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Metabolismus stilbenoida v modelu tlustého stireva

Souhrn

Stilbenoidy jsou béznou soucasti rostlinné stravy konzumované lidmi po celém svété. Jsou to
latky nalezici do skupiny fenoll, které maji pro lidské zdravi G¢inky profylaxe. Nachazeji se
napiiklad v plodech vinné révy, ale i v kofenech a kuife dalSich rostlin. Jsou jim pfipisovany

-----

po prichodu travicim traktem ptisobenim bakteridlnich kolonii.

Cilem prace bylo zjistit, jaké metabolity mohou pusobenim stfevni mikrobioty v modelu
tlustého stieva vznikat z 8 stilbenoidnich latek a navrhnout piipadné aspiranty pro dalsi klinické
vyuziti. Metodou LC-MS v negativnim modu bylo charakterizovano na zakladé MS spekter
19 metabolitt vzorki stilbenoidd. Zadné monocyklické slou¢eniny nebyly detekovany. Nejvice
metabolitl vzniklo z resveratrolu a batatasinu. Nejintenzivnéji vznikal dihydrostilben z trans-
resveratrolu. Hlavnimi reakcemi probihajici v modelu byly dehydroxylace jedné hydroxylové

vazby v poloze meta, demethylace, oxidace dvojné vazby a jeji ptipadna ztrata.

Hypotézou bylo, ze stievni mikrobiota bude §tépit tyto bicyklické sloueniny na oxidované
monocyklické slouceniny, protoze vétSina reakci probihajicich ve stfevech je silné€ katabolicka.

Tato hypotéza se nepotvrdila, protoZe vSechny metabolity byly bicyklické.

Klic¢ova slova: resveratrol, batatasin III, stfevni metabolismus, mikrobialni degradace, LC-MS,

polyfenoly, stilbenoidy



Metabolism of stilbenoinds in a colon model

Summary

Stilbenoids are common part of the vegetable diet consumed by people around the world. These
substances belong to the group of phenols, which have the effects of prophylaxis in human
health. Stilbenoinds can be find for example in fruits of the vine, but also in the roots and bark
of other plants. These effects can modulate after stilbenoids pass through the digestive tract, by

the action of bacterial colonies.

The aim of the study was to determine which metabolites can be generated from 8 stilbenoids
by the actions of intestinal microflora in the gut model and to propose potential aspirants for
additional clinical usage. Based on the MS spectras there were characterized 19 metabolites
from 8 stilbenoids using LC-MS in negative mode. None monocyclic compounds were
detected. Most of the metabolites formed from the trans-resveratrol and batatasine.
Dihydrostilben was the most intensely originated metabolite from trans-resveratrol. The main
reactions, taking place in the model, were dehydroxylation of one hydroxyl bonds in the meta

position, demethylation, oxidation of the double bond and a its potential loss.

The hypothesis was that the intestinal microbiota will cleave these bicyclic compounds to
oxidised monocyclic compounds, because most of the reactions taking place in the intestines is

strongly catabolic. This hypothesis was not confirmed because all metabolites were bicyclic.

Keywords: resveratrol, batatasine 11, intestinal metabolism, microbial degradation, LC-MS,

polyphenols, stilbenoids



L VO 1o 1
2 CIl Prace a RYPOLEZA............ccooviiiiiiiee e 2
2.1 CHLPIACE ... 2
2.2 HYPOUEZA. ..o 2
3 Literarni prehled.............cccoooiiiiiiiii s 3
3.1 Sekundarni metabolity................coooiiiiiiiiiii 3
3.1.1 Balastnd TAtKY .o.eeeieeiiiiee e 3
3.1.1.1 VIAKNINA ...ttt sttt sttt e nbe e sbe e see et 5
3.1.1.2 Retrogradni SKIob ........coviiiiiii 6
3.1.2  Fenolicke LAtKY.......oooiiiiiiii e 7
3121 LAGNANY .o 9
3122 Fenolove KYSEINY .....ccciiieiiiiiieiiiese e 9
3123 FIAVONOIAY.......coiiiiiiiiii s 11
3124 Prenylované flavonoidy..........ccoceiiieiiiinieiceee e 11
3.1.25 SHIDENOIAY ... 12

3.2 TIrAVICT SOUSTAVA........ooiiiiiiiiiiiiiieie ettt ee e 14
321 USta (CAVILAS OTIS) covvverveverecesieesessesssessesessssssessssesessnssssssssssenssssnsensesanes 17
3.2.2  Jicen (ESOPNAZUS) ...cviiueiiiieiiiiesieee e 18
3.2.3  ZAIUdEK (ZASLET) ovuvvevicveeeeceeseiereeseeeesesiesee st sttt 18
3.24  Tenké stfevo (INtESHINUM TENUEC) ...oovvervviriieiiiieiiesiee e 19
3.24.1 Mikrobiom tenk€ho StFEVA .......c.ccceeiiiiiiiie e 19
3.25  Tlusté stfevo (INtEStINUM CTASSUIM) ..eouvvieieeiiriaieesieeeiee e sree e see e 19
3.25.1 Mikrobiom tluStEN0 StFEVA ......cevieieiieiieiie e 19
3.2.6  StOlICE (TECES) .vvivieiicie ittt 20
3.3 Biotransformace latek................ccccooiiiiiiiiiii 21
3.3.1  Metabolismus balastnich [AteK..........cccccoeiiiiiiiiiiiiii e 21
3.3.2  Metabolismus fenolickych latek ...........ccoovviiiiiiiii 22
3.3.3  Metabolismus stilbenoidnich 1atek ...........ccooovviiiiiiniiniiie e 23
B ZLANCL ...t 24
3.4.1  Fyziologicky ZANEt........ccovoiiiiiiiiii 24
342 CYKIOOXYZENAZY ...ocuveiiviiieiiiiie sttt 25
3.4.3  EIKOSANOIAY ...ccvviiiieiiii ettt 26

3.5 Metody purifikace a méreni polyfenoli .................ccocoooiiiiiiiiiiiiicn 29



351 Metoda LLE ..o 30
352 Metoda MAE ... 30
353  Metoda UAE ...t 30
354 Metoda SFE ......ooiiiieee s 30
355 MEt0Ua PLE ..o 31
356  Metoda SPE ......coiiiiiee e 31

3.6 Chromatografie ........ccccciiiiiiieii e 31
Bi8.1 T b 31
3.8.2 G e 32
3.6.3  HPLC L 32
3.6.3.1 HPLC-MS .t 33

4 Materidl @ MELOY.........c.ocoiiiiiiiiiiiie e 35
A1 MaAaterial..........ccoooiiiiiii i 35
411 ChemiKAlI@ .....ooiiieiiiiii e 35
4111 Chemikalie pro extrakci-iNKUDACH ..........cccoveieieiciiis e 35
4112 Chemikalie urcené pro purifikaci.........cccceeerieiiiiiiiiiiiieee e 35
4113 Chemikalie pouZité pil METENT .....evverviiririe i 35

41,2 PEISEIOJ@ cveeuriiieeiieeee sttt 36

4.2 EXPEIIMENT....coiiiiiiiiiiccie et ettt et re e beebe e e nre s 36
4.2.1  Fermentace VZOTKU.......ccoieiiiieeiiieeiiieesitie e stee e stee e stee e ste e e e e e eneeeenneas 36
4.2.2 CIStENT VZOTKILc.ouvoviereeseeseiiecseesessseeeses sttt 37
4.2.3  METENT VZOTKU.....vvieiiiiiiiiie ettt 38

