C za stalého piistupu dusiku. Pomoci 6M HCI bylo
upraveno pH na 7. Do 96-jamkovych deep-well desticek bylo napipetovano 835 pl
fermentaéniho média a 40 pl redukéniho roztoku. Nasledné byly desticky zatavené do
vakuovacich pytlikii spolu s anaerogenem. Takto piipravené desticky byly uchovany piti 4 °C
do dal$iho dne.

4.2.6 Priprava roztoku kyseliny ferulové

Zasobni roztok kyseliny ferulové o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
v DMSO. Pracovni roztok byl vytvofen rozpusténim 500 pl zdsobniho roztoku kyseliny
ferulové v 2000 pl fermentacniho média. Koncentrace kyseliny ferulové v pracovnim roztoku
odpovidala 2 mg/ml.

4.2.7 Proces fermentace

Do desticek ptipravenych z ptedchoziho dne bylo pfidano 100 pl fekalni suspenze,
nebo sodno-fosfatového pufru pro kontrolni vzorek a 25 ul roztoku kyseliny ferulové
(kone¢na koncentrace 50 pg/ml ) nebo DMSO jako kontrola. Opét byly desticky zatavené do
vakuovacich pytlikid spolec¢né s anaerogenem a umistény do inkubatoru (37 °C, 100 rpm).
Vzorky byly postupné odebirany z desticek v casech 0, 2, 4, 8 a 24 hodin. V té€chto ¢asech
bylo do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf z kazdé jamky odebrano 950 pl vzorku a smiseno
s50 pl azidu sodného (finalni koncentrace NaNj3 ve vzorcich byla 1,5 mg/ml). Takto
pfipravené vzorky byly skladovany pti -80 °C az do konetné analyzy a skladovany
V termostatu pii teploté 37 °C v anaerobnim prostiedi.

4.2.8 Priprava vzorki pro NMR analyzu

Pfed vlastnim meéfenim byly vzorky rozmrazeny za pokojové teploty, nasledné
zhomogenizovany na vortexu a zcentrifugovany (4 °C, 15000 rpm, 10 min), abychom oddélili
pevnou a kapalnou fazi. Poté bylo odebrano 600 pl, k nimz bylo pfidano 66,66 pl NMR pufru
(1.5M fosfatovy pufr, pH 7,4 0,2% azid sodny a SmM TSP v D,0). Roztok byl znovu
zcentrifugovan (4 °C, 5 min, 15 000 rpm) a 600 pl supernatantu bylo pfepipetovano do NMR

kyvet.
429 NMR analyza

Spektra byla méfena na spektrometru Bruker Avance Il vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko), ktery pracuje pfi protonové frekvenci 500,23 MHz. Teplota méiéni
byla 298 K (25 ° C). 1H NMR spektra byla ziskdna a zpracovéna za stejnych podminek. Pro
potlaceni signdlu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyld pii 4,704 ppm. Pro kazdy
vzorek byl pouzit jednodimenzionalni 1H experiment s nasledujicimi parametry: pocet skenti

vvvvv
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cas 4 s, smeSovaci Cas 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovani byly
optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga,
pulsecal a topshim). Signal volné precese (FID) byl pted Fourierovou transformaci zpracovan
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.

4.2.10 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v programech Statistica a IBM SPSS Statistics 27.
S celkovym poctem 20 vzorkl byl proveden dvouvybérovy t-test a parovy t-test.
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5 Vysledky

Byl sledovén vznik a vyvoj metaboliti kyseliny ferulové u 20 darci dvou vékovych
skupin. Prvni skupinu (A) tvorili darci do 45 let, druhou skupinu (B) darci nad 70 let.
Kyselina ferulova se béhem fermentace pomoci stfevni mikrobioty rozkladala na jednotlivé
metabolity. V analyzovanych vzorcich bylo pomoci programu Chenomx 8.5 identifikovano
6 metaboliti. Mezi identifikovanymi metabolity byly kyselina 3,4-dihydroxyhydroskoficova,
kyselina 3-hydroxyfenyloctova, kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova, kyselina
3-fenylpropionova, kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova a kyselina hydroferulova. Byly
pozorovany rozdily ve sloZeni a spektru metaboliti u riznych darci.

Obrazek ¢. 9 znazornuje graf zavislosti koncentrace kyseliny ferulové a jejich metabolith
na Case v oSetfené varianté. V grafu je srovnavana vékova skupina A a vékova skupina B.
Grafické znazornéni naznacuje, Ze metabolismus testovanych latek probiha u darct odliSnym

zptsobem a rtiznou mirou rozkladu.

Vékova skupina
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200
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100
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Prionéma koncentrace

I Kyselna ferulova

I Kyselna 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
I Kyselna 3 4-dihydroxyfenyloctova

| Kyselna 3 4-dihydroxyhydroskoficova
I Kyselna 3-fenylpropionova

I Kyselna 3-hydroxyfenyloctova

I Kyselna hydroferulova

Obrazek ¢. 9: Graf zavislosti koncentrace kyseliny ferulové a jejich metabolitit na case mezi
vekovymi skupinami v oSetiené variante, N=20
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Na obrazku €. 10 jsou zobrazeny strukturni vzorce jednotlivych metaboliti kyseliny
ferulové.

HO O
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HO OH
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Obrazek ¢. 10: Strukturni vzorce jednotlivych metabolitii kyseliny ferulové; A: kyselina
3,4-dihydroxyfenyloctova; B: kyselina 3-hydroxyfenyloctova, C: kyselina hydroferulova, D:
kyselina 3,4-dihydroxyhydroskoricova, E: kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionovd, F: kyselina
3-fenylpropionova

Obrazek €. 11 graficky znazoriuje zévislost koncentrace kyseliny ferulové a jednotlivych
metabolitd na ¢ase od vSech darcti v oSetfené varianté a kontrole.

Mnozstvi kyseliny ferulové bylo podle ocekavani nejvyssi v case 0 hodin a dale
S postupem casu klesalo.

V piipadé¢ metabolith nejvysSich intenzit dosahovala kyselina hydroferulova. Jeji
koncentrace pomérn¢ prudce rostla od ¢asu 0 hodin do ¢asu 4 hodiny, dosdhla maxima v Case
4 hodiny a poté opét jeji koncentrace klesala. Koncentrace kyseliny 3-fenylpropionové byla
Vv Case 0—4 hodiny stejna, jeji mnozstvi se v ¢ase 4 hodiny zacalo zvySovat a maxima dosédhla
Vv Case 24 hodin. Toto platilo jak pro oSetfenou variantu, tak pro kontrolu, ovS§em v kontrole
Vv niz8ich koncentracich. Koncentrace kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propinové stoupala v Case
rovnomérné, svého maxima dosihla v ¢ase 8 hodin a nasledné jeji koncentrace klesala.
Koncentrace kyseliny 3,4-dihydroxyhydroskoficové se také linearné zvySovala v Case
a dosahla svého maxima ve 24 hodinach. Nejnizsich intenzit dosahovala kyselina
3,4-dihydroxyfenyloctova a  kyselina  3-hydroxyfenyloctova.  Mnozstvi  kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové se od ¢asu 0 hodin do €asu 4 hodiny se zvySovalo a poté postupné
zase Klesalo. Kyselina 3-hydroxyfenyloctova dosahla nejvyssi koncentrace V Case
4 a nasledné klesala.
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Obrazek ¢. 11: Graf zavislosti koncentrace kyseliny ferulové a jejich metabolitii na case
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Na obrazku €. 12 je graficky znazornéna zavislost koncentrace kyseliny ferulové na Case
Vv oSetfené varianté. Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v intenzit¢ metabolismu mezi
vékovou skupinou A a vékovou skupinou B, kdy u skupiny B byl metabolismus pomalejsi.
IA
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Obrazek ¢. 12: Graf zavislosti kyseliny ferulové na case mezi vekovymi skupinami A a B
Vv osetrené variante, N=20; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001

Na obrazku €. 13 je graficky zndzornéna rozdilnd koncentrace kyseliny ferulové
Vv zavislosti na ¢ase u skupiny A a B. Intenzita metabolismu kyseliny ferulové se
u jednotlivych darci liSila. Darce D15 z vékové skupiny A metabolizoval pomaleji nez tomu
bylo u ostatnich darci. U vékové skupiny B byly viditelnéjsi interindividualni rozdily.
U darci D6 a D7 doslo nejprve k nartistu koncentrace, a teprve poté se zacala koncentrace
sniZzovat. V ptipad€ darce D9 byly hodnoty minimalni jiz v ¢ase 2 hodiny. U ostatnich darct

se mnozstvi postupné od ¢asu 0 do 24 hodin snizovalo.
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Obrazek ¢. 13: Graf zavislosti koncentrace kyseliny ferulové na case podle jednotlivych darcu

Z vekové skupiny A a B, N=20

Na obrazku ¢. 14 je graficky znazornéna rozdilna koncentrace kyseliny hydroferulové
Vv zavislosti na ¢ase u skupiny A a B. U této kyseliny jsou patrné vyrazné rozdily v intenzité
metabolismu. V piipad¢ veékové skupiny A se vymykaji 2 darci, konkrétn¢ D15 a DI6.
U ostatnich darcti byla koncentrace v ¢ase 24 hodin niZ§i nez 10 uM, ale u téchto darci
dosahovala koncentrace vysokych hodnot. Konkrétné 175,5 uM u déarce D15 a 186,8 uM
udarce D16. U ve€kové skupiny B nejvyss§i hodnoty dosdhl darce D7 v ¢ase 8 hodin

v

59,3 uM. Vsichni darci méli v case 24 hodin shodné koncentraci blizici se 0.
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Obrazek ¢. 14: Graf zavislosti koncentrace kyseliny hydroferulové na case podle jednotlivych
darcii z vekové skupiny A a B, N=20
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Na obrazku ¢ 15 je graficky znazornéna rozdilnd koncentrace kyseliny
3-fenylpropionové v zavislosti na Case u skupiny A a B. U této kyseliny se vyskytovali
producenti i neproducenti, neboli ti, ktefi tvofili jen minimalni mnozstvi. Ve vékové skupiné
A byli darci co neprodukovali, nebo produkovali v riznych intenzitich. Darce D4 a D11
dosahovali v ¢ase 24 hodin vysokych hodnot, konkrétné 387,6 uM u darce D4 a 379,8 uM

cvwvr

hodnoty 61,3 uM darce D19, nejvyssi hodnotu 317 uM m¢él darce DS.

4 N
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Obrazek ¢. 15: Graf zavislosti koncentrace kyseliny 3-fenylpropionové na case podle
Jednotlivych darcii z vekové skupiny A a B, N=20

Na obrazku ¢. 16 je graficky zndzornéna rozdilnd koncentrace kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové v zavislosti na ¢ase u skupiny A a B. Koncentrace u darct
nepiesahovala hodnotu 100 pM. Ve vékoveé skupiné A se vymykal darce D3, kdy koncentrace
zacCala v Case 4 hodiny prudce rlst a maxima dosahla v ¢ase 24 hodin s hodnotou 228,8 uM.
U vekové skupiny B tomu bylo podobné, vymykal se darce D9, jehoz koncentrace zacala rist
v ¢ase 4 hodiny, maxima (159,7 uM) dosahla v 8 hodinach a poté koncentrace klesala.
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Obrazek ¢. 16: Graf zavislosti koncentrace kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové na case
podle jednotlivych darcii z vekové skupiny A a B, N=20

Na obrazku ¢.

17 je graficky znazornéna rozdilnd koncentrace kyseliny

3,4-dihydroxyhydroskoficové v zavislosti na ¢ase u skupiny A a B. U této kyseliny
prevazovali neproducenti, ale jsou zde 4 darci z vékové skupiny A a jeden z vékové skupiny
B, ktefi byli producenti. U zddného z darct neptekrac¢ovala koncentrace 100 uM, vyjma darce
D7 z vékové skupiny B, jehoz hodnota dosahovala v ¢ase 24 hodin 108,4 uM.
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Obrazek ¢. 17: Graf zavislosti koncentrace kyseliny 3,4-dihydroxyskoricové na case podle
Jjednotlivych darcu z vekové skupiny A a B, N=20
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo stanovit hlavni katabolity kyseliny ferulové v modelu
tlustého stfeva s vyuzitim stolice darcti ze dvou vékovych skupin (do 45 let a 70 let a vice).
Kyselina ferulova byla metabolizovdna v rizné intenzité a s riznym spektrem vzniklych
metabolitl. Rozdily byly pozorovany nejen mezi vzorky stolice z riznych vékovych skupin,
ale také mezi vzorky ziskanych od riznych darct v ramci vé€kovych skupin.

Rada polyfenoli je, i pfes jejich pfijimané mnoZstvi v rostlinné stravé, malo biologicky
dostupnd. V pribéhu traveni jsou Spatné vstiebavany, protoze podléhaji rozsahlému
metabolismu travicimi enzymy a stievni mikrobiotou. Mezi tyto polyfenoly patii oligomerni
a polymerni proanthokyanidiny, estery kyseliny hydroxyskoficové (kam patii pravé kyselina
ferulova) a lignany. V tlustém stfevé jsou metabolizovany stfevni mikrobiotou a vytvareji
fadu jednodusSich, lépe vstfebatelnych sloucenin. Stupent degradace polyfenolti ovliviiuje
koncentrace substratu a individudlni zmény ve slozeni stfevni mikrobioty. Vzniklé
jednoduché fenolové slouc¢eniny mohou byt povazovany za biomarkery metabolismu tlustého
stteva (Sanchez-Patan et al. 2011). Metabolismus polyfenoli v tlustém stfevé obecné zahrnuje
biotransformaci na jednoduché fenoly, fenolové kyseliny, aromatické latky a laktony
s riznym stupném hydroxylace a délky postranniho fetézce (Cardona et al. 2013). Pisobenim
mikrobioty mohou byt metabolity polyfenolt uvoliiovany z matrice a nasledné absorbovany
do enterocytl pasivni difuzi a vstoupit tak do jater, kde jsou dale metabolizovany enzymy
pred dal§im vstupem do ob&hu nebo vyloucenim moci. (Sanchez-Patan et al. 2011).

Hlavni metabolické cesty kyseliny ferulové jsou redukce, demetylace a dehydroxylace na
C4, dehydroxylace na C3 se vyskytuje jen ziidka (Aura et al. 2002). Zda se, Ze biologicka
dostupnost kyseliny ferulové je ur€end jejim uvolilovanim z potravinaiské matrice. V pifipadé
otrub je kyselina ferulova vazana na arabinoxylany a dal$i polysacharidy buné¢né stény, které
jsou schopné odolavat traveni v hornim GIT. V piipadé vyskytu volné kyseliny ferulové, je
jeji biologicka dostupnost a absorpce o poznani vys$i, ovSem volnad kyselina ferulova se
vyskytuje v potravé minimalné (Mateo Anson et al. 2009). Hladina nalezené kyseliny
ferulové ve stolici je zanedbatelna. To naznacuje, Ze tato sloucCenina je bud absorbovana
gastrointestinalnim traktem, nebo rozsahle katabolizovana mikrobiotou pfitomnou ve stfevé.
Pokud se ovsem v potravé vyskytnou obiloviny, je vyluCovani této latky stolici zvySeno. To
naznacuje, Ze absorpce této slouCeniny je sniZena, pokud je pfitomna ve slozité matrici, jako
jsou napiiklad pravé ceredlie. V plazmé byla detekovdna az po enzymatickém oSetieni, coz
naznacuje, ze kyselina ferulovd zde cirkuluje pouze v konjugované formeé. Vylucovani
kyseliny ferulové moci je umérné pozité davce (Adam et al. 2002).

Nami sledovanou latkou byla tedy kyselina ferulova a jeji katabolismus. U vSech darca
doslo v riznych casovych intervalech k postupnému snizovani koncentrace. U vekové
skupiny A se koncentrace snizovala rychleji nez u skupiny B, coz naznacuje rychlejsi
metabolismus u vékové skupiny do 45 let. V ptipadé vékové skupiny B jsou patrné veétsi
odchylky, coz je pravdépodobné zpuisobeno vétsimi rozdily mezi darci s ohledem na odlisné
stravovaci navyky ¢i zdravotni stav. Pribéh katabolismu kyseliny ferulové byl ovlivnén
individualnimi rozdily v bakterialnim slozeni vzorku stolice. Podle Biagi et al. (2010) snizena
sttevni motilita ma za nasledek pomalejsi stievni prichod a snizené vyluCovani stfevnich
bakterii méni neptiznivym zplisobem stievni fermentacni procesy. To ovliviiuje homeostazu
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bakterialniho ekosystému ve stievnim traktu. Druhové sloZeni je u staSich dospélych (60+)
podobné jako u mladsich (pfevladaji Firmicutes a Bacteroidetes), ale zvySuji se poCty bacilii a
mikrobiota je obohacena o Proteobacteria, coz jsou organismy, které mohou vyvolat rizné
patologické zmény. Dalsim znakem starnuti je ptibyvani fakultativnich anaerobti. U né€kterych
starSich dospé€lych s pfibyvajicim vékem dochézelo k poklesu bakterialnich skupin patiicich
k Bacteroidetes, u nékterych zistala tato populace nezménéna. Vysvétleni tohoto nesouladu
muze spocCivat v demografickych a geografickych rozdilech mezi studovanymi jedinci.
O téchto rozdilech se uvadi, Ze silné ovliviiuji zmény ve slozeni stfevni mikrobioty. Dal§im
faktorem jsou velmi individudlni stravovaci navyky starSich lidi.

U darce D6 a D7 z vékové skupiny B doslo k nariistu koncentrace kyseliny ferulové, coz
bylo pravdépodobné zplisobeno tim, Ze se kyselina ferulova navéazala na matrici a nasledné
doslo k jejimu uvolnéni. V case 24 h je podle nizkych koncentraci patrné, ze doslo ke
kompletnimu katabolismu kyseliny ferulové u vSech darct.

V nami analyzovanych vzorcich jsme identifikovali 6 metabolitii. Jsou to kyselina
hydroferulova, kyselina 3,4-dihydroxyhydroskoficova, kyselina 3-hydroxyfenyloctova,
kyselina  3,4-dihydroxyfenyloctova,  kyselina  3-fenylpropionova  a  kyselina
3-(3-hydroxyfenyl)propionova. Zhao & Moghadasian (2008) popisuji stejné jako v nasi studii
preménu kyseliny ferulové na kyselinu hydroferulovou a m-hydroxyfenylpropionovou. Mezi
dalsimi metabolity vzniklé ztéto kyseliny zminuji vanilloylglycin, feruloylglycin, sulfat
kyseliny ferulové nebo glukoronid kyseliny ferulové. Ou & Kwok (2004) ve své studii popsali
transformaci kyseliny ferulové na vanilin. Prvni cestou je dekarboxylace kyseliny ferulové
dekarboxylazou za vzniku 4-vinylguajakolu a poté vanilinu. Druhym je redukce kyseliny
ferulové na kyselinu dihydroferulovou, z niz se tvofi kyselina vanilova a vanilin. Karmakar et
al. (2000) zminuji ve své studii, Ze se kyselina ferulova krom¢ vanilinu a kyseliny vanilové
odbourava za vzniku kyseliny protokatechové. Mathew & Abraham (2006) uvadi, Ze se
kyselina ferulova pfeméiuje na kyselinu kdvovou. Muze se také transformovat na kyselinu
3-methoxy-4-hydroxyfenylpropionovou anaerobnimi bakteriemi. Stfevni mikrobiota potkand
dokaze preménit kyselinu ferulovou na kyselinu dihydrokavovou a 4-ethylkatechol. Liu et al.
(2019) popisuji ve své studii ferulat sodny, rozpustnou formu kyseliny ferulové. Tato latka ma
pozitivni vliv na srdecni funkce a podili se na prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni
prostfednictvim regulace stfevni mikrobioty. My jsme metabolity zminéné v téchto studiich
neidentifikovali, protoze se v naSich vzorcich nevyskytovaly vibec, nebo jen v malém
zanedbatelném mnozstvi. Je to pravdépodobné zplisobeno rozdily ve slozeni stfevni
mikrobioty u ruznych jedincti, jelikoz to se projevuje v rozdilném poméru vznikajicich
metabolitl u jednotlivych jedinci.

Nejvyznamngj§im metabolitem kyseliny ferulové je kyselina hydroferulova. V case 0 h
byly koncentrace velice nizké a poté zacali stoupat. V Case 24 hodin byla kyselina
hydroferulové uz plné metabolizovana a koncentrace tedy dosahovala nizkych hodnot. Casy,
ve kterych bylo dosazeno maximalnich hodnot, se mezi jednotlivymi darci lisily. U kyseliny
hydroferulové se v pripadé vékové skupiny A lisi 2 darci, konkrétné darce D15 a D16. U obou
darct zlstala koncentrace této latky v ¢ase 24 hodin na vysoké hladin€. Naopak tomu bylo u
ostatnich dérct této skupiny, u nich koncentrace klesala smérem k nule. Divodem muze byt
rozdilné sloZeni stfevni mikrobioty déarcli a rozmanitost bakteridlnich druhti v travicim traktu.
Kyselina hydroferulovda by vtomto mnozstvi mohla ptevzit efekt a vyznaCovat se
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biologickymi uc¢inky kyseliny ferulové. Jakmile je kyselina ferulovd uvolnéna stfevni
mikrobiotou z bunééné stény, miize byt dadle metabolizovana hydrogenaci na p-nenasycené
vazby, demetylaci a selektivni dehydroxylaci na C4 za vzniku dal$ich fenolovych metabolitt.
Kyselina hydroferulova vznika dal§i redukci dvojné vazby kyseliny ferulové a nasledné,
pokud vstoupi do cyklu B-oxidace, muze dale produkovat kyselinu vanilovou (Rechner et al.
2001).

Mnozstvi kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové pievySujici o mnoho ostatni darce, se
vyskytuje u darce D3. Podobné¢ tomu je u Kkyseliny 3,4-dihydroxyhydroskoticové, kdy
koncentrace v ¢ase 2 hodiny oproti ostatnim rychlym zptsobem vzrostla. Ale naopak
u kyseliny 3-fenylpropionové a hydroferulové byla koncentrace mnohem nizs§i nez u jinych
darct. Divodem vyrazné odliSnosti tohoto dadrce muze byt jeho nizky vek (12 let), ostatni
darci byli dospéli nad 24 let. To mtze svédcit o rozdilném metabolismu u déti a dospélych,
pro ovéteni této hypotézy by ovSem byla potieba testovat vice darcti z vékové skupiny do
151et a porovnat vysledky s dospélymi. Hollister et al. (2015) uvadi, ze détsky stfevni
mikrobiom je oproti dospélému obohacen o Bifidobacterium spp., Faecalibacterium spp.
a Lachnospiraceae spp. Z funk¢éniho hlediska stfevni mikrobioty byly detekovany rozdily
s ohledem na mnozZstvi geni zapojenych do syntézy vitamint, degradace aminokyselin nebo
oxidaéni fosforylace. Stievni mikrobiom zdravych ptedpubertalnich déti je druhové bohaty
a funkéné komplexni. Prevladaji v ném Bacteroidetes a Firmicutes a v priméru obsahuje
vyznamné véEtsi mnozstvi Firmicutes a Actinobacteria nez jsou obvykle pozorovany
u zdravych dospélych. U déti se také nenachéazi tak Casto jako u dospélych metabolické
dysfunkce ¢i zanéty, které maji vliv na metabolismus latek ve stieve.

U kyseliny 3-fenylpropionové se darci D4 a D11 v ¢ase 24 hodin 1i§i vyssi koncentraci
oproti ostatnim darcim. To muzZe zplisobovat rozdilné sloZeni bakterialnich druhti ve vzorcich
stolice. Jednou z metabolickych cest kyseliny ferulové je dehydroxylace. Vyslednym
produktem dehydroxylace je pak kyselina 3-fenylpropionova. Ta, tak jako kyselina
3-hydroxyfenyloctovd, mize vznikat jak z kyseliny ferulové, tak i z dalSich polyfenold,
napiiklad flavanonu hesperidinu. Metabolismem hesperidinu vznikne v tlustém stievé
kyselina  3,4-dihydroxyfenylpropionova,  ktera  se  dale  dehydroxyluje na
3-hydroxyfenylpropionovou kyselinu (Aura et al. 2002).

U kyseliny 3,4-dihydroxyhydroskoticové se u obou vékovych skupin nevyskytuji takové
rozdily mezi darci jako je tomu u jinych metabolitd. Pouze 4 jedinci z vékové skupiny A
a jeden z vékové skupiny B ji produkuji. Diivodem by mohla byt struktura testované latky,
nebo schopnost této kyseliny odolavat mikrobialnimu rozkadu. Darce D7 z vékové skupiny B
m¢él vyssi koncentraci v ¢ase 24 hodin nez ostatni. Lisil se také u kyseliny hydroferulové, kdy
m¢él odlisny priibéh metabolismu této latky. Divodem muze byt fakt, Ze tento darce uzival
2 mésice pred odbérem antibiotika, ktera mtizou zménit pribéh metabolismu latek. Modi et al.
(2014) a Panda et al. (2014) ve svych studiich uvadi, Ze antibiotika méni taxonomickou,
genomickou a funkéni kapacitu lidské stfevni mikrobioty. Antibiotika se Sirokym spektrem
snizuji bakterialni rozmanitost a umoznuji pronikani patogennich organismi do téla. Lécba
antibiotiky znamend vyznamnou zménu stfevni mikrobioty a pokles mikrobidlni diverzity
Vv zazivacim traktu az o jednu Ctvrtinu. Mikrobiota se do stavu ptred 1écbou vraci 1 nékolik
tydnii po ukonceni 1écby.
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[ Zavér

Cilem prace bylo stanovit hlavni katabolity kyseliny ferulové v modelu tlustého stfeva
S vyuzitim stolice darcti ze dvou vékovych skupin (do 45 let a 70 let a vice).
Byly stanoveny dvé hypotézy. Prvni hypotézou je, Ze kyselina ferulovd bude mikrobialné
transformovana mikrobiotou tlustého stfeva. Druhd hypotéza zni, ze katabolity kyseliny
ferulové se budou mezi dvéma sledovanymi vékovymi skupinami liSit.

Kyselina ferulova se béhem nasi studie rozlozila na 6 zjisténych metabolitii stfevni
mikrobiotou. Znamena to tedy, Ze prvni stanovena hypotéza byla potvrzena.

Katabolity kyseliny ferulové se mezi dvéma sledovanymi skupinami lisily a podatilo
se statisticky prokédzat rozdilné koncentrace u jednotlivych metabolitli. Ale vzhledem
k malému poctu subjektt ke studii (N=20) z riznych prostiedi a s riznym stylem Zivota je
toto neporovnatelné. Druhou stanovenou hypotézu tedy nemtizeme potvrdit ani vyvratit.

Analyza fekdlnich vzork pomoci NMR poskytuje skvélou ptilezitost pro pochopeni
interakci mezi hostiteli a stfevni mikrobiotou. OvSem pro piesnéjsi vysledky by bylo vhodné
provést sekvenaéni analyzu a konkrétné stanovit, jaké bakterie se ve stolici nachazi. Déle by
bylo vhodné otestovat biologickou aktivitu jednotlivych metabolit.
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