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Transport biologicky aktivnich stilbenoidi a jejich derivati v in vitro modelu stievni
sliznice

Souhrn

Stilbenoidy jsou sekundarni metabolity mnoha rostlinnych druhti. Slouzi predevs§im
jako ochranny faktor proti mnohym stresoriim, jako jsou naptiklad sktdci, plisné ¢i neptiznivé
vnéj$i podminky. Jsou soucasti rostlinné slozky stravy lidi jiz od pradavna. Nachazi se
v nadzemnich i podzemnich ¢astech rostlin, z nichz mezi nej¢astéji uvadénymi jsou bobule
vinné révy, plody moruSe a mnoho dalSich. Mezi nejvyznaméjsi a soucasné nejznameéjsi
zastupce lze zaradit resveratrol, ktery se dostal do povédomi vetejnosti diky tzv.
»francouzskému paradoxu®.

Tato prace méla za cil sledovat osud stilbenoidu a jejich derivati v prosttedi stfevni
sliznice. Ukolem bylo popsat biodynamické procesy probihajici na arovni stievni sliznice pfi
konzumaci stilbenoidt, a to pomoci LC/MS s ultravysokym rozliSenim.

Pokusem bylo zjisténo, Ze afinita prenylovanych stilbenoidt ke stfevnim bunkam je
natolik silnd, ze prenyly déle pravdépodobné¢ neptechéazi do krevniho fecisté. Tuto skutecnost
vSak nelze zcela vyvratit, protoZze je mozné, ze slouCeniny tvoii rizné komplexy s latkami
nezahrnutymi do nasi studie (proteiny a dalsi biologické makromolekuly) a aktivita téchto
komplext se také mlze v biologickych procesech uplatiovat. Pro nékteré testované latky vsak
byly nalezeny nami predpokladané glukoronidové nebo hydroxylové konjugaty, které mohou
mit specifickou biologickou aktivitu odliSnou od piivodnich molekul..

Hypotéza, Ze se prenylované stilbenoidy dostavaji do krevniho feciste je nasim pokusem
castecné vyvracena, avsak jejich potencial pfi kumulaci uvnitf bunék stfevniho epitelu je stale
nedozirny. Depotni intraceluarni zasoby vykazuji v nékterych studiich vétsi dulezitost nez
pritomnost v krevnim fecisti.

Klic¢ova slova: stilbeny, permeabilita, metabolismus, LC/MS, Q-TOF



Transport of biologically active stilbenoids and their derivatives in intestinal epithelium
model in vitro

Summary

Stilbenoids are considered to be the secondary metabolites of many plant species. Their
primary function includes protection against many stressors, such as pests, mould or adverse
external conditions. Moreover, they are an important part of the plant component of human
food. They are located in both the above-ground and underground parts of plants among which
the most frequently mentioned are vine berries, mulberry fruits etc. Resveratrol is the most
significant and the best-known representative that became known to the public due to the
“French paradox”.

This work aimed to monitor the fate of stilbenoids and their derivatives in the intestinal
mucosa. The task was to describe the biodynamic processes taking part at the intestinal
mucosa’s level during the consumption of stilbenoids, using ultra-high-resolution LC / MS.

The experiment discovered that the affinity of prenylated stilbenoids to intestinal cells
is so strong that prenyls no longer pass into the bloodstream. This fact cannot be completely
refuted, because it is possible that the compounds form creates complexes with substances not
included in our study (proteins and other biological macromolecules) and the activity of these
complexes may also be included in biological processes. However glucuronide or hydroxyl
conjugates were found in a few samples, which may have a specific biological activity different
from the original molecules.

However, glucuronide or hydroxyl conjugates were found in a few samples.The
hypothesis of getting prenylated stilbenoids into the bloodstream is disproved by our
experiment. Nevertheless, the potential of prenylated stilbeniods for accumulation within
intestinal epithelial cells is still unimaginable. In some studies, depot intracellular stores are
more important than their presence in the bloodstream.

Keywords: stilbenes, permeability assay, metabolism, LC/MS, Q-TOF
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1 Uvod

Stilbeny jsou sekundarni metabolity mnoha rostlin napfi¢ celou rostlinnou fisi.
Rostlindm slouZi k ochran¢ pted Skiidci a nepfiznivymi vnéjSimi podminkami. Jsou soucasti
mnoha rostlin, které jsou denné¢ konzumovany lidmi a diky védéckym studiim bylo objeveno
jejich antioxidacni piisobeni in vitro ale také in vivo.

Z celosvétovych statistik vyplyva, ze nejcastéjsi pric¢inou umrti jsou v soucasné dobe
kardiovaskularni a naddorova onemocnéni. Tento vyvoj se pfipisuje zejména nespravnému
zivotnimu stylu, ktery zahrnuje konzumaci ultrazpracovanych potravin a nedostatek fyzické
aktivity.

Nejvétsi pozomnosti bylo vénovano stilbenoidim, konkrétné pak resveratrolu,
v souvislosti s objevem tzv. ,francouzského paradoxu®. Francouzskym paradoxem byl
oznacovan jev, kdy francouzi méli poméiné nizkou incidenci kardiovaskularnich onemocnéni,
prestoze konzumovali velmi tucnou stravu. Paradox byl vysvétlovan tak, Ze resveratrol
obsazeny ve viné eliminuje negativni u€inky tucné stravy. Postupem casu se vsak ukazalo, Ze
koncetrace resveratrolu, které by odpovidaly zminénym G¢inkiim jsou natolik vysoké, ze neni
mozné je do lidského téla dostat béznou konzumaci vina.

Resveratrol ma 2 konfiguracni formy, a sice cis a trans. Mnohem vice studii je vénovano
pravé transresveratrolu, ktery je v pfirod¢ Castéji zastoupen zejména diky své chemické
stabilité. Cis-resvetrol vznika pii expozici trans-resveratrolu UV zafenim.

V lidském téle v§ak dochazi k metabolismu stilbenoidd, ktery vede ke tvorbé konjugati,
které znacné€ snizuji jejich biologickou dostupnost. Dalsi otazkou je také metabolismus
stilbenoidu stfevni mikrobiotou.

Tato diplomova prace se pomoci LC/MS s ultravysokym rozliSenim pokousi
monitorovat transport a pripadné metabolické zmény bioaktivnich stilbenoidl ptes stievni
sliznici simulovanou monovrstvou Caco-2 bunék in vitro.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Polyfenoly jsou z hlediska zdravotnich benefiti intenzivné sledovanou skupinou slozek
potravin. V ramci nich jsou patii stilbenoidy a jejich derivaty k latkam, jejichz zdravotni
potencial je v posledi dobé zkouman jak z hlediska jejich piimych biologickych ucinku, tak i
jejich pfijmu a transportu v ramcei organismu.

Cilem prace je sledovat metabolicky osud bioaktivnich polyfenolickych stilbenoidl a
jejich prirodnich derivat s biologickou aktivitou pfi transportu bunkami stfevni sliznice a
popsat dynamiku tohoto procesu pomoci analyzy prostfednictvim LC/MS s ultravysokym
rozliSenim a vysokou pfesnosti ur¢eni molekulové hmotnosti.

Hypotéza 1: Stilbenoidy a jejich derivaty jsou polarizované transportovany bunikami
stfevni sliznice smérem z lumen do krevniho ob¢hu.

Hypotéza 2: Pii tomto transportu dochazi k cilenym chemickym zménam molekul
prenasenych stilbenoidd.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Stilbenoidy

3.1.1

3.1.2

Stilbenoidy jsou tfidou sloucenin s mnoha farmaceuticky vyznamnymi vlastnostmi.
Patfi mezi fytoalexiny, které se nachazeji ve vysokych koncentracich v bobulich hrozni,
ofechach a ¢ajich. V rostlinach je jejich hlavni funkci ochrana rostlin pied patogeny a houbami.
Jejich obsah je tedy velmi variabilni a zvySuje se s vystavenim stresu. Ke zvySeni koncentrace
v hroznech dochazi pii vystaveni UV zazeni, expozici t¢zkymi kovy nebo napadeni plisiiovou
infekci. (Pitrowska et al. 2012)

Rostliny obsahujici stilbenoidy se hojné pouzivaji v lidovém I1éCitelstvi k 1écbe
zaludecni bolesti, hepatitidy, artritidy, infekci mocovych cest, plisnovych onemocnéni nebo k
zanétim kize. Navic maji stilbenoidy kardioprotektivni, antikarcinogenni, antivirové,

-----

et al. 2016).
Chemické vlastnosti

Stilbenoidy jsou dusikaté polyfenoly kyselého a amfifilniho charakteru. Jejich amfifilni

Strukturalné maji stilbenoidy dva aromatické kruhy spojené ethylenovym nebo
ethenovym mistkem s riznymi substituenty. I kdyz pfitomnost dvojné vazby naznacuje, ze
stilbenoidy existuji v cis- i trans-formé, trans-forma je stabiln€jsi a biologicky vyznamné;jsi
formou. V piirod¢ se stilbenoidy syntetizuji z fenylalaninu prostfednictvim fady enzymatickych
reakci (Poulose et al. 2015). Stilbenoidy jsou heterogenné rozmistény po celém rostlinné fisi.
Obzvlaste se vyskytuji v rodech Gnetaceae, Pinaceae, Cyperaceae, Fabaceae,
Dipterocarpaceae a Vitaceae (Riviere et al. 2012).
Monomerni stilbenoidy byly v poslednich letech mnohem vice prostudovany nez oligomerni
stilbenoidy. Souvisi to zejména s jejich masivnéj§im vyskytem v pfirodé a také jednoduchou
strukturou, ktera je pro identifikaci snadnéjsi nez jejich strukturalni modifikace.

Resveratrol

Resveratrol (3, 4, 5-trihydroxystilben) se nachazi zejména v cerveném vin€, hroznech a
bobulich. Koncentrace resveratrolu v ¢ervenych vinech kolisd mezi 0,1 mg az 15 mg / 1
(Frémont, 2000).

V soucasné¢ dob€ jsou primarnim zdrojem resveratrolu kofeny vytrvalé rostliny
Polygonum cuspidatum (japonsky uzlicek) (Pitrowska et al. 2012). Diky studiim ohledn¢ tzv.
,francouzského paradoxu‘ byla biologicka aktivita resveratrolu rozséhle studovana. Vétsina
biologickych ucinkil je pfisuzovéana stabilnéjsi isoformé trans-resveratrolu. Nicméné u cis-
resveratrolu, ktery vznika expozici trans-resveratrolu UV zafenim, byla prokazana také urcita
naleznout predevsim v araSidech, hroznech, ¢erveném vin¢ atd . Vasorelaxantivni U¢inky
vykazuje pomoci inhibice trombomanu A2 syntetazy a dal$imi mechanismy (Radko et al.

2013).
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Ukazalo se, ze protizanétliva aktivita resveratrolu je spojena s jeho schopnosti inhibovat
aktivitu COX-1 a COX-2 (Zykova et. al.2008).

Bylo také prokazano, Ze resveratrol inhibuje aktivitu transkripcnich faktort NF-kB a
AP-1, z nichz oba ptfimo reguluji aktivitu cyklooxygenaz i indukovatelnou syntdzu oxidu
dusnatého. Tyto dva faktory se podileji pfedevsim na imunitni odpovédi organismu (Szaefer et
al. 2014).

Vysokéa biologicka aktivita, ale nizkd biologickd dostupnost resveratrolu se casto
oznacuje jako ,resveratrol paradox “, coz ma né€kolik moznych vysvétleni. V nedavnych
studiich byla zjiSténa zasadni tuloha intracelularni zasoby resveratrolu, kterd muze byt
dilezitéjsi nez hladina v krevnim séru. Studie na mySich a obéznich lidech ukazaly vyznamny
biologicky ucinek resveratrolu jiz pfi nizkych plazmatickych koncentracich, a sice 10-120
ng/ml a 231 ng/ml. Tyto studie navic ukazaly, ze podavani resveratrolu zvysilo funknci
mitochondrii za pomoci aktivace SIRT1 a PGC-la, coz mélo za vysledek zvySeni anaerobni
kapacity, zlepSeni senzomotorickych funkci a zvySeni bdé€losti u lidi. Konjugaty navic zlepsuji
rozpustnost metabolitl ve vod¢, a tak jsou snadno vylouceny za pomoci moci, a to zejména u
sulfatovych a glukoronidovych konjugati (Chen et al. 2013) K dosaZeni uvedenych
plazmatickych koncentraci resveratrolu ale neni téméf mozné dojit konzumaci béznych
potravin. Ukazuje se, ze peroralni davka o hmotnosti 25 mg je 0,5 — 2h po konzumaci
detekovana v krevni plazmé v koncentracich nizs§ich nez je 10 ng/ml. Pfi¢emz odhady se
pohybovaly okolo 400-500 ng/ml. Tato skutecnost ukazuje na velmi nizkou peroralni
dostupnost (Goldberg et al. 2003).

OH
- h ‘ Q Q
HO

OH OH
OH
trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Obrazek 1: molekula trans-resveratrolu a cis-resveratrolu
Tabulka 1: obsah resveratrolu ve vybranych potravinach

Potravina Obsah resveratrolu

Arasidy 0,01-0,07 pg/g

Arasidové maslo 0,02 - 0,98 pg/g

Kiidlatka japonska (Polygonum cuspidatum) 296 — 377 nglg

Zelené hrozny 0,02 -0,32 pg/g

Tmavé hrozny 0,95 - 1,88 ug/g

Cervené vino 1,98 - 7,13 pgl/g

Bilé vino 0,05 - 1,80 pg/g

(Charu et al. 2014)
12



3.1.3

3.1.4

Dihydroresveratrol

Dihydrostilbenoidy, riznoroda tfida ptirodnich produkti, které se 1isi od stilbenoidt
chybégjici dvojitou vazbou v etylénovém fetézci spojujici aromatické kruhy. Muzeme je
naleznout v houbach, mechu, kapradinach a kvetoucich rostlinach.

Dihydroresveratrol je pfirozené se vyskytujici slouc¢enina v cerveném vin¢. M4 relativné
nizkou molekulovou hmotnost a jeho chemicka struktura se vzdalené podoba 17b-estradiolu a
diethylstilbestrolu. Ve studiich bylo zjiSténo, ze mé neobvykle silny proliferacni t¢inek
v n¢kterych nddorovych buiikéch, které jsou ovlivnéné hormonalné (Murata et al. 2004).

Vyznamny efekt byl pozorovan jiz v pikomoldrni koncentracich pravé na bunkach
MCF7, které se vyskytuji u karcinomu prsu (Mueller et al. 2004). Zaroven se vSak ukazuje, ze
ucinky nebyly pozorovany v bunécnych liniich, kterym schézi estrogenové receptory. Z toho
vyplyva, Ze pokud bude pacientovi podan 1¢k, ktery plisobi antagonisticky proti estrogenu,
ucinek dihydroresveratrolu se tim zvrati (Gakh et al. 2010).

Prolifera¢ni G€inky byly déle prokdzany i u nddorovych buné¢k ptitomnych pii rakoviné
prostaty. Pfesny mechanismus U¢inku zatim neni znamy, ale je predpoklad, ze
dihydroresveratrol aktivuje modulaci hormonalnich receptorti. (Anisimova et al. 2011).

OH

HO

OH

Obrazek 2: molekula dihydroresveratrolu
Oxyresveratrol

Oxyresveratrol je m-hydroxy derivat resveratrolu. Nejcasteji se ziskava z Artocarpus
lacucha, coZ je rostlina znama pro své antiparazitalni ucinky (Maneechai et al. 2009). Jeho
1. Inhibice viici COX-2 a 5-LOX je ale zhruba pétinova v porovnani s resveratrolem. Obdobné
nizkou aktivitu vykazuje také proti NF-B. Zadny ucinek je neprojevil proti aktivité IKK a
fosforylaci IB. Tyto nizsi aktivity jsou pfisuzovany tomu, ze nedokaze tvofit polochinonovy
radikal (Dvorakova et al. 2019).

Pti pokusech in vitro, a to konkrétné na Artocarpus lakoocha z ¢eledi Moraceae, bylo
zjisténo, ze oxyresveratrol produkoval ROS a zaroven zredukoval méd’naté ionty na médné.
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3.1.5

Tato skutecnost nam napovidd o jeho prooxidacni aktivité, kterd miize byt spojovana se
schopnosti piisobit jako protirakovinova sloucenina (Radapong et al. 2020).

Dale se ukazuje, ze oxyresveratrol vykazuje silné neuroprotektivni ucinky in vivo
v souvislosti s cévni mozkovou piihodou. Jiz od davky 10 mg/kg se ukazuje vyznamna
neuroprotekce, avSak pii davce 20 mg/kg je neuroprotekce optimalni. K pozorovani
neuroprotektivnich ucinkli oxyresveratrolu bylo pouzito zachyceni aktivity ROS a RNS, ale
neni ziejmé, zda nedoslo jest¢ k dalsim mechanismim. Z histologickych a neulogickych
vySetfeni je zfejmé, ze doSlo k zmenSeni objemu mozkové piihody a celkovému snizeni
nasledkt z hlediska oslabeni neurologickych funkci. Tato zjisténi vypovidaji 0 mensim zasahu
do kvality nasledného Zivota pacienta po prodélané mozkové ptihod€ (Andrabi et al. 2004).

Neuroprotektivnich ~ ucinky  oxyresveratrolu  byly  dale  prokdzany u
neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba (Chao et
al. 2008).

Junsaeng et al. (2019) navic ve své studii predstavili vyznamny zptsob, kterym se
zvysila biologicka dostupnost oxyresveratrolu pfi peroralnim i intraven6znim podani. Soucasné
s oxyresveratrolem byl podavan potkantim piperin. Ze studie vyplyva, ze biologicka dostupnost
oxyresveratrolu se zvysila dvojnasobné.

OH

HO

OH

OH

Obrazek 3: molekula oxyresveratrolu
Prenylované stilbenoidy

Prenylace je proces, pii kterém dochazi k navazani chemického fetézce na stilbenoid.

Diky prenylaci je mozné zvysit lipofilitu molekuly a tim ovlivnit jeji biologickou funkci
(Hoarau et al. 2003). Pfinosnost tohoto procesu tkvi ve zvySeni afinity vii¢i biologickym
membranam a zlepSeni interakci z cilovymi proteiny (Xu et al. 2012).

Naproti tomu, u neprenylovanych stilbenoidti ¢asto dochazi pti peroralnim ptijmu Casto
ke konjugaci se sacharidy za vzniku glykosidl, nasledné deglykosidaci v tenkém stfeve a
prostupem aglykoni skrz sténu tenkého stieva smérem do jater (Karabin et al. 2012).

Prenylované stilbenoidy ptedstavuji skupinu potencidlnich ptirodnich antibakterialnich
latek, které vykazuji slibnou aktivitu proti MRSA. Podobné jako jiné fenolové slouceniny
zvySuje prenylace stilbenoidd jejich antibakteridlni aktivitu. Prenylované stilbenoidy
predstavuji skupinu pfirodnich potencialnich antibakteridlnich latek s aktivitou proti gram-
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pozitivni bakteriim rezistentni na antibiotika. Ukazuje se obecné, Ze prenylace zvySuje
antimikrobialni aktivitu, avSak u prenylace aromatického kruhu vykazuje vyznaméjsi zvySeni
antimikrobialni aktivity nez prenylace fetézce (Bruijn et al. 2018).

Obecné prenylované stilbenoidy vykazuji estrogenni, protinadorovou, protizanétlivou a
antioxidacni aktivitu. Jejich farmaceuticky potencidl je navic podpofen skutecnosti, ze
nenapadaji zdravé téIni buiiky (Yang et al. 2015).

Celkové ucinky vyrazné zavisi na polohach a celkovém poctu prenylovanych skupin.
Bylo zjisténo, ze celkova cytotoxicita vi¢i nadorovym buiikdm se zvySuje s narlstajicim
poctem prenylovanych skupin (Prausova et Kollar, 2019).

Lidské stievo

Funkce stfevni bariéry tizce souvisi se zdravim a nemocemi stieva. Homeostaza je
regulovana muko6zni vrstvou epitelovych bunék, antibakteridlnich peptidt a strukturou té€snych
spoju (Suzuki, 2013). Stfevni struktury jsou organizovany pomoci nékolika integralnich
proteint, jako jsou transmembranové a cytosolické proteiny, které poskytuji fyzickou bariéru
pro prostup luminalnich zanétlivych molekul, jako jsou patogeny, toxiny a potravinové
antigeny (Denker et Sabath, 2011).

Nekteré védecké a nedavné klinické studie ukazaly, Zze existuje uzka souvislost mezi
defektem stfevni bariéry a vyskytem riznych onemocnéni. Defekty stfevni bariéry, které vedou
k priniku zanétlivych molekul, vyvolavaji abnormalné robustni zanétlivé reakce, jakoz je tomu
1 v pripad¢ zanétlivych stfevnich onemocnéni (IBD). Vzhledem ke kliCovym rolim regulace
stievni bariéry ve zdravi je vénovana velka pozornost zapojeni tésnych spojt do terapeutickych
a preventivnich pfistupti k nékterym porucham (Landy et al., 2016). Ackoli zahéjeni a progrese
téchto onemocnéni je zalozena na mnoha mechanismech, nedavna zjisténi naznacuji, ze defekt
stfevni bariéry a hyperpermeabilita maji roli v patogenezi t€chto onemocnéni. Regulace stievni
bariéry proto mtze byt jednim z mechanismd, které jsou zakladem zmirnéni téchto onemocnéni
zprostiedkovaného resveratrolem. Pfedchozi studie in vitro ukézala, Ze resveratrol zmiriiuje
dysfunkci stievni bariéry a bakterialni translokaci indukovanou deoxynivalenolem, hlavnim
kontaminantem mykotoxint v potravinach, ktery mtize vyvolat poskozeni stfev a zanét (Ling
et al. 2016).

Informace o regulaci stfevni bariéry resveratrolem, ktery byl zdrojem potravy, jsou vSak
stale omezené. Stfevni bariéra je vZdy ohrozena riznymi stimuly, jako jsou patogeny, v
zanétlivych cytokinech a reaktivnimi druhy kysliku (ROS), které jsou uzce spojeny s vyvojem
sttevni zanétlivosti. Hlavnimi zdroji zanétlivych cytokinii a ROS jsou aktivované imunitni
bunky, jako jsou makrofagy, neutrofily, dendritické buniky, T bunky. V IBD je béZzna mukdzni
filtrace polymorfonuklearnich neutrofilti. Neutrofily vytvareji prevazné H202, coz vede k
chronickému zanétu a poskozeni tkané (Turner, 2009).

15



3.2.1

3.2.2

3.3

Stirevni homeostaza

Udrzovani stfevni homeostazy je pro lidské zdravi kriticky dilezité. Funkcni defekty TJ
a zvySena paracelularni permeabilita ve stfevé vedou k inflaci luminalnich proin-ammatornich
molekul a aktivaci slizni¢niho imunitniho systému, coz vede k chronickému stitevnimu zanétu
(Suzuki, 2013).

Bylo prokéazano, ze resveratrol, polyfenol, ktery se nachazi v hroznech, piedchazi
nemocim nebo snizuje nemocnost u zvifat a lidi. Mechanismy, na nichz jsou tyto ucinky
zalozeny, se vSak zdaji komplikované a nebyly prozkoumany. Predkladané vysledky poskytuji
nov¢ informace o UcCinku resveratrolu na podporu funkce stievni bariéry. Naznacuji také
schopnost resveratrolu zmirnit naruSeni bariéry vyvolané oxida¢nim cinidlem H202 a
prozanétlivym cytokinem IL-6 v bunikdch Caco-2. Nase nalezy naznacuji, ze regulace stfevni
bariéry muze byt ¢asteCné zapojena do prevence a snizovani zanétlivych chorob resveratrolem
(Carrasco-Pozo et al., 2013).

Zanét a onemocnéni stirev

Sheth et al. (2009) prokazali, ze zvySeni intestinalni hyperpermeability vyvolané H202
je spojeno s tyrosinovou (Tyr) fosforylaci (Alonzi et al. 1998).

V patologickych stavech hraje nadmérna produkce IL-6 a aktivace signalnich drah IL-
6 klicovou roli v akutnim i chronickém zanétu. Predchozi studie ukazaly, ze 1L-6 indukuje
expresi porotvorné klaudinové izoformy claudin-2 ve stievnich epitelialnich bunkach, coz ma
za nasledek hyperpermeabilitu (Nakamuraet et al. 1992; Suzuki et al. 2011).

U pacientd s ulcerdzni kolitidou a chronickymi onemocnénimi byla abnormalné vysoka
exprese klaudinu-2 pfi biopsii. Vyse uvedena zjisténi naznacuji, Ze ochrana stfevni bariéry pied
H202 a IL-6 mlze byt u€¢innym pfistupem pfi prevenci zanctu stfeva. Tato studie zkoumala
mozné pouziti resveratrolu k regulaci funkce bariéry TJ v lidskych stfevnich Caco-2 bunkach.
Bunky byly oSetieny H202 a IL-6, které poskodily stfevni bariéru, aby se prozkoumal ochranny
ucinek resveratrolu. Nicméné zlepSeni integrity TJ bariéry bylo zkoumdno pomoci
nestimulovanych bun¢k Caco-2 (Dong et al. 2020).

Lidské Caco 2 bunky

Lidska epitelidlni bunécnd linie Caco-2 je Siroce pouzivana jako model stfevni
epitelidlni bariéry. Bunéfna linie Caco-2 je pavodné¢ odvozena z kolorektalniho
adenokarcinomu tlustého stieva. Tento objev ucinil Jorgem Fogh v tstavu pro vyzkum
rakoviny (Fogh et al. 1977).

Jednou z jeho nejvyhodnéjSich vlastnosti je vsSak jeho schopnost spontdnné se
diferencovat na monovrstvu bunék s mnoha vlastnostmi typickymi pro absorpcni enterocyty,
které se nachazi v tenkém stfevu. Bunécna linie Caco-2 je heterogenni a obsahuje bunky s mirné
odliSnymi vlastnostmi. Lze tedy ocekavat, ze podminky kultivace jsou vhodné pro rist
subpopulaci bun¢k, coz vede k systému bunéénych modelti s vlastnostmi, které se mohou lisit
od ptivodni bunééné linie. Proto vysledky ziskané za podobnych experimentalnich podminek v
ruznych laboratofich nemusi byt pfimo srovnatelné. Z tohoto diivodu byla stanovena fada
klonovanych bunécénych linii Caco-2, které jsou popsany v literatuie. Jsou poskytnuty podrobné
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protokoly pro manipulaci s buitkkami Caco-2 v laboratofi. Spravné testovani bunécné
monovrstvy je naprosto zasadni pii vyuzivani bun¢k Caco-2 k méfeni interakce, absorpce a
bunécného transportu 1€kt a potravinovych slozek (Lea, 2015).

Pro blizsi napodobeni stérickych podminek ve stieve in vivo jsou buiiky Caco-2

kultivované na propustnych filtracnich vlozkach, které 1ze ziskat od mnoha dodavatel.
Kultivace bun€¢k Caco-2 na filtru podporuje zlepsSeni jejich morfologickych a funkénich
diferenciaci. Bylo to dobie zdokumentovano, Ze polarizované monovrstvy Caco-2 spolehliveé
koleruji s absorbpci 1éCiv a jinych sloucenin po peroralnim pfijmu u lidi (Cheng et al. 2008).

Ve srovnani s normdlnim stfevnim epitelem ma Caco-2 bunéény model nekolik
omezeni. Normalni stfevni epitel obsahuje vice nez jeden bunécny typ, nejen enterocyty. Dalsi
nevyhodou Caco-2 linie je, ze oproti stfevnimu epitelu postradd stfevni hlen, pfitomnost
zluCovych kyselin a fosfolipidi. Tyto faktory siln¢ ovlivituji absopci lipofilnich latek in vivo
(Lea, 2015).

0.020.Q lelelelelelelele)

Obrazek 4: rust tkanovych monovrstev (Lea, 2015)
Metabolismus stilbenoidi

Utinnost stilbent, které jsou podavany peroralng, zavisi na jejich absorbci, metabolismu
a distribuci tkanémi. Ukazuje se, Ze konjugované formy jsou oproti volnym formam ve vzorcich
zivocichil nachdzeny castéji. Pfi vyzkumech provadénych na lidech se ukazalo, Ze hlavnim
metabolitem v jaternim metabolismu je trans-resveratrol-3-O-glukoronid. U vyzkumi
provedenych na mysich a potkanech byly zjistény trans-resveratrol-3-O-glukoronid a trans-
resveratrol-3-sulfat jako vyznamné metabolity ve vzorcich jejich moci (Yu et al. 2002).

Nejvice studovanym, z hlediska metabolismu, je resveratrol, mnohé studie se vSak
zaméfuji 1 na jeho analoga a ukazuje se, ze absorpce monovrstvou Caco-2 bunék probihd na
stejném principu, ovsem Vv jiné mife (Kim et al. 2008).

Metabolomika

Metabolomika je celkovd analyza metabolomu za urcitého fyziologického nebo
vyvojového stadia organismu, tkané nebo buiiky. Snazi se o zachyceni aktivnich procest uvnitt
bunky, které jsou velmi rychlé a dynamické (Goodacre et al. 2004).

Aktualni vyskyt metabolitli uvnitt buiiky totiz odrazi nejen genovou expresi, ale také
stimulaci vnéj$im prostiedim, vyvojovou fazi nebo vzniklé genetické mutace. K porozuméni
metabolismu je tedy nutné znat dil¢i metabolické procesy probihajici za urcitych podminek.
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Pii metabolomickém vyzkumu je nutné si uvédomit, ze n€které metabolity se vyskytuji
u velkého poctu metabolickych drah, jiné jsou pouze specifické pro urcitd mista v
organismu. Stejn€ jako nékteré metabolity se pii zmene prostredi vyrazné meéni, jiné ziistavaji
takika beze zmény (Villas-Boas et al. 2007).

DalSim nepfijemnym uskalim pfi studiu metabolitl je jejich omezeny polocas zivota,
protoZze jsou bunkou neustale pfijimany, pfeménovany, degradovany a vylu¢ovany. Tento
neustaly proces tak zabrafuje analyze celého metabolomu najednou, a tak jsou pfi monitoringu
metabolitll voleny riizné strategické postupy.

Pti exrakci metabolitl se preferencné pouziva nemechanicky pfistup, ktery se nazyva
chemickd, fyzikalni nebo enzymova lyze bunky. Pii enzymatické lyzi buiky se pouzivaji
lytické enzymy, které za spolutcasti malé zmény teploty a pH pouze mirné degraduji ziskané
metabolity. Pti fyzikalni lyzi se vyuzivd prudké zmény osmotického tlaku nebo teploty.
Nejcastéji pouzivanym pristupem je vSak chemicka lyze, ktera pouziva k extrakci metaboliti
organicka rozpoustédla, jako jsou napiiklad metanol, etanol, acetonitril, chloroform, etylacetat
nebo hexan. Tato rozpoustédla jsou vybrana nebo kombinovana s ohledem na hydrofilitu ¢i
lipofilitu sloucenin. V dal$im kroku nasleduje zakoncentrovani metabolitii napiiklad pomoci
extrakce na pevné fazi, superkritické fluidni extrakce nebo lyofilizace.

Pti vybéru analytické metody pro identifikaci metabolitti vénujeme pozornost pievazné
charakteru analyzovaného vzorku a komplexnosti sledovanych metabolitti. V poslednich letech
se ale ukazuje, Ze nejlepsi vysledky jsou dosahovany pifi méfeni pomoci nuklearni magnetické
rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS) s pfimou infuzi vzorku do iontového zdroje
(Musilova et Glatz. 2011).

Softwarové nastroje v metabolomice

K vyhodnocovani metabolomickych dat Ize vyuzit Sirokou skalu software nebo online
serverl, mezi které patfi naptiklad BioSpider, Colmar, Fid nebo také XCMS. VSechen tento
software pouziva urcity zpiisob komparace naméfenych vysledkil s online databazemi a
knihovnami.

XCMS Online je online verze ptivodni verze XCMS. Jedna se o software, ktery je
urceny predevsim ke statistickému vyhodnoceni dat, které pochazi z hmotnostni spektrometrie.
Tento software je uzitecny k praci s profilaci metabolitii pfi objevovani biomarkerd, pfifazeni
enzymatického substratu, zjisténi aktivity a pfipadné specifity 1éciv nebo jinému
metabolomickému vyzkumu. Pouzivd koncepci nelinearniho zarovnani fetenCnich casi,
odpovidajici filtraci, detekci vrcholu piku a také porovnani pikid. Tato identifikace probiha bez
nutnosti pfitomnosti interniho standardu. U kazdého vzorku také vhodné koriguje retencni Cas
a nasledné porovnava jednotlivé analyty s knihovnou dostupnych dat z databaze METLIN.
XCMS je volné k dispozici v open-source licenci (Smith et al. 2006).
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Kapalinova chromatografie

HPLC

HPLC je adaptaci na tenkovrstvou chromatografii se zlepSenou separacni ucinnosti a
detekénimi limity. Na rozdil od tenkovrstvé chromatografie je tato metoda spolehlivéjsi,
protoze se jedna o instrumentalni metodu, ovladanou softwarem. Pouziva se pro stanoveni
necistot, forenzni Ucely apod. Stacionarni faze je obvykle tvotena silikagelem. Dale se pro

extrakci vyuzivaji polarni rozpoustédla jako je metanol nebo chloroform (Sonia et al. 2017).

UHPLC

UHPLC je modifikace HPLC, ktera se vyznacuje zejména odolnosti vici vysokym
tlakiim. Mezi hlavni pfednosti této separacni techniky patii extrémni rychlost separace a velmi
vysokd ucinnost. Tato technologie se casto pouziva v riznych farmakologickych ¢i
bionalytickych studiich, ve kterych je predpokladan rychly rozklad analytti a dlouhy ¢as méteni
zpusobuje jejich degradaci. Velmi uzitecné je spojeni UPLC s hmotnostni detekci MS/MS.
Toto spojeni piindsi vynikajici vysledky v oborech jako jsou toxikologie nebo farmakologie,
kde je mozné predikovat pfipadnou toxicitu nebo také rizné lékové interakce in vivo.
V soucasnosti se také hojné vyuziva k identifikaci drog (Vijayalakshmi et Rao, 2020).

Hmotnostni spektrometrie

Kvadrupoélové analyzatory

Obecné jsou kvadrupdly hmotnosti analyzatory, které se skladaji ze 4 kovovych ty¢i,
kdy vzdy 2 protilehlé maji stejné stejnosmerné napéti, a to bud’ kladné nebo zaporné. Zaroven
vSemi ty¢emi kvadrupodlu prochazi sttidavé napéti o vysoké frekcenci.

Na pfistroji je piistroji mohou byt nastaveny dva fezimy méfeni, a sice fezim scanu
(SCAN) nebo rezim ,single ion monitoring” (SIM). Rezim SCAN pracuje na principu
skenovani vSech prochazejicich iontd za soucasné kontinualni zmény elektrického pole
kvadrupolu. Naproti tomu fezim SIM jiz pracuje pouze s ionty o ptesné dané velikosti m/z a
ostatni ionty jsou zachyceny na sténach ty¢i kvadrupolu. Z hlediska citlivosti je rezim scan
méng citlivy, avSak proti rezimu SIM dokéze zachytit vSechny ionty v iontovém zdroji. Rezim
SIM je ale pouzivany ¢astéji z divodu citlivé kvantifikace (Friedecky et Lemr, 2012).

Kvadrupoélové analyzatory mohou byt bud’ jednoduché nebo trojité, jejich vybér zavisi
na pouziti. Jednoduchy kvadrupol (Q) mtze byt dale spojen naptiklad s lineralni pasti (Q-LIT)
nebo s analyzatorem doby letu (Q-TOF). Casto se vyuziva tandemového spojeni a vznikd trojity
kvadrupdl (QqQ). Trojité kvadrupdly jsou analyzatory, které se Casto pouzivaji pro MS/MS
experimenty. Jejich vyhodou je postupna selekce iontti, v prvnim kvadrupo6lu dochazi k excitaci
iontll a naslednou fragmentaci na drobnéjsi molekuly, druhy kvadrupol slouzi jako kolizni cela
a tfeti kvadrupol analyzuje takto vyselektované ionty (Novakova et al., 2013)
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Analyzator doby letu (TOF)

Analyzator doby letu je pulzni hmotnostni analyzator, u kterého jsou nejprve ionty pfi
vstupu do analyzatorové trubice prudce urychleny a nasledné se méfi Cas, za ktery se dostanou
k dektoru a podle tohoto udaje je piesné urcen m/z. TOF byl ptvodné vyvinut jako detektor
pouzivany v kombinaci s plynovou chromatografii. Pozd€ji, po nastupu ionizace pomoci
MALDI doslo k dalSimu rozsifeni jeho technickych moznosti. V ptipadé spojeni spojeni
s MALDI ionizaci se jedna o idealni spojeni, a to zejména v piipadé méteni makromolekul
s velkym m/z (Guilhaus et al. 1997).

Analyzator doby letu m4 totiZ téméF neomezeny hmotnostni rozsah. Uskalim pii méfeni
takto velkych makromolekul je ale jeho nizsi citlivost. Casto je také pied analyzatorem doby

ee oy

Q-TOF

Q-TOF (kvadrupol Time-of-Flight) je detekéni technika, ktera je vhodna pii métenich
s vysokym rozliSenim a znalosti pfesné hmoty analytu. Zaroven je mozné timto detektorem
selektovat prekurzorovy ion v kvadrupolu a ziskat tak MS-MS spektra, ¢imz ziskame vyssi
selektivitu a také ptipadné ovéfeni identity analyti porovnanim s MS-MS knihovnami
(Westphal et al. 2002).
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Obrazek 5: Schéma Q-TOF (ptelozeno dle: Kulyyassov et Ramankulov, 2018)

20



4.1

4.1.1

4.1.2

4.1.3

4.2
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4 Metodika

Vybrané stilbenoidy a jejich prenylované analoga byly vybrany na zaklad€ jejich
uvadéné 1 predchozimi experimenty ovéfené biologické aktivity (resveratrol,
dihydroresveratrol, oxyresveratrol) a strukturni ptibuznosti (prenylované derivaty vyse
zminénych). Testy permeability byly provadény na modelu vrstvy stievnich bunék (Caco)
rostoucich in vitro. V pribéhu kultivace bylo odebirano médium na bazalni i apikalni stran¢
bunécéné vrstvy a na konci pokusu byla provedena i extrakce bunécného obsahu. Analyza
distribuce sledovanych latek i jejich potencidlnich metaboliti probéhne pomoci LC/MS s
ultravysokym rozliSenim (Q-TOF). Vystupy byly zpracovavany pomoci vyhodnocovaciho
software bruker DataAnalysis, Mass Frontier, kvantifikace bude provedena softwarem TASQ.
Statistické vyhodnoceni bylo realizovano pomoci softwaru Statistica a MS Excel.

Material

Pouzité vzorky

Prenylované latky byly ziskany od doc. PharmDr. Karla Smejkala, Ph.D. z VFU. Brno.
Vsechny vzorky byly ziedény v DMSO a poté HBSS (Hankstiv vyvazeny solny roztok) v den
experimentu. Kone¢na koncentrace 20 uM byla zalozena v pfedchozich testech cytotoxicity
MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid). Koncentrace DMSO v
kone¢ném roztoku nepiesahla 2%, aby se predeslo jeho vlivu na monovrstvu Caco-2.

Interni standard

Jako interni standard byl pouzit vzorek trans -resveratrolu (tRes), ktery byl ziskan od
Merck (Darmstadt, Némecko).

Chemikalie

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

Instrumentalni ¢ast

Laboratorni zarizeni

Inkubator 1000, Heidolph — Némecko

Centrifuga Rotanta 460R — Némecko

Vortex Phoenix Instrument RS-VF10 — Némecko

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

UHPLC Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific — USA

423 Q-TOF

MS Q-TOF Impact II Bruker Daltonic — Némecko

4.3 Metoda

4.3.1 Test propustnosti

Test propustnosti je provadén pomoci Caco-2 bun¢k a slouzi k simulaci propustnosti
membrany lidského stfeva a ptipadnému intracelularnimu metabolismu latek in vitro. Tyto testy
jsou provadény za tcelem predikce chovani 1éCiv nebo dalsich latek in vivo. Je-1i to mozné,
testy in vitro jsou upiediiostnovany oproti pokustim na zvitatech.

Bunky Caco-2 je linie bunék ziskana z karcinomu tlustého stfeva (Fogh et al. 1977).
Bunky vhodné€ nasimuluji prostedi bunék stievniho epitelu. Na nasledujicim orazku (obrazek
6) je grafické znazornéni pribéhu molekul z apikalni na bazolateralni stranu.

Apikalni strana

: ® e ©® 4 L, ° o
LCCLL LA IEL LA EE O L LI L
' ' .. .- '
0] @} ® @)
e o ° o o

Bazolaterdlnistrana

Obrazek 6: Caco-2 linie bunék
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4.3.2 Méieni integrity monovrstvy

Filtracni vlozky s monovrstvou bunécné linie Caco-2 byly promyty tfikrat HBSS,
predehiatym na 37 © C a upravenym na pH 7.,4. Transepitelialni elektricky odpor (TEER) musel
byt alesponi 600 €, pro zajisteéni integrity bunécné bariéry. Poté bylo pfidano Luciferovo zluté
barvivo o koncetraci 25 uM, a desticky byly inkubovany pfi teploté 37 © C a 5% CO 2 v
atmosféfe po dobu 1 hodiny, za soucasného tiepani (150 ot./min). Desticky byly méfeny ve
ctecce Tecan Infinite M200 (excitacni/emisni vinova délka 480 nm/530 nm). Nasledné byly
pouZity inserty s integritou vyssi nez 95 %.

4.3.3 Extraké¢ni metoda pro ziskani vzorku

Kultiva¢ni inserty byly tfikrat promyty kultivaénim médiem (HBSS) a 500 ul ptivodniho
roztoku o koncentraci

20 uM bylo naneseno na apikalni stranu. Na stranu bazolateralni bylo ptidano 1000 ul
HBSS. Vzorky z apikalni strany (50 ul) byly odebrany okamzité (Casovy bod 0 h). Desky s

inzerty byly inkubovany na rota¢ni tfepacce (150 otacek za minutu) v CO2 inkubatoru
(37 ° C, 5% CO2 atmosféra). Vzorky z bazolateralni strany byly odebrany v casovych
intervalech 0,5, 1, 1,5, 2, 3 a4 hodiny. 500 ul HBSS bylo odebrano a nahrazeno 500 ul Cerstvého
HBSS. Nakonec byly odebrany vzorky z apikalni strany a inzerty byly tfikrat promyty HBSS.

Byl méfen transepitelarni elektricky odpor (TEER), ktery demonstruje, zda nedochazi k
nedochazi k poruseni celularni bariéry (> 500 Q).

Pro vyhodnoceni intracelularniho obsahu testovanych sloucenin byly zbyvajici bunky
na inzertech extrahovany 100% methanolem. VSechny vzorky byly az do analyzy skladovany
pti -80° C. Cely kultivacni experiment byl proveden ve tfech casove nezavislych opakovanich.

4.3.4 Podminky analyzy

Stanoveni stilbenoidli probihalo pomoci LC-MS s ultravysokym rozliSenim a vysokou
presnosti stanoveni molekulové hmotnosti (HRAM). Chromatograficky systém se skladal z
chromatografické jednotky UPLC Ultimate 3000 Thermofisher Scientific — USA a Q-TOF
Impact II od Bruker Daltonik.

Ionizace: elektrosprej (ESI)

Pouzita kolona: Kinetex 1.7 mm F5 100 A 100x2.1 mm Phenomenex — USA

Mobilni faze: LC-MS voda a methanol s kyselinou mravenci (999:1).

Vzorky byly zfedény v poméru 1:1 s roztokem methanolu a kyseliny mravenci (99:1).

Teplota kolony: 35 °C

Autosampler chlazeny na 10 °C

Nastiik: 5 pl

Rychlost pritoku: 0,2 ml

Gradientova eluce: mobilni faze A: 0,1% kyselina mravenc¢i, mobilni faze B: 100% methanol

V nasledujici tabulce je znazornéni pribéh

Tabulka 2: pribéh gradientové eluce
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4.4

4.4.1

Cas v minutach Pomér mobilni faze B v %

0 20
3 50
6 100
15-24 20

Kalibrace piesnosti méfeni m/z byla provedena na formiat sodny

Parametry ionizacniho zdroje: End plate offset: 500 V

V Capilary: 3 000 V

Tlak zmlzujiciho plynu: 0,3 Bari

Prttok susiciho plynu: 4L/min

Teplota zdroje: 250 °C

Spektra byla snimana pfi frekvenci 1 Hz a méfena v rozsahu 500 - 1 500 m/z

Mg¢feni probihala v rezimu FullScan v pozitivnim modu

Mgfeni probihalo ve v§ech zminénych timepointech a mezi odlisSnymi vzorky byly nasazeny
slepé vzorky (blank). Mezi métené vzorky jednotlivych casovych odbérti byl vzdy po 5
nastficich vlozena analyzu rozpoustédlového blanku a po kazdych 10-ti vzorcich vzorek
kontroly kvality obsahujici smés standardt o koncentraci 100 ng/mL.

Vyhodnocovani dat

Parametry metody pro méteni MS byly nastaveny v ovladacim software Otof Series 4.0,
(Bruker Daltonik — Némecko) a Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific — USA). Pro
tvorbu jednotlivych sekvenci a pro ptedbézné zpracovani dat byl pouzit software HyStar verze
3.2 SR4. Pomoci software Metabolite Detect 2.0 SR 4 (Bruker Daltonik— Némecko) byla
provadéna diferencni analyza spekter a chromatografi. Vystupni data byla zpracovana
programem DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik — Némecko). Metabolomicka necilena analyza
byla provadéna v cloudovém software XCMS Online (v Scripps Research — Florida) a pomoci
volné dostupného software MZmine 2.52.

Seznam testovanych stilbenoidi

V nasledujici tabulce (tabulka 3) jsou znazornény nazvy sloucenin, které nam byly
dodany spolu s jejich strukturnimi vzorci, zkraceny nazvy, ktery jsme zvolili pii méfeni,
sumarni vzorce, piesné hmoty neutrofilnich molekul a pfesna hodnota méteného m/z.
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Tabulka 3: seznam pozorovanych stilbenoidl a jejich presna specifikace

Nazev Nazev pri Sumarni vzorec Piesna hmota  Mefena presna hodnota
anaylyze neutralni m/z [M +H]|*
molekuly

N-MS-30-F2 MSI1 C24H2503 364,4773 365,2117
N-MS-13-F§ NI Ca5H3004 394,5033 395,2222
N-MS-27-B4 N2 CasH3004 394,5033 395,2222
N-MS-12F4- N4 C25H3003 378,5039 379,2273

C2

N-MS-70-B1 N5 CasH3004 394,5033 395,2222
N-MS-22-B2 N6 CasH3z004 394,5033 395,2222

N-MS-30-F2 N-MS-13-F5

N-MS-27-B4 N-MS-12F4-C2
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4.5

5.1

N-MS-70-B1 N-MS-22-B2

Obrazek 7: strukturni vzorce prenylovanych stilbenoidu a jejich technické nazvy

Kalibraéni kiivky

V nasledujici tabulce (tabulka 4) jsou zndzornéné rovnice piimek jednotlivych
standardii. Kalibrace byla tvofena body o koncentracich 100, 200 a 600 ng/ml. Jednotlivé
kalibra¢ni body byly pfipraveny do 100% metanolu stejné Sarze, ktera byla pouzita pfi pfiprave
vzorkd.

Slouceniny Rovnice kalibraé¢ni kiivky Linearita
[ng/mL]
N-MS-30-F2 y =-7928,1657+2082,7317*x 100-600
N-MS-13-F5 y =5684,6151+7474,9712*x 100-600
N-MS-27-B4 y =-35784,7916+11172,4435%x 100-600
N-MS-12F4C2 y =-6176,9566+2694,2908*x 100-600
N-MS-70-B1 y =-6176,9566+2694,2908*x 100-600
N-MS-22-B2 y =-35784,7916+11172,4435*x 100-600

Tabulka 4: Rovnice kalibracnich kfivek vybranych prenylovanych sloucenin.

Grafické zobrazeni kalibra¢ni kalibra¢nich kfivek je zpracovano jako ptiloha 1.
Z grafii je ziejmé, ze linearita kalibracnich pfimek je ve vSech ptipadech vyhovujici.

5 Vysledky
Data Analysis 4.3.

Prvni krok vyhodnocovani probéhl pomoci softwaru Data Analysis. Nejprve jsme si
ovefili porovnanim metanolového extraktu s koncentracné nejvyssim kalibracnim bodem, zda

se v uvedenych vzorcich nachazi ionty o molekulovych hmotnostech odpovidajicich m/z
jednotlivych testovanych latek, pro ovéfeni jejich skutecné ptitomnosti ve vzorcich.
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5.2
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Obrazek 9: Molekulova hmotnost N4
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Obrazek 10: Molekulova hmotnost N1, N2, N5, N6
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Z obrazku (obrazek 8,9,10) je patrné, ze uvedené molekulové hmotnosti se nachazi ve
stejném retencnim case jako kalibracni standard a je tedy mozné verifikovat jejich pritomnost.
Piky pro ionty analyti N1, N2, N5, N6 se stejnou molekulovou hmotnosti (izobarické latky) se
lisi pouze svymi reten¢nimi Casy, které byly identifikovany porovnanim s retencnimi Casy
jednotlivych standarda.

Pribéh metabolismu prenylovanych stilbenoidii a monitoring jejich
transportu

Na nasledujicich grafech je znazornén vyskyt prenylovanych stilbenoidti na apikalni
stran¢ (Oh) a uvniti Caco-2 bun¢k (MET). Na bazolateralni stran¢ nebyl nalezen zadny z
testovanych analyttl, proto neni tato hodnota v grafech zahrnuta.
Me¢reni byla provedena ve dvou opakovanich.
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5.2.1 N-MS-30-F2

MS1
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Obrazek 11: krabicovy graf latky MS1

5.2.2 N-MS-13-F5

N1
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0
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Obrazek 12: krabicovy graf latky N1
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5.2.3 N-MS-27-B4

N2
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Obrazek 13: krabicovy graf latky N2
N4
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Obrazek 14: krabicovy graf latky N4
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5.2.4 N-MS-70-B1

N5
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Obrazek 15: krabicovy graf latky N5

5.2.5 N-MS-22-B2

N6

8000000
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2000000

1000000

0
Oh Metanol

Obrazek 16: krabicovy graf latky N6

Z grafl je patrné, Ze v bunikach byla v nejvétsim mnozstvi akumulovana sloucenina N-
MS-22-B2. V nejnizsich koncentracich pak byla detekovanalatka s kddem N-MS-30-F2.
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5.3 Tvorba metabolita

Vybrané prenylované slouceniny tvofily na apikalni strané (Oh) a uvnitf Caco-2 bunék
(MET) hydroxylované a glukoronidové metabolity. Vyskyt téchto metaboliti byl pouze
v prvnich dvou biologickych opakovanich. Tento fakt Ize pripisovat tomu, ze analyza tfetiho
nezavislého biologického opakovani probéhla s del§im ¢asovym odstupem, a tak mohlo dojit
k dalsi neznamé metabolizaci ¢i rozpadu analyta.

5.3.1 Vyskyt hydroxylovanych metaboliti vybranych prenylovanych stilbenoida

Z uvedeného grafu (obrazek 17) vyplyva, ze u vybranych sloucenin byly nalezeny
hydroxylové metabolity ve tfech ze Sesti uvedenych latek. Hydroxylové metabolity byly az na
jedinou vyjimku nalezeny pouze v methanolovém extraktu, coz vypovida o metabolizaci
stilbenoidd uvniti bunék.

90000
80000

70000

60000

= 50000

40000

30000

20000
10000 I

0

N-MS-30-F2 N-MS-13-F5 N-MS-27-B4 N-MS-12F4-C2  N-MS-70-B1 N-MS-22-B2

plocha piku

HOh ®mMET

Obrazek 17: Tvorba hydroxylovych metabolitt vybranych sloucenin
5.3.2 Vyskyt glukoronidovych metaboliti vybranych stilbenoida

Glukoronidové metabolity, které znazornuje obrazek 18, byly nalezeny pouze u dvou
latek ze Sesti, a to vyhradné v methanolovych extraktech. Metabolizace tedy probiha stejné jako
v piipad¢ hydroxylovych metabolitl uvnitf bun¢k.
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5.4
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Obrazek 18: tvorba glukoronidovych metaboliti vybranych stilbenoidti

Interference

K vysledkim, které vypovidaji o tom, Ze vybrané prenyly se nachazi nejvice
v methanolovém extraktu bunék (intracelularni frakce) jsme dosli pravdépodobné kvili
nevhodné homogenizaci média na zacatku analyzy a nedostate¢né distribuci sloucenin napftic
celym médiem. V 0. hodin¢ na apikalni strané by teoreticky méla byt nalezena mnohem vyssi
koncentrace prenylovanych stilbenoidti odpovidajici pfidavanému mnozstvi testovanych latek.
Nelze ale také vyloucit okamzity ptechod téchto latek do Caco-2 bunék diky jejich velmi
vysoké afinité viici biologickym membranam.

XCMS Online

V piipadé této prace bylo XCMS pouzito k porovnani jednotlivych datovych sad, které
byly vyexportovany z Data Analysis ve formatu centroidovych spekter. Zakladnim
pozadavkem bylo porovnéavat data mezi sadami, ve kterych nemaji analyzované latky stejnou
molekulovou hmotnost, aby doslo k zachyceni unikatnich latek.

Vzhledem k ptedchozim vysledkim testujicim pfitomnost testovanych latek
v jednotlivych vzorcich jsme zvolili taktiku porovani metanolového extraktu, finalniho odbéru
(4. hodina) a vychoziho ¢asového bodu (0. hodina). Porovnani probéhlo nasledujiciim
zpusobem, ktery je znadzornén v tabulce ¢.5.
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Tabulka 5: strategie porovnani dat

Datova sada 1 Datova sada 2
MS1 4h N1 Oh
MS1 MET N2 Oh
N1 4h MSI1 Oh
N1 MET N4 Oh
N2 4h N4 Oh
N2 MET MS1 Oh
N4 4h N6 Oh
N4 MET N5 Oh
N5 4h MSI1 Oh
N5 MET N4 Oh
N6 4h N4 Oh
N6 MET MS Oh

Vysledky zkomparacnich analyz jednotlivych skupin jsme na zakladé¢ predem
zvolenych kritérii, kterymi byly m/z, retencni Cas, plocha piku a statisticka signifikance (p-
hodnota), vyfiltrovali a ziskali jsme n¢kolik desitek vyznamnych kandidéatnich iontt (m/z).
VSechny nalezené hmotnosti spolu s retencnimi ¢asy (viz. pfilohy) jsme zpétn¢ vyhodnotili
v Data Analysis a timto zptisobem jsme nalezli zhruba 2 desitky unikatnich piki. Nejhojnéji se
vyskytovaly v rozmezi retenc¢nich ¢ast 7,5 — 17,5 min.

Nejvice téchto unikatnich piki bylo nalezeno ve vzorku MSI1, proto je nasledujici
obrazek (obrazek 19) praveé chromatogram ze vzorku MSI.

Intens,
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25

12.5 15.0 175 20.0 25 Time [min]
B8 01 1100943 [425.2628] 05 _01_BB8_01 11009.d: 4 [431.7759]
0501 _BB8_0111009.d: 8 [274.2738]

—— PERM_MS1 1}

0501 _BB8_01_11009.d: 20 [467.1644]

—— PERM_MSL_1_MET_Pos_01_BB8_01_11009.d: 24 [425.4885]

Obrazek 19: Unikéatni piky v methanolovém extraktu vzorku osetfeném MS1

Pomoci vypocti jsme jednotlivé hmostnosti porovnali s pravdépodobnymi addukty
nejobvyklejsich ocekavanych konjugati vychozich sloucenin, vygenerovanych pomoci
software Excel lonCalc. V tomto piipad¢ jsme vSak nedosli k zadn¢ shodé¢.

Dale jsme se pokusili vybrané latky identifikovat pomoci on-line knihovny dostupnych
spekter Compound Crawler (Bruker Daltonik, Némecko), avSak i v tomto ptipad¢ jsme nedosli
k zadnému vysledku, ktery by nam napovédél, o jaké latky se jedna.

Dal$im postupem byla vizualni analyza jednotlivych HRMS spekter po odecteni pozadi
pred a za pikem.
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Obrazek 20: zobrazeni MS1 ve hmotnostnim spektru
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Obrazek 21: Zobrazeni N1,N2,N5,N6 ve hmotnostnim spektru
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Obrazek 22: Zobrazeni N4 ve hmotnostnim spektru

Z uvedenych obrazkl (obrazek 20,21,22) hmotnostnich spekter vyplyva, ze jednotlivé

r

unikatni features ziskané pomoci necilené analyzy (XC/MS) jsou vétSinou soucasti
komplexnéjSich spekter obsahujicich dalsi signifikatni ionty vzniklé pravdépodobné

fragmentaci v iontovém zdroji.

Tato skute¢nost naznacuje, ze pro zevrubnéjsi identifikaci

nalezenych unikatnich latek by bylo nezbytné provést jejich izolaci a dal$i nasledné
konfirmacni analyzy napt. pomoci nuklearni magnetické rezonance.
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7 Diskuze

Pii metabolismu ptirodnich latek hraje klicovou roli jejich biologicka aktivita, na niz
zavisi, zda se viibec dané latky dostanou do krevniho fecisté. Pokud se stilbenoidy dostanou do
tlustého stfeva, transportuji se nasledn€ pomoci enterocytti ve formée konjugati.

Cilem této prace bylo zjistit, zda se vybrané stilbenoidy a jejich prenylovana analoga
prenasi z apikalni na bazolateralni stranu membrany Caco-2 bunck a za jakych podminek.

Béhem vyhodnocovani dat bylo zjisténo, Ze nékteré prenylované slouceniny byly
méfitelné na apikalni stran¢ v 0. hoding, avsak pfi pfechodu pies buiiky Caco-2 jsou v nich
zadrzeny a déle na bazolateralni stranu nepiechazi zadna z nich. Tato skute¢nost ndm vypovida
o tom, ze prvni hypotéza, kterd piredpokladala pienos stilbenoidii z lumen stfevni sliznice
smérem do krevniho fecisté nebyla zcela spravna.

Druha hypotéza nebyla potvrzena, nicméné k tvorbé hydroxylovych a glukoronidovych
komplexti prokazatelné dochazelo, pouze by nebyly dle méfeni v nasem modelu transportovany
do krevniho ob¢hu. Je vSak dulezité zminit fakt, ze k pfenosu do krevniho fecist¢ mohlo
dochazet, ale latky mohly vytvofit komplexni slouceniny s biologickymi makromolekulami,
které nebyly v naSich experimentech uvazovany, a tudiz ani neni mozné predpoveédét jejich
molekulové struktury a hmotnosti (Lu et al. 2013).

Nesmime vSak opomenout, Zze potencial pfitomnosti prenylovanych sloucenin uvnitf
bunék neni zanedbatelny. Vyse zminéné studie dokonce ukazuji, Ze depotni zasoby resveratrolu
uvniti lumen jsou cennéjsi nez jeho koncentrace v krevnim fecisti, protoze v ptipadé stievni
sliznice se ukazuje, Ze se stilbenoidy zabrafnuji naruseni nebo zmiriuji nasledky naruseni stievni
sliznice zptisobené H>O» (Carrasco-Pozo et al., 2013). Tato narusSeni stfevni sliznice nejcastéji
zpisobuji zanétliva stfevni onemocnéni, kterd maji vliv na mnoho dal$ich ptidruzenych chorob
mezi které patii dle nedavnych studii i mnoho neurologickych ¢i autoimunitnich onemocnéni,
které drive nebyly vlbec s gastrointestinalnim traktem spojovany (Turner, 2009; Rao et
Gershon, 2016). Podobny potencial, jako maji vySe zminéné stilbenoidy, byl prokazan i u jejich
prenylovanych derivati (Lelakova et al. 2020), proto se jevi nami zjisténa akumulace téchto
latek v bunikach stievni sliznice jako pomérn¢ vyznamny fakt.

Na prenylované stilbenoidy méfené v nasi studii se ale v nékterych ptipadech navazuji
glukoronidové konjugaty nebo dochazi k jejich hydroxylaci. Tato skutecnost je zajimava
z hlediska jejich dalsiho potencidlniho antimikrobidlniho ¢i antioxida¢niho piisobeni, protoze
je jiz znamé, ze strukturalni zmeény stilbenoidii mohou zlepsit jejich biologickou dostupnost
(Walle. 2011).

Zajimavé porovnani nabizi vysledky experimentu Jarosova et al. (2020), ktery byl
realizovan taktéZz na bunécné linii Caco-2 bunék. Tento konkrétni experiment a dal§i podobné
poukazuji ale na opacény trend. Trans-resveratrol, cis-resveratrol a dihydroresveratrol se chovaji
v daném systému zcela odliSnym zptisobem a dochazi k vyrazné metabolizaci na glukoronidové
a sulfatové metabolity. Je vSak nuné si uvédomit, Ze trans a cis resveratrol jsou molekuly, které
maji sice stejny zaklad jako molekuly v naSem experimentu, ale jejich rozpustnost i afinita viici
Caco-2 bunkam je zcela jina z dvodi odlisnosti jejich struktur.

Zajimavym zjisténim byla detekce unikatnich piki, které jsme nalezli pomoci XCMS.
Tyto piky mohou zahrnovat rizné potencialné biologicky aktivni molekuly, které mohou byt

35



derivaty testovanych latek, nebo mohou byt endogeniho piivodu a byt aplikaci prenylovych
stilbenil pouze indukovany a mohou ovliviiovat dalsi biologicky vyznamné reakce.

Tato prace nabizi prostor pro dal$i vyzkum téchto molekul naptiklad pomoci nuklearni
magnetické rezonance, kterd by mohla objasnit jejich piesnou strukturu a nasledné priblizit
jejich biologickou funkci v organismu.

Dulezité je ale také zminit fakt, Ze studie na bunécénych liniich Caco-2 bunék nemohou
zcela objasnit, k jakym metabolickym zméndm dochdzi pti perordlnim podéni. Stilbenoidy
mohou totiZ pfi prichodu travicim traktem byt metabolizovany bufikami jinych tkani. Studie,
které popisuji nizkou biologickou dostupnost resveratrolu pravé na tento fakt poukazuji
(Goldberg et al. 2003).

Dale dochazi k velmi zajimavym vysledktim pfi intravendznim podéani resveratrolu,
naptiklad ve studii Vijayakumar et al. (2016), kde jsou experimenty provadény na mySim C6
gangliomu resveratrol pfi intraven6znim podani zdravym mysim vykazoval zhruba 10x vyssi
polocas rozpadu v krevnim séru nez pii perordlnim podani roztoku resveratrolu. Tento
experiment opét potvrzuje piedpoklad, ze resveratrol a jeho prenylovana analoga jsou siln¢
metabolizovany gastrointestinalnim traktem

K velmi zajimavym zjisténim dosel i Wang et al. (2019) ve studii, kde u mysi
s pridanym resveratrolem v krmivu doslo ke zméné sttevni mikrobioty oproti mySim, které byly
krmeny standardni stravou. Stfevni mikrobiota byla obohacena rody Bacteroides,
Lachnospiraceae, Blautia, Lachnoclostridium, Parabacteroides a Ruminiclostridium. Navic
doslo ale k vyznamnému zjisténi, které ukazuje, Ze i transplantaci této stolice je mozné obéznim
myS$im snizit nartist hmotnosti a zvysit citlivost na inzulin. Tato stolice navic snizila celkovou
zanétlivost a zlepSila funkci stfevni bariéry. Tento pokus byl provadén na mysich, ale
transplantace stolice je nyni u lidi v mediciné Casto diskutovanym tématem a pfinasi velmi
vyznamné vysledky, které nabizi feSeni v 1é¢b¢ velké vétSiny stfevnich onemocnéni, ale i
onemocnéni, ktera se vyskytuji v zcela jiné casti lidského téla, ale byla u nic prokazana jista
korelace s odlisSnym slozenim stfevniho mikrobiomu v porovnani se zdravymi jedinci.

Experiment, ktery se zabyval protizanétlivou aktivitou prenylovaného stilbenoidu
macasiamenenu F, ktery byl extrahovan z rostliny Macaranga siamensis, byl proveden také na
Masarykové univerzité. U tohoto stilbenoidu byly zjiStény také protizanétlivé ucinky, proto se
jevi jako zajimavy kandidat pro dalsi in vivo experimenty. Zminény experiment byl provadén
in vitro na lidskych mococytech THP-1 a THP-1-XBlue™-MD2-CD14, BV-2 mysich
mikrogliich a ex vivo na vybranych mikrogliich mysiho mozku. Zkoumana byla schopnost
stilbenoidu zasahovat do zanétlivych kaskad. Pti pokusu bylo zjisténo, Ze zminény prenylovany
stilbenoid je schopen dramaticky inhibovat ztratu mikroglii, expresi genil a proteintl, které jsou
stimulovany lipopolysacharidy a tim snizit celkovy pocet cytokini (Lelakova et al. 2020).

Nabizi se tedy Siroka Skala vyuziti pro stilbenoidy a jejich prenylovana analoga v mnoha
odvétvich Iékafstvi a farmacie, protoze jejich potencidlni ucinek v gastrointestinalnim traktu
cili na mnoho zdravotnich problémut dnesni moderni spolecnosti.
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8 Zavér

V této diplomové praci bylo testovano chovani celkem 6-ti prenylovanych stilbenoidl a
jejich pripadnych metabolitd na Caco-2 linii bunék reprezentujicich in vitro model stfevni
sliznice.

Cilem prace bylo sledovat jejich metabolicky osud pfi transportu buitkami stfevni sliznice
a popsat dynamiku procesu pomoci LC/MS s ultravysokym rozliSenim a vysokou ptesnosti
urceni molekulové hmotnosti.

Predpokladem bylo, ze stilbenoidy budou polarizované transportovany buitkami stfevni
sliznice smérem z lumen do krevniho ob¢hu a pfi tomto transportu bude dochazet k cilenym
zménam molekul prendsenych stilbenoida.

Vysledky nasi prace ukazuji, Ze prenylované stilbenoidy diky své afinité ke stfevnim
buiikam ptechazi ihned smérem dovnitf bunck. Tento fakt je potvrzen skutecnosti, Ze na
apikalni stran¢ jsme detekovali testované latky pouze v Oh, a to jen v n€kterych ptipadech.
Nejrozsahlejsi metabolizaci ze vSech testovanych latek podstoupila slouc¢enina N-MS-22-B2,
kdy byl uvniti bunék identifikovan jak glukoronidovy konjugat, tak hydroxylovany metabolit.
Jako cilovou tkan pro biologickou aktivitu prenylovanych stilbent 1ze tedy na zaklad€ naSich
vysledkl oznacit pravé buniky stény.

Hypotéza ¢. 1 je tedy castecné vyvracena, protoze na bazolaterdlni strané nebyla
nalezena zadna z ptivodnich slouc¢enin. AvSak neni zcela mozné vyvratit hypotézu €. 2, protoze
k cilenym chemickym zménam dochéazelo minimalné z hlediska bilace (ibytek ptivodni latky).
V nasich silach vsak neni u takto konjugovanych sloucenin ptesné predpovédét k jaké zmeéné
chemické struktury pravé dojde.

Obecné ale stilbenoidy a jejich prenylované analoga vykazuji slibny farmakologicky
potencial u mnohych onemocnéni.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

5-LOX - 5 — lipooxygenaza

AP-1 — Activator protein 1

BV-2 — typ mikroglyové bunky

Cisres - cisresveratrol

COX-1 - cyklooxygenaza

COX-2 - cyklooxygenaza 2

Dhres - dihydroresveratrol

IB - kinaza

IKK - kindzovy komplex

MCF-7 - linie bun¢k izolované z rakoviny prsu

MD?2 - CD14 - lidské embryonalni bunky odvozené z ledvinovych bunck
NF-kB - nuklearni faktor kappa B

Q-TOF - kvadrup6l kombinovany s analyzatorem doby letu
RNS - reactive nitrogen specie = reaktivni formy dusiku
ROS - reactive oxygen species = reaktivni formy kysliku
SIRTI - sirtuin

TEER - transepitelarni elektricky odpor

THP-1 - monocytarni bunécna linie

THP-1-XBlue™ - konkrétni typ monocytarni bunécné linie
TJ - tésny spoj

t-res - trans-resveratrol

UPLC - ultra u¢inna kapalinova chromatografie
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Priloha 1. Grafické zndzornéni kalibracnich kiivek vybranych sloucenin prenylovanych
stilbenoidi

MS1 _4h N1 _0Oh mzmed rtmed
MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh 274,2724 8,355833
MS1 4h N1 Oh 316,2096 4,142633
MS1 4h N1 Oh 387,1902 9,6906
MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh

MS1 4h N1 Oh 430,2402 5,07895
Msian N on [
MS1 4h N1 Oh 440,4065 9,846683
MS1 4h N1 Oh 532,3803 10,69585
MS1 4h N1 Oh 537,3358 10,69585
MS1 4h N1 Oh 576,406 10,69585
MS1 4h N1 Oh 581,3612 10,69585
MS1 4h N1 Oh 620,4318 10,69585
MS1 4h N1 Oh 625,387 10,69585
MS1 4h N1 Oh 637,3002 11,05264
MS1 4h N1 Oh 638,3037 11,0598
MS1 4h N1 Oh 639,3069 11,0598
MS1 4h N1 Oh 654,3264 11,0598
MS1 4h N1 Oh 655,3292 11,0598

v



MS1_4h N1 _Oh
MS1_4h N1 _Oh
MS1 _4h N1 Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1_4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1_4h N1 Oh
MS1 _4h N1 Oh
MS1 _4h N1 Oh
MS1_4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh
MS1 4h N1 0Oh

656,8054
659,2818
659,7849
660,2852

11,0598
11,0598
11,0598
11,0598

696,3725 11,0598
696,388 11,07478
697,3759 11,0598
7084824 1067852
727,2681 11,0598
739,2242 11,0598
740,2283 11,0598

MS1_MET _N2_0Oh

mzmed

MS1_MET N2 0h
MS1_MET N2 0h
MS1 MET N2 0h
MS1 MET N2 0h
MS1 MET N2 0h
MS1 MET N2 0h
MS1_MET N2 0h
MS1_MET N2 0h
MS1_MET N2 0h
MS1_MET N2 0h
MS1_MET N2 0h

374,362283
424,4864371

rtmed

9,440642
10,46377

480,5492072
481,5526063

10,69908
10,70406

N1_4h_MS1_Oh mzmed

N1_4h MS1 Oh
N1_4h MS1 Oh

N1 _4h MSI Oh 659,2834
N1 4h MSI Oh 660,287

N1 4h MS1 Oh
N1 4h MS1 0Oh

N1 4h MSI Oh 675.2567

rtmed

11,04788
11,04788

11.0478




N1_MET_N4 O0h mzmed rtmed

N1_MET N4 0h
N1 _MET N4 0Oh
N1 _MET N4 0Oh

N2_4h_N4_0h

N1 MET N4 0Oh 400,34 9,8500

N1 MET N4 0h

N2 _4h N4 0Oh

N2 _4h N4 0Oh

N2 _4h N4 0Oh

N2 _4h N4 0Oh

N2 _4h N4 0Oh

N2 _4h N4 0Oh 354 2677 11,6426

N2 _4h N4 0Oh

N2 MET _MS1_0Oh mzmed rtmed

N2_MET MSI 0Oh
N2 MET MSI 0Oh
N2 MET MSI 0Oh
N2 MET MSI 0Oh
N2 MET MSI 0Oh
N2_MET MSI 0h
N2 MET MSI 0Oh

N2 MET MSI 0h
N2 MET MSI 0h
N2 MET MSI 0h
N2 MET MSI 0h
N2 MET MSI 0h
N2 MET MSI 0h

N4 4h_N6_ 0h mzmed rtmed

N _ah N6 oh  GGOSTIII S

N4 4h N6 Oh  178,0572 8,545675
N4 _4h N6 Oh

N4 4h N6 Oh
N4 4h N6 Oh
N4 4h N6 Oh

Vi



N4 MET_N5 Oh mzmed rtmed

N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh

N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh

N4 _MET_NS Oh mzmed rtmed

N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh

N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh
N4 MET N5 0Oh

N5_4h_MS1 Oh mzmed rtmed

N5 4h MSI 0Oh
N5 4h MSI 0Oh
N5 4h MSI 0Oh

N5 _4h MS1 Oh
N5 _4h MS1 Oh
N5 _4h MS1 Oh

N5_MET_N4 Oh mzmed rtmed

N5 MET N4 0Oh
N5 MET N4 0Oh
N5 MET N4 0Oh
N5 MET N4 0Oh 516,3033 10,85599
N5 MET N4 0Oh

N5 MET N4 0Oh
N5 MET N4 0h
N5 MET N4 Oh 741,5539 16,26577
N5 MET N4 0h
N5 MET N4 0Oh
N5 MET N4 0Oh




N6_4h N4 Oh mzmed rtmed
N6 MET N4 Oh
N6 MET N4 Oh
N6 MET N4 Oh
N6 MET N4 Oh
N6 MET N4 Oh

N6 MET N4 0h 360,322 12,8
N6 MET N0 0SS RIS S
N6 MET MS1 0h mzmed rtmed

N6 _MET MS1 Oh
N6 _MET MS1 Oh
N6 _MET MS1 Oh
N6 _MET MS1 Oh
N6_MET MS1 Oh 496,3369 11,25031

N6 MET MS1 Oh 518,3188 11,25031

Piiloha 2.Tabulky zndzornujici vyznamné hmoty nalezené v  XCMS pii porovnani mezi
vybranymi skupinami
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