D VWSIRAKY ...ttt et e e reenree s 40
5.1 Vysledky stanovené UPLC-Q-TOF a DataAnalysis..........ccccooeiiininennnn, 40
5.2 Grafické vystupy software DataAnalysis 4.3.............c.cccoiiiiiiiiciicnn, 41
5.3  Semikvantitativni analyza ................ccoccooiiiii 45
531 Batatasin Hl.....cooooiiiiiiieee e 45
5.3.2  OXYIESVEIAIOl .....ooviiiiiiiiiiiee e 47
5.3.3  PINOSHHDEN ..o 48
534 TRUNGIDEN ...t e 49
5.3.5  Piceatannol-3-O-glukoSid ..........coeiiiiiiiiniiiiiee e, 50
5.3.6  PiICEAANNON......c.i i e 52
5.3.7  RESVEIAIOl ... 54

B DISKUZE ... oot 59
VA 7 - SRR 63
8 POUZItA HEETALUIA ... 64

=Y A 0 F= 10 (1A L L (] SRR 72



1 Uvod

S védeckym pokrokem se zlepSuje a leckdy i umoziuje provést empirické ovérovani riznych
hypotéz, jejichz zaklady vzesly z prostého pozorovani.

Lidské zdravi a jeho udrzitelnost je zna¢né ovlivnéné zpiisobem zivota kazdého jedince,
ale i environmentalné. Pokroky mediciny a blahobyt pfinesly lidstvu markantni zmény v dobé
doziti, kdy primérny vek doziti ceskych muzi se za poslednich 140 let navysil o vice nez 40 let,
ale zaroven poskytly rodnou ptdu pro projeveni se mnoha nemoci, které v minulosti mély spise
raritni charakter, a nyni je ddvame do souvislosti s civiliza¢nimi onemocnénimi.

Protoze lidské zdravi je dano rovnovahou vnitiniho prostfedi, mize byt naruseni této
homeostaze prechodné a zivot neohrozujici, S kterym si télo poradi samo, ale i dlouhodobé
a letalni, které vyzaduje nekonvencni pfistupy.

Na stravu se jiz nenahliZi pouze jako na palivo potiebné pro fungovani téla, ale i jako
na zpusob, jak Ize zredukovat vyskyt a projevy civiliza¢nich onemocnéni. Tyto vlastnosti
nejsou dany jen pomérem riznych zivin, které télo vyzaduje pro zajisténi spravného fungovani,
ale 1 fadou latek nenutritivniho charakteru, jakymi jsou polyfenoly, resp. stilbenoidy, které
dokazi imitovat funkéni latky v téle a tim navozovat farmakologické ucinky.

Protoze stilbenoidy patii mezi latky s aromatickym kruhem, télo je neni samo o sob¢
schopné ptirozené syntetizovat. Takové latky si pak uchovavaji vlastni formu stability. Bakterie
a dalsi prokaryota tyto latky ovSem transformuji do struktur, které¢ disponuji dalSimi
vlastnostmi.

Protoze lidské télo je plné bakterii, a protoze latky jimi vytvofené jsou schopné ovlivnit
fungovani lidského téla, otvirad se zde potencial pro nalezeni farmakologicky ucinnych latek,
které by mohly v budoucnosti byt pouzity k 1é¢b€, resp. prevenci civiliza¢nich a dalSich
zasadnich onemocnéni.

Lidské stfevo je zaplnéné prokaryotnimi kolonisty, které stilbenoidy metabolizuji.
Pokud by se je podafilo kultivovat, udrzet na Zivu a nakrmit je t€mito latkami oddélené od
dalsich interferujicich latek, mohli bychom nasledné detekovat a analyzovat jejich metabolity
a z nich prejit k navrhnuti jiz k farmakologicky vyznamnému experimentu. A timto se zabyva

tato prace.



2 Cil prace a hypotéza

2.1 Cil prace

Cilem prace je zjistit sttevni metabolismus stilbenoidd s potencialni protizanétlivou aktivitou

jako kandidati na dalsi klinické vyuziti.
2.2 Hypotéza

Hypotézou je, Ze diky katabolickému charakteru vétSiny procest probihajicich v travicim traktu
budou ptfevazujicimi findlnimi metabolity stilbenoidli zejména oxidované monocyklické

aromatické slouceniny.



3 Literarni prehled
3.1 Sekundarni metabolity

Jedna se o latky bézné se vyskytujicich v rostlindch s vlastnostmi biologicky aktivnich
slouc¢enin nevyzivového charakteru, s nimiz se lidsky organismus setkava denné (Namdeo,
2007). Nyni je u vice nez 5 000 téchto latek jednozna¢né prokazan biologicky uéinek (Opletal,
2016). Jsou to molekuly srtiznorodou struktur. Radime mezi né flavonoidy, terpenoidy,
lignany, polyfenoly, kumariny, saponiny, steroly, ftalidy, sulfidy. Disponuji antiagrega¢nimi,
uc¢inky (Puttaraju, Venkateshaiah et al., 2006, Vaquero, Alberto et al., 2007, Edreva, Velikova
et al., 2008, Palacios, Lozano et al., 2011).

Na téma sekundarnich metabolitli rostlin bylo za poslednich 20 let publikovano
v impaktované literatute vice nez 3 000 studii ro¢né, z toho vice nez 120 monografii. Tyto latky
jsou bézné pouzivané ve formé nutraceutika. Jako nutraceutika tak nachézeji uplatnéni
metabolity vychazejici z 2-methyl-buta-1,3-dienovych jednotek (monoterpeny, diterpeny,
triterpeny, tetraterpeny, hemiterpeny, seskviterpeny, iridoidy a sekoroiridoidy), metabolity
vychézejici z Sikimatu-fenolové slouceniny (fenolkarboxylové kyseliny, kumariny, kumestany,
lignany, flavonolignany, stilbenoidy, diarylheptanoidy, derivaty flavanu, tfisloviny,
naftochinony, a naftodianthrony) a latky z metabolismu aminokyselin (alkaloidy, betalainy,

glukosinolaty, sirné slou¢eniny) (Opletal, 2016).

3.1.1 Balastni latky

Definovat balastni latky ztéZuje rozdilny pohled chemikti oproti pohledu klinikt a védeckych
pracovnikl zabyvajicich se vyzivou. Na zaklad¢ striktné chemického hlediska oznacujeme za
balastni latky neskrobové polysacharidy a lignin. Tato definice ovSem nezahrnuje $krob
rezistentni proti natraveni lidskym enzymatickym systémem. Z hlediska biologického 1ze na
balastni latky nahlizet jako na polyhydroxy slouceniny, které se v tenkém stieve (intestinum
tenue) nemetabolizuji, a proto projdou az do tlustého stieva (intestinum crassum) (Kasper and
Burghardt, 2015).



Roztidéni balastnich latek z pohledu chemického je nemozné, nicméné na zakladé
biologickych kritérii a svych funkci v rostlinach je Kasper and Burghardt (2015) tfidi na tfi
skupiny:

-1----> Vlakna zajist'ujici pevnost rostlinné struktury
-2----> Rostlinné pryskyfice, hleny a gumy
-3----> Z4sobni polysacharidy

Mezi takovéto latky fadime celulozu, hemiceluldzu, pektin, arabinoxylany, mucilagy,
galacto-oligosacharidy, polyfruktozu, arabinogalaktany, pryskyfice, oligofruktany, inulin, agar,
karagenan, tragant, lignin a mnoho dalSich. Dalsi tfidéni 1ze provést na zdklad€ rozpustnosti ve
vodé. Protoze mnoho balastnich latek ma z casti vlaknitou strukturu, pfistoupilo se
K pojmenovani skupiny jako vlaknina, rostlinnd vlakna, potravinova vlakna ¢i anglické
ndietery fibers®. Z uvedeného tiidéni zaroven vyplyva, ze ne vSechny balastni latky maji
nezbytn¢ vlaknitou strukturu. Proto by se nemé&la vySe zminéna oznaéeni pouzivat (Kasper and
Burghardt, 2015).

Za vyzivovych podminek béznych pro zapadni spolecnost se do tlustého stieva denné
dostane 20-60 g balastnich latek (Cummings and Englyst, 1991), nicmén¢ individualni rozdily
jsou znacné. Piikladem ¢asti populace v Némecku byl pfijem mensi nez 15 g (Kasper, Rabast
et al., 1980). Zdroje pro Anglii uvadi primérné 20g pro béznou populaci, 409 pro vegetariani
(Kasper and Burghardt, 2015)).

Doporuceny denni piijem balastnich latek dle referen¢nich hodnot pro piijem Zivin
Némecka-Rakouska-Svycarska (D-A-CH) je piimo tmérny dennimu piijmu energie z potravy
(Spole¢nost, 2011). Priblizné¢ 30 g/den, coz odpovida 12,59g/1 000 kcal pro zenu a
10 g/1 000 kcal pro muze. American Health Foundation doporucuje pro déti od 3 let do 20 let
dle vypoctu: vék + 5 (g) (Williams, Bollella et al., 1995).



3.1.1.1 Vléiknina

V 60. letech minulého stoleti upozornili angli¢ti 1ékafi pracujici v Africe a v Indii na sniZzeny
vyskyt mnoha onemocnéni, které jsou pro zapadni spole¢nost typické (Hunt, 1963). Novéji na
Burkitt, Painter a Trowell, 1€kaii pracujici ve vychodni Africe a pro vyklad vyse uvedenych
rozdilt incidenci vytvofili fiber-hypothesis, podle které konzumace balastnich latek chrani pred

vvvvv

mluvi o vlivu na 4 vyznamné onemocnéni:

*  Onemocnéni traviciho ustroji
* Onemocnéni metabolismu a cévniho systému
* Onemocnéni endokrinnich Zlaz

¢ Autoimunitni onemocnéni

Kauzalita byla potvrzena po piechodu na tzv. zapadni formu vyzivy u Afri¢and, Inda atd.
(Burkitt, 1973).

Toto protektivni pisobeni balastnich latek se vysvétluje dvéma, respektive ttemi hlavnimi
mechanismy pro balastni latky vlastni.

Jelikoz latky nejsou destruovany lidskym enzymatickym systémem, dostavaji se az do
tlustého stfeva. Zde probiha jejich bakterialni dekompozice (fermentace), pii které se degraduje

az 100 % ve vod¢ rozpustnych balastnich latek. Jejich stravitelnost ukazuje tab. 1.



Tab. 1: Stravitelnost stfevnimi bakteriemi dle Pilch et al., (1987) a Woods and Gorbach (2001)

Inulin, oligosacharidy

Lignin

Balastni latky Fermentace (%)
Celuloza 20-80
Hemiceluloza 60-90

Pektiny 100

Guarova guma 100

Ispaghula 55

Rezistentni Skrob 100

100 (nenadmérny piijem)

0

Bakterie z téchto latek utvareji metabolity, které popisuje tabulka ¢islo 2.

Tab. 2: Fermentac¢ni rovnice dle Kasper and Burghardt (2015)

34,5 mmol hexozy* -->

48 mmol mastné kyseliny s kratkym fetézcem | kyselina octova
kyselina

11 mmol propionova

5 mmol kyselina maselna

23.75 mmol | produkty enzymatické destrukce Metan

34.25 mmol Sacharidy

10.50 mmol Voda

*180 mg balastnich latek (zde zjednodusen¢ hex6z) = 1 mmol

3.1.1.2 Retrogradni Skrob

V minulosti se piedpokladalo, ze 100 % a-glukant (pfesnéji skrobu) se hydrolyzuje G¢inkem

sttevni diastazy (a-amylazy) a kvantitativné se pteméni na glukdzu, ktera se posléze kompletné

vyuzije (Kasper and Burghardt, 2015). Nicméné pozd¢ji se podafilo zjistit, ze ptiblizné 10 %

Skrobu ze smiSené stravy je rezistentni proti natraveni a-amylazou, coz vede k jejimu postupu

do distalni ¢asti travici soustavy, piesnéji do tlustého stieva (Englyst and Cummings, 1985).




Tomuto jevu se fika fyziologickd malabsorpce Skrobu. Tato odolnost oproti enzymatickému

natraveni je dana specifickymi konformacemi molekul skrobu (Kasper and Burghardt, 2015).

Englyst, Wiggins et al. (1982) rozlisuji 3 formy rezistentniho Skrobu.

-RS1----> Kontakt amylazy a Skrobu znesnadiiuje znacnd velikost Skrobové Castice, tj. zavisi
na zpusobu zpracovani potraviny a intenzité zvykani

-RS2----> Krystalinicka struktura u Skrobovych zrn zté¢Zzuje enzymatickou destrukci (Skrob
z tepelné nezpracovanych brambor a zelenych brambor se témét nedestruuje)

-RS3----> Amyléza i amylopektin pfi ndhlém zchlazeni po pfedchozim zahtati mohou

rekrystalizovat, a tak se stat pro amylazu nedostupnymi

Tato definice byla v pozd¢jsich letech rozsitena (Lattimer and Haub, 2010)

-RS1----> Se sklada ze Skrobovych granuli obklopenych nestravitelnou rostlinnou matrici
-RS2----> Se vyskytuje v piirozené formé, jako v tepelné neupravenych bramborach
a v kukufici

-RS3----> Krystalizujici $kroby jsou vyrobené smésici vafeni a chlazeni

-RS4----> Je §krob chemicky modifikovany zesiténim, esterifikaci nebo transglykosylaci a neni

ptirodni

3.1.2 Fenolické latky

Pod pojmem fenoly oznaCujeme latky obsazené v rostlinach, jejichz molekuly obsahuji
fenolovou strukturu. Jedno z ptikladnych rozdéleni ukazuje obrazek 1.

Jeden ze zplsobi déleni je €leni na fytoestrogeny, flavonoidy a fenolické kyseliny.
Fytoestrogeny lze rozdélit do tfi podskupin, a to na izoflavonoidy, lignany a kumestany.
Izoflavonoidy, nékdy oznacované jako izoflavony, se vyskytuji témét vyhradné v sojovych
bobech, v rostlinach jsou zastoupeny malo (Kaufman, Duke et al., 1997). Protoze molekularni
struktura fytoestrogent disponuje aktivnimi misty obdobnych u estrogenti, mohou se véazat na
jejich receptory. Je nutné dodat, ze hormonalni aktivita je o nékolik fadi nizs$i v porovnani
s zivoCiSnymi estrogeny, coZz snizuje jejich ucinnost, a tak jejich koncentrace oproti
endogennimu hormonu muze byt v krevnim fecisti mnohonasobné vyssi (Miksicek, 1993,

Schmitt, Lehmann et al., 2002).



Lignany jsou vychozi skupinou latek pro syntézu ligninu (polymer fenylpropanu s Mh
mezi 1 000-4 500 Da se schopnosti vazat zlucové kyseliny). Stfevni mikrobiota je schopna tyto
latky pfeménit na tzv. ,,sav¢i lignin®, mezi které patii enterolakton (Yoder, Lancaster et al.,
2014). Ten je absorbovan stifevni sliznici, V jatrech konjuguje s kyselinou glukuronovou
a nakonec je vyloucen moci. Pfirozené se hojn¢ vyskytuje ve Inéném seminku (800 mg/kg),
v dalSich  rostlinnych  zdrojich  potravy se koncentrace o 2-3 fady lisi
(Kasper and Burghardt, 2015).

Fenolické kyseliny jsou skupinou hydroxybenzoovych a hydroxyskoticovych kyselin
hojné¢ se vyskytujici v rostlinach. Patii sem kyselina kdvova, gallovd, kumarové, vanilova
a dalsi. Dobrym zdrojem téchto latek je zeli, otruby a ostruziny. Nachdzeji se pfevazné

v povrchovych vrstvach ovoce (Opletal, 2016).

Obr. 1: Déleni polyfenolt (Spencer, Abd EI Mohsen et al., 2008)
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3.1.2.1 Lignany

Jednd se o Sirokou skupinu sekundarnich metabolitli cévnatych rostlin S nizkomolekularni
hmotnosti, jez vytvaii pievazné tfida nizSich dvoudéloznych rostlin, a taky nékteti zastupci
v odd¢leni pravych hub (Landete, 2012). Jsou vytvareny oxidativni konjugaci acyl-Cs jednotek
ptes B-atom postranniho fetézce (Ward, 1982).

Nyni je znamo vice nez 300 lignant vyskytujicich se v 70 celedich rostlin a hub,
obzvlasté v Celedich Asteraceae, Berberidaceae a Linaceae. (Opletal, 2016). Vyskytuji se
v nich ve form¢ aglykonii i glykosidl. Protoze aglykony jsou ve vodném prostiedi obtizné
rozpustné, jsou v gastrointestindlnim traktu metabolisovany. Vzniklé metabolity maji
antioxida¢ni, antivirovou, antineoplastickou a dal$i biologickou aktivitu (Adlercreutz,
Hockerstedt et al., 1987, MacRae, Hudson et al., 1989, Zhang, Li et al., 2007).

Nékdy se do skupiny lignanid sensu lato zarazuji i dalsi ptirodni latky, které lignany
pfipominaji tak, ze na molekulu tvofenou fenylpropanovou strukturou se vaze dalsi prirodni
latka. Mezi takové binarni molekuly patii lignan-iridoidy, kumarino-lignany a flavono-lignany
(Yamamoto, Nitta et al., 1993, Isaza, Ito et al., 2001, Yun, Lee et al., 2001).

Pod duilezité zdroje lze zaradit antikancerogenni arkciin z Articum lappa (Ming, Guns
et al., 2004), hydroxymatairesinol se silnou antioxidaéni aktivitou ziskany ze smrku ztepilého
Picea abies (Saarinen, Warri et al., 2000), silymarin z Ostropestice marianského Silybum
marianum (Huseini, Larijani et al., 2006). Lignany ziskané¢ konzumaci Inénych seminek
(sekoisolariciresinol, matairesinol) jsou v dusledku stfevniho metabolismu pfeménény na
enterodiol a posléze enterolakton. Tyto sav¢i metabolity s dualnimi hormonalnimi vlastnostmi
(maji schopnost pusobit jako estrogen a anti-estrogen) se v rostlinach pfirozené nevyskytuji
(Gagnon, Cortes et al., 2009).

Za nutraceutickou davku se uvazuje 40-140 mg lignani denné pro ¢isté lignany nebo
20-40 g Inénych seminek konzumovanych ve dvou davkéch. Tepelné opracovani snizuje obsah
téchto latek ptiblizné 0 50 % a konzumace celych Inénych seminek doprovazi velmi nizka
biologicka dostupnost (Opletal, 2016).

3.1.2.2 Fenolové kyseliny
Nekdy oznaCované jako fenolkarboxylové kyseliny jsou vychozi substanci pro vznik

vvvvvv

jako derivaty vazané hydroxybenzoové a hydroxyskoficové kyseliny (Wang, Liu et al., 2011).
Tyto latky tvofi estery sjinymi kyselinami, alkoholy ¢i sacharidy, glykosidy



dekarboxylovanych kyselin a acylované flavonoidy (Opletal, 2016). Vyznamnymi zastupci
vychazejici z hydroxybenzoové kyseliny jsou kyselina salicylova, gallova, vanilova, syringova.
Hydroxyskoficové kyseliny reprezentuji kyselina kavova, ferulova, kumarova, sinapova
(Wang, Liu et al., 2011).

Krom¢ nutraceuticky nepftili§ zZadouci kyseliny gallové se ostatni fenolové kyseliny
vyskytuji ve vétsSich mnozstvich (0.2 % a vice) Vv rostlinach pouze vyjimeéné (Opletal, 2016).
Jejich zastoupeni vyjadfované jako distribu¢ni koeficient klesd s mnozstvim hydroxylovych
skupin, opa¢né po etherifikaci methylem vyskyt nartstd. Distribu¢ni rozd€leni bézné se

vyskytujicich fenolovych kyselin zobrazuje tabulka cislo 3.

Tab. 3: Distribu¢ni déleni béZnych fenolovych kyselin v rostlinach pievzaté z Opletal (2016)

Hydroxybenzoové kyseliny

Substituce Nazev kyseliny Kb
2-OH Salicylova 186.21
4-OH 4-hydroxybenzoova 28.18
2,5-diOH Gentisova 15.14
3,4-diOH Protokatechova 6.46
3,4,5-triOH Gallova 2.95
4-OH, 3-OMe Vanilova 22.39
3-OH, 4-OMe Isovanilova 12.02
4-0OH, 3,5-diOMe Syringova 8.92
Hydroxyskoficové kyseliny

Substituce Nazev kyseliny Kb
2-OH 0-kumarova 34.67
4-OH p-kumarova 34.67
3,4-diOH Kavova 14.13
4-OH, 3-OMe Ferulova 26.30
3-OH, 4-OMe Isoferulova 26.30
4-OH, 3,5-diOMe Sinapova 19.50
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3.1.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy, nékdy mylné oznacované jako vitamin P (Balch and Balch, 1997), jsou vetsi ¢asti
skupiny polyfenolt, jez bylo popsano vice nez 8 000 (Pietta, 2000). Ptirozené se vyskytuji
Vv rostlinach, v Cerstvém jidle z rostlin pfipravenych (Liu, Hu et al., 2004, Spencer, Abd El
Mohsen et al., 2008) a napoju z nich ptipravenych (Ishige, Schubert et al., 2001).

Flavonoidy prvotné vzbudily zajem pro jejich antioxida¢ni u¢inky, jeZ se projevovaly
snizenim, pfipadn¢ zpomalenim piirozené degradace potravin (hniti a zluknuti), které ovliviuji
trvanlivost potraviny (Ross, 2014). Vyzkum zaméfeny na dalsi G¢inky ptimo ovliviujici zdravi
zah4jil roku 1992 Renaud poté, co publikoval epidemiologicka data porovnavajici konzumaci
vina, nasycenych mastnych kyselin a zdravi populace, jez dnes zndme pod pojmem
,Francouzsky paradox“ (Renaud and de Lorgeril, 1992). Ptestoze byl protektivni ucinek
piipisovan resveratrolu (Kopp, 1998), byla tato hypotéza v pozdéjSich letech vyvracena,
protoze se prostou konzumaci vina nedostane farmakologicky G¢inné davky resveratrolu (tj. by
bylo potieba konzumovat denné vice nez 100 litrG vina). Pozdéji se zacal tento jev pfisuzovat
jinym faktorim, mezi které patii hlavné celkové vyssi konzumace zeleniny (Ferrieres, 2004)
nebo mensi a ¢astéjsi porce (Rozin, Kabnick et al., 2003).

Protoze flavonoidil jsou tisice a vyskytuji se v rizném poméru i mnozstvi v rostlinné
stravé, je detailni popsani jejich ucinku na zdravi stézi mozné. Nicméné o jejich protektivnim
vlivu neexistuji dnes pochyby. Mezi prokazané ptisobeni miizeme zminit protizanétlivé ucinky,
zhaseni volnych radikali, inhibici hydrolytickych a oxidativnich enzymu (Le Marchand, 2002,
Kim, Seguin et al., 2008).

3.1.2.4 Prenylované flavonoidy

Tyto latky se fadi mezi typické sekundarni metabolity rostlin. Cleni se do nékolika kategorii,
pfiCemZ za spole¢ny jmenovatel povaZzujeme fenolicky hydroxyl na skeletu rozdilného
biosyntetického plvodu substituovaném prenylovanou skupinou: Flavonoidy, chalkony,
xanthony, stilbeny, kumariny, chinony, ftalidy, aromatické organické kyseliny
a acylfluoroglucinoly (Chen, Mukwaya et al., 2014, Smejkal, 2014). Biologick4 aktivita latek
je dana charakterem skeletu a modifikaci prenylem. Vyskyt téchto latek je izce vazan na
taxonomicky fad. Tyto latky se hojné vyskytuji v celedi Paulowniaceae, Leguminosae,
Guttiferae, Rutaceae, Cannabaceae, Moraceae (Zuurbier, Fung et al., 1998, Smejkal, Chudik
etal., 2008, Lukaseder, VVajrodaya et al., 2009, Zelova, Hanakova et al., 2014). Chemicky mize
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byt postranni fetézec modifikovan cyklizaci, methylaci a oxidaci, ale i adici voda-hydroxyl,
substituci ¢i tvorbou karbonylu. Nejbéznéjsi zptuisob piipojeni je 3-methyl-2butenyl, 3-methyl-
3butenyl, 3-methyl-1-butenyl a cyklizaci se sousednim hydroxylem za vzniku 2,2-
dimethylpyranu nebo furanu (Opletal, 2016). Diky prenylaci jsou latky vice lipofilni, coz
usnadnuje penetraci do bunky pies lipofilni vrstvy, absorpci ptes kozni bariéru ¢i prostupnost
z traviciho traktu do krevniho fe¢isté (Smejkal, 2014). Prenylované flavonoidy maji nejéastgji
popisované antibakterialni, cytotoxické a protizanétlivé téinky (Chen, Mukwaya et al., 2014).

Vyznamnym zéastupcem prenylovanych sloucenin je xanthohumol, ktery byl poprvé
izolovan na pocatku 20. stoleti (Verzele, Stockx et al., 1957), ziskavan z chmele otac¢ivého
Humulus lupulus, vjehoz hlavkach se v zavislosti na odradé, obdobi, rocniku
a agrotechnickych podminek vyskytuje v mnozstvi 0,2-1,1 % (Karabin and Hudcova, 2012).
Piestoze jeho hlavnim zdrojem v lidské vyzivé je pivo, jeho piijem je hluboko pod
farmakologicky uc¢innou déavkou, jak prokazuje vyzkum, mnozstvi xanthohumolu nachazejici
se v pivu pohybuje mezi 0,01 a 0,03 mg/l a isoxanthohumolu 0,5 az 3,4 mg/l (Stevens, Taylor
et al., 1999). Pro farmakologické u¢inky je zapotiebi pfijmout po pfepoétu ze zvifecich testt
180 mg/denng, coz nelze docilit prostou konzumaci piva (Legette, Ma et al., 2012).

Ikariin patii mezi prenylované flavonolové glykosidy. Jeho zdrojem je kuptikladu nat’
Skornice Epimedium brevicornum (pfiblizné 0,3 %) jez doprovazi jeho demethylovany analog
epimedosid A. Jednd se o vyznamny imunostimulant, ktery indukuje tvorbu interleukina IL-2,
IL-3 a IL-6, zvySuje bunécnou aktivitu NK (natural killers) buné¢k, zvySuje fagocytarni aktivitu
mysich makrofagl. Je pokladan za netoxicky a bezpecny prostredek. Nutraceutickd davka se

pohybuje mezi 15-30 mg/den (Opletal, 2016).

3.1.2.5 Stilbenoidy

Tyto latky se zpravidla vyskytuji ve vysSich rostlindch. Vznikaji z fenylpropanové jednotky
a tvofi monomerni az trimerni formy. Hlavnim zéstupcem vyskytujicim se ve form¢ aglykonu
nebo glykosidu ve vice nez 100 rostlinach je fytoalexin (E)-resveratrol (3.5.4'-
trihydroxystilben). Je ¢asto doprovazen latkami strukturné podobnymi, jakymi jsou
piceatannol, piceid a pterostilben (Chachay, Kirkpatrick et al., 2011, Opletal, 2016).
V Cerveném vin€ lze nalézt cis a trans formu v pfiblizném pomeéru 1:2 ve prospéch
farmakologicky ucinngjsi trans formy. Kromé vina Ize resveratrol nalézt i v n¢kolika dalSich

zdrojich, jako vinné révé, ¢erveném grepu nebo lusténinach (Soleas, Diamandis et al., 1997).
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Je znam ptimy vliv Sedé plisn¢ Botrytis cinerea na obsah resveratrolu (Adrian, Jeandet et al.,
1997). Jeho mnozstvi ovliviuje odrida, klima, technologie zpracovani a environmentalni stres
(Langcake and Pryce, 1976, Langcake, Cornford et al., 1979, Opletal, 2016). Pii ziskavani
stilbenti s vysokym podilem resveratrolu se musi zvolit takovy postup, aby se v piipad€ pouziti
korene kiidlatky japonské Reynoutriae japonicae extrahovaly nezadouci antrachinony (emodin,
fyscion, chrysofanol, kvestin a dal§i) v minimalnim mnozstvi. Protoze tyto nezadouci
antrachinony exokarp vinné révy neobsahuje, je pouziti vinnych hroznti pro extrakci
resveratrolu nutri¢né upfednostiiovano (Opletal, 2016).

Resveratrol se rychle vstiebava v konjugované form¢ z colon v prvni hodiné po per
oralni aplikaci (Kuhnle, Spencer et al., 2000), obdobn¢ i v testech na zvifatech (Juan,
Buenafuente et al., 2002, Baur, Pearson et al., 2006). V krevni plazmé se vyskytuje ve formé
sulfatu a glukuronidu a do jednoho dne se vylouc¢i piiblizné ¢tvrtina ptijatého mnozstvi (Yu,
Shin et al., 2002). Po case se glukuronidovany metabolit navrati zpét do pivodni formy
(Forester and Waterhouse, 2009). Jeho ucinky jsou podobné dal$im fytoestrogenim. Vaze se
na oba typy estrogennich receptort s afinitou piiblizn¢ 7000krat mensi v porovnani s lidskymi
estrogeny (Opletal, 2016). Tento mechanismus je spojovan s tlumenim mutageneze, inhibici
enzymui cyklooxygenaz a s trombocytarni agregaci (Szewczuk, Forti et al., 2004, Baur and
a kardioprotektivni u¢inky (Jang, Cai et al., 1997, Frémont, 2000, Hung, Chen et al., 2000),
snizuje aktivitu prozanétlivych cytokint (Wadsworth and Koop, 1999, Culpitt, Rogers et al.,
2003) inhibuje replikaci viru Herpes simplex (Docherty, Fu et al., 1999) a CYP450
v hepatocytech (Chachay, Kirkpatrick et al., 2011, Catalgol, Batirel et al., 2012). U animalnich
testl se prokazal vliv na délku zivota (Baur, Pearson et al., 2006). Je zkouman vliv
stilbenoidnich latek na enzymaticky systém cyklooxygenaz (Kutil et al., 2014, Kutil et al.,
2015).

Za nutraceutickou davku se povazuje 15-45 mg resveratrolu denné ve dvou davkach
(Opletal, 2016), obvykle v 99% cistoté trans formy extrahované z rhizomu kiidlatky japonské
Polygonum cuspidatum (Chachay, Kirkpatrick et al., 2011).
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3.2 Travici soustava

Tréavici soustava je spojend trubice slozena z n€kolika na sebe navazujicich usekl, jejichz

hlavnim tkolem je digesce pozivatiny. Na tom se podili jak mechanické, tak chemické traveni.

Hlavni travici enzymy shrnuje tabulka Cislo 4.

Tab. 4: Traveni makrozivin enzymatickym systémem, dle Holecek (2016)

Zdroj enzymii

Enzym

Produkt (uc¢inek)

Lipidy

Bilkoviny

Sacharidy

Ebnerovy zlazy

Slinna lipaza

1,2-diacylglyceroly

Zaludek Zaludeéni lipaza Butyrat
Pankreas Pankreaticka lipaza FA, 2-monoacylglyceroly
Fosfolipaza A2 FA, lyzofosfatidylcholin, glycerol-3-P, cholin
Cholesterolesteraza Cholesterol, FA
Kolipaza Nezbytna pro tcinek lipazy
Zaludek Pepsin Endopeptidaza
Rennin Kasein->parakasein
Pankreas Trypsin Endopeptidaza
Chymotrypsin Endopeptidaza
Karboxypeptidaza Exopeptidaza
Elastaza Endopeptidaza
Enterocyty Aminopeptidazy Exopeptidaza
Dipeptidazy Dipeptid-> 2AA
Usta Ptyalin
Pankreas Ptyalin
glykokalyx enterocyti Maltaza Glukoza+glukoza
Laktaza Glukoza+galaktoza
Sachardza glukoza+fruktoza

Nejen obsah, nybrZ i sliznice gastrointestindlniho traktu (GIT) jsou osidleny mikroby

od dutiny ustni (cavitas oris) az po anus (Bibby and Van Kesteren, 1940, Holzapfel, Haberer

et al., 1998). Mikrobiota se zna¢né 1isi v riznych tsecich tohoto GIT nejen kvantitativng, ale

I kvalitativné (Holzapfel, Haberer et al., 1998). Vyznamnym faktorem je slozeni potravy, které

ovliviiuje vzajemné poméry kvantitativniho slozeni jednotlivych druhti, obzvlasté pro tlusté

stievo (Louis, Scott et al., 2007). Dulezitou roli zde hraji kuptikladu ve vod¢ rozpustné balastni

latky, jejichz produkty bakteridlni fermentace c¢ili degradace maji fadu profylaktickych
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vlastnosti. Naptiklad slozeni bioty mlize byt ovlivnéno zZivymi organismy piijatymi potravou
(bakterie mlécného kvaSeni). Vyziva determinuje sloZzeni mikrobialniho osidleni traviciho
traktu velice siln¢ (Cani, Bibiloni et al., 2008). Nejvyznamnéjsi bakterie vyskytujici se

V travicim traktu jsou uvedeny v tabulce ¢islo 5.

Tab. 5: Lokalizace bakterii v lidském travicim systému, dle Holzapfel, Haberer et al. (1998)

Organ a pocet kolonii Organismus

Zaludek a duodenum Lactobacillus

10-10% KTJ/ml Enterococcus
Kvasinky

Jejunum a ileum Lactobacillus

104-108 KTJ/ml Enterobacteriaceae
Enterococcus

Bacteroides
Bifidobacterium
Fusobacterium
Tlusté stfevo Eubacterium
10%°-10%? KTJ/ml Bacteroides
Bifidobacterium
Enterococcus
Fusobacterium
Lactobacillus
Enterobacteriaceae
Clostridium
Veillonela
Proteus
Staphylococcus
Kvasinky

Prvoci

Stfeva novorozence jsou pii porodu zcela prosté bakterii. Osidleni zac¢ind v prab&hu
porodu z porodnich cest a pokracuje nahodnymi mikroby, jejichz kvalita je determinovana
prostiedim (Bronsky, 2010). Mezi 7. a 10. dnem se vyvine osidleni bifidobakteriemi (az 99 %
celkové mikrobioty) z matefského mléka, které obsahuje celou fadu bifidogennich latek

(oligosacharidy, glykoproteiny aj.), jez jsou obligatni pro pfevazujici kolonizaci t€émito druhy.
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Pii krmeni kojeneckou vyzivou pfipravenou z kravského mléka se vyviji ponékud odlisné
kolonie, bifidobakterie, Bacteroides, Enterobactericaeae a streptokoky (Kasper and Burghardt,
2015).

Kolonie bifidobakterii, vyvolaji pokles pH do kyselé oblasti, ¢imz silné omezi pritvodni
mikrobiom (Rugg-Gunn, Roberts et al., 1985, Liepke, Adermann et al., 2002). Oproti
laktobacilim syntetizujicich vyhradné kyselinu mléénou, vytvareji bifidobakterie navic
kyselinu octovou. Tato kombinace (osidleni bifidobakteriemi a nizké pH prostfedi uz
v disledku ptitomnosti kyseliny octové) poskytuje vyznamnou ochranu ptfed patogennimi
mikroby, jez by se mohly ve stievé pomnoZzit, protoze kyselinova bariera zaludku neni jesté
optimalni, a tak by mohla translokaci vyvolat celkovou infekci.

Rozdily osidleni traviciho traktu mezi kojenci se stiraji po zavedeni kasovité stravy, tedy
okolo 3. mésice (Kasper and Burghardt, 2015). Po nevyhnutelnému piechodu na smiSenou
stravu se biom zac¢ne vice podobat osidleni traktd dospélych. S vékem se intestindlni slozeni
mize zménit. Tak maji star$i lidé méné bifidobakterii na ukor Clostridium perfringens

(Mitsuoka and Hayakawa, 1973). Zmény probihajici v dusledku starnuti ukazuje obrazek 2.

Obr. 2: Probihajici zmény ve stfevni bioté v prubéhu starnuti, dle Mitsuoka and Hayakawa
(1973)
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V proximalni ¢asti traviciho Ustroji je nalacno pocet mikrobil v zaludecni a duodenalni
$§tavé nizky (102 - 10® mikrobti/ml) a pfevazné odpovida spektru v duting Gstni a jicnu (Hao and
Lee, 2004). Piijem potravy ovlivni osidleni bakterii a kvasinek kvantitativné v pribéhu prvni
a druh¢ hodiny o 2 az 4 tady vice (je-li pfitomna hypacidita, resp. anacidita, vzroste pocet
dokonce na 105-107 mikrobt/ml) (Kasper and Burghardt, 2015).

Protoze prohloubeni znalosti vyzivy a lidského mikrobiomu umoziuje profylaktické
pusobeni, jsou v dnesni dob¢ bézné k dostani produkty obsahujici kvalitativné i kvantitativné
pfedem definované kolonie bakterii v produktech vSeobecné nazyvanych jako probiotika. Jiz
na zacatku 20. stoleti bakteriolog Mec¢nikov pfisoudil pozitivni vliv fermentovanych mléénych
produktii bakteriim mlééného kvaseni a roku 1908 obdrzel za tento vyzkum Nobelovu cenu
(Nobelprize, 1908). Mezi probiotické druhy patii rody Lactobacillus L. acidophilus, L. caseli,
L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. preuterii, L. rhamnosus a z rodu
Bifidobacterium B.adolescens, B. animalis, B. bifidum, B. breve (Kasper and Burghardt, 2015).
Pro uspésné profylaktické ucinky musi probiotika pfi podani per ordlni cestou projit kyselym
zaludkem a proximalnim oddilem tenkého stfeva. Terapeutické vlastnosti téchto
prokaryotickych organismil spocivaji ve ttech bodech: Modifikuji mikrobiom a tim i prostiedi
ve stfevnim lumenu, optimalizuji slozeni hlenového povlaku a funkci epitelu (tedy i bariérovou
funkci stfevni sliznice) a kone¢né moduluji GALT (gut-associated lymphoid tissues-imunitni
systém sdruzeny s intestindlnim traktem), kam patifi Peyerovy plaky a lymfatickd tkan
v apendixu (Perdigon, Galdeano et al., 2002).

Pti podani Sirokospektralnich antibiotik dochéazi k do€asnému signifikantnimu posunu
slozeni mikrobiomu doprovazejici gastrointestindlni potize. Za Casté prijmy a bii$ni obtize je
odpovédné rozmnozeni Clostridium difficile, vzacnéji se mize vyvinout osidleni Candida

albicans (Kasper and Burghardt, 2015).

3.2.1 Usta (cavitas oris)

Ustni dutina je prvni &asti travici soustavy a dochdzi vni ktraveni mechanickému
I chemickému. Mechanické zajistuje zubni aparat a jazyk, na chemickém se z Casti podili jak
enzymy produkované lidskymi buiikami, tak z ¢4sti 1 prokaryota. V dutiné Ustni Ize tak nalézt
bakterie aerobni i anaerobni, kvasinky, vldknité houby, viry a prvoky (Slezék, Dtizhal et al.,
1997)

Jeji stav ovliviiyji faktory jako strava, vek, 1éCiva, pohlavi, genetické predispozice

a dalsi. Pfi narozeni jsou usta prosta bakterii, ale postupné se za pomoci tfeba porodnich cest
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zacnou zaplnovat riznymi druhy bakterii, jmenovité Streptococcus salivarius, Lactobacillus
acidophilus a Streptococcus mitis.

Mikrobiom dutiny Gstni rozliSujeme na rezidentni (Streptococcus, Lactobacillus,
Veilonella, Peptococcus, Staphylococcus, Fusobacterium, Bacteroides a aktinomycety)

a transientni (Sutter, 1984).
3.2.2  Jicen (esophagus)

Jicen je Cisté transportni organ. Soustiedény svalovy tonus v distalni ¢asti jicnu uzavira spodni
usek proti zaludku, coz zabranuje regurgitaci zalude¢niho obsahu. Tento tonus je pii spolknuti
potravy uvolnén, ¢imz je umoznéna pasaz do dalsi ¢asti traviciho ustroji. Je zajimavosti, ze
nejen mnozstvi, nybrz i slozeni konzumované stravy jak u zdravého, tak nemocného ¢lovéka,
ovliviiyje gastroezofagicky reflux. Motilitu jicnu ovlivituje i pH a teplota stravy, a to tak, ze se
snizenym pH se zesiluje perilstatika, naopak se snizenim teploty se motilita jicnu sniZuje, coz
vede k prodlouZeni jicnové clearance. Castymi poruchami jicnu jsou achalazie, akutni spazmus

jicnu, divertikl jicnu, dysfagie, ezofagitida, karcinom jicnu (Kasper and Burghardt, 2015).

3.2.3 Zaludek (gaster)

Zaludek je travici organ, jez ma za ukol nahromadit konzumovanou potravu, natravit a postupné
uvolnovat do duodena (Ross, 2014). Traveni zajist'uje proteolyticky enzym pepsin s optimalnim
pH 1,5-2 a kyselina chlorovodikova. Zaludek zarovei vytvaii vnitiniho castletv faktor (pozn.:
vné&jsi castletv faktor je vitamin B 12) (Cooper and Castle, 1960). Protoze do duodena vstupuje
chymus (travenina) v malych davkach, dostateéné rychle probiha neutralizace kyseliny
chlorovodikové v disledku smisenim s pankreatickym sekretem a zlu¢i.

Setrvani chymu v zaludku zavisi na rozli¢nych faktorech, jako je zdravi jedince, podil
tukl v potravé, velikosti &astic, konzistenci a osmotickém tlaku chymu. Zaludek vytvafi
enzymy travici bilkoviny a v mensi mife i tuky (Ross, 2014). Pfestoze neprodukuje a-amylasu
Stépici sacharidy, ta jesté pusobi v zaludku tak dlouho, dokud po zahajeni sekrece kyseliny
chlorovodikové a po smisSeni kaSovité stravy s kyselym zalude¢nim obsahem hodnota pH
nepoklesne do kyselé oblasti. Jak dokazuje (Patek and Post, 1941), po konzumaci jidla vysoce
bohatého na bilkoviny se optiméalniho pH pro G¢inek pepsinu doséhne po vice jak 3 hodinach

anebo vubec, zatimco pH vyhovujici alfa-amylase (optimum 6,7 (Holecek, 2016)) je v zaludku
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jesté 30 minut po jidle. Pfi normalni stravé pH po jidle vyjimecné dosahuje pH vétsi nez 3
(Crook, 1983).

3.2.4 Tenké sti‘evo (intestinum tenue)

Jeho hlavnim ukolem je resorpce zivin. Na tom se vyznamné podileji Kerkringovy fasy a sttevni
klky, které ve srovnani s trubici s hladkym vnitinim povrchem zvysSuji resorpéni plochu
600nasobné (Ross, 2014). Dale stfevni sténa zabrafnuje vstupu imunogennich makromolekul
a do lumen stieva se vylucuji enzymy, jez dodavaji tenkému stfevu i ptivlastek funkce travici.
Pokud enzymy nestravi ziviny, ty postupné projdou do tlustého stteva, kde probéhne u vétsiny
z nich bakterialni destrukce. VétSina zivin je resorbovana v duodenu a v jejunu (Kasper and
Burghardt, 2015).

3.2.4.1 Mikrobiom tenkého stfeva

V piipadé€ proximalni ¢asti tenkého stieva (duodenum, jejunum) je mikrobialni osidleni nizké,
pohybujici se vpodtu 10* mikrobi/ml a méné. Nizké podéty se vysvétluji pfitomnosti
baktericidni zluéi a pankreatické st'avy (Marteau, Minekus et al., 1997).

V ileu osidleni stoupa na pocet 10° mikrobt/ml a zaroven piibyvéa anaerobnich druh.
Mikrobiom tenkého stieva je pomérné stabilni, mize byt docasné ovlivnén po konzumaci

fermentovanych potravin (Kasper and Burghardt, 2015).

3.2.5 Tlusté stievo (intestinum crassum)

Hlavni funkci tlustého stteva je absorpce vody, mineral a vylu¢ovani odpadu jako vlaknina,

nestravenych zivin a bakterii (Rolfes, Pinna et al., 2014)

3.2.5.1 Mikrobiom tlustého stfeva

Distalni ¢ast GITu je vice nez osidlena velkym mnozstvim bakterii (400-500 druht)
s dominanci anaerobli. Vzajemny kvalitativni pomé&r bakterii se s postupujicim vékem méni
(Mitsuoka and Hayakawa, 1973).

Pro spravné fungovani tlustého stieva je dulezité zajistit funkéni ekosystém, jez v lumen
stteva zajistuje nékolik faktor. Nezbytné je bakteridlni osidleni hlenu pokryvajiciho sliznici,
odkud bakterie piestupuji do stfevniho obsahu. V disledku plného pokryti maji bakterie piijaté

potravou pouze malou piilezitost uchytit se mezi povrchovou biotu (Hao and Lee, 2004).
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Druhym vyznamnym faktorem jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA)
vznikajici z bakteridlni dekompozice sacharidl, presnéji balastnich latek a retrogradniho
Skrobu. ZvySena nabidka téchto kyselin snizuje luminalni pH, v diisledku ¢ehoz se tlumi adheze
pfevazné patogennich mikrobu (Hood and Zoitola, 1988). Svou roli maji i baktericidni, resp.
bakteriostatické latky syntetizované rezidentni mikrobiotou a i stimulace imunobiologickych

obrannych mechanismii ve stievni stén¢ (Kasper and Burghardt, 2015).

3.2.6 Stolice (feces)

Mnozstvi vyloucené stolice se pohybuje okolo 150-200 g denn¢, maximalné 300 g, ale je znacné
variabilni na zékladé zpisobu stravovani. Asi 70 % hmoty tvoii voda, velky podil suché
substance tvofi bakterie (10-15 %), podil anaerobu proti acrobiim ¢inni asi 1000:1 (Kasper and
Burghardt, 2015).

Prvni stolice novorozence se nazyva smolka nebo meconium a pozdéji se lidska stolice
déli na 7 typu dle ,,Bristol stool stupnice, nékdy nazyvané jako Meyerova Skala (Lewis and
Heaton, 1997). Zdravy ¢loveék denné vyloudi stolici az 7 g tukd a 2 g dusiku (Kasper and
Burghardt, 2015), ale tato ¢isla mohou byt znaéné variabilni. Praimérny ¢lovék dle dalsiho
zdroje denné vylouci 128 g stolice o pH pfiblizn& 6.6. Cerstvé stolice obsahuje okolo 75 %
vody a 84-93 % organickych zbytku, jez obsahuji 25-54 % bakterialni hmoty, 2-25 %
dusikatych latek, 25 % sacharidi a nestravenych rostlinnych zbytkd a 2-15 % tukt (Rose,
Parker et al., 2015).

S vylu¢ovanim stolice a trdvenim potravy je Uzce spojena tvorba plyni a piislusna
flatulence. Za normalni frekvenci flati denné se povazuje pramérné 1 flatus na hodinu. Samotné
vyloué¢ené mnozstvi plynti je ovSem silné variabilni, tj. 500 az 2 000 ml. Tento markantni rozdil
je vysvétlovan rozdilnym sloZzenim mikrobioty (Kasper and Burghardt, 2015). Vliv na slozeni
stolice ma bezesporu zdravotni stav jedince, jeho vaha a dieta (Rose, Parker et al., 2015).

Ze stolice je rovnéz odhadovan celkovy pocet bakterii v gastrointestinalnim traktu. Hao
and Lee (2004) piedpokladali, ze se bézné ve stievech vyskytuje 400 druhti a poddruha
0 celkovym mnozstvim 10334, Trojice izraelskych védct Ron Sender, Shai Fuchs a Ron Milo
(Sender, Fuchs et al., 2016) zjistili, ze udaj 10:1 pfisel z ¢lanku Thomase D. Luckeyho (Luckey,
1972), piesnéji z ¢lanku D. Sawage (Savage, 1977). Sender a spol. poupravuji pomér bakterii
a lidskych buné¢k na 1.3:1.
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Zde zustava prostor pro budouci upravy, protoze nelze jest¢ kultivovat vSechny druhy
bakterii ani v dobte dostupnych mistech, a tak presné zjistit jejich pocet (Hulcr, Latimer et al.,
2012).

3.3 Biotransformace latek

3.3.1 Metabolismus balastnich latek

Pti dekompozici téchto latek mikrobiotou vznikaji pfedevsim plyny oxid uhli¢ity, metan, vodik,
kdy se jejich cast resorbuje a mastné kyseliny s kratkym fetézcem, jez jsou diilezitymi produkty
dekompozice téchto latek. Propionat a n-butyrat, predstavuji cca 90 % vSech takto vzniklych
mastnych kyselin, dale izobutyrat, n-valerat a izovalerat. Kyseliny octova, propionova
a maselnd se tvoii v poméru 60:25:15 a sliznici tlustého stieva se z vice jak 95 % resorbuji
(Ruppin, Bar-Meir et al., 1980). Vzajemny pomér mastnych kyselin zalezi na typu sacharidu.
Fermentace rezistentniho Skrobu je doprovazena vznikem velkého mnozstvi kyseliny maselné.
Pti vysoké nabidce substrati tyto destrukéni pochody probihaji pfevazné v proximalni casti
tlustého stieva, kde velké mnozstvi nové vzniklych kyselin s kratkym fetézcem vytvofti slabé
kyselé prostiedi (pH 5.5-6.5). Resorpce SCFA je spjata s resorpci sodiku a vody. Zatimco
kyselina octové a propionova se po resorpci transportuji do portalniho ob&hu, kyselina méselné
se vyuZzije jako zdroj energie sliznici stfeva. Nedostate¢na nabidka této kyseliny snizuje vyuZiti,
resp. resorpci vody a sodiku za neptiznivého ovlivnéni bunééné proliferace sliznice. Jako
vysledek téchto udalosti je snizena bariérova funkce sliznice a zvysi se translokace (Kasper and
Burghardt, 2015). Déle trvajici snizena produkce SCFA poskozuje sliznici tlustého stieva
funkéné i morfologicky (Scheppach, Miiller et al., 1997).

Aktivita bakteridlnich enzymi je silné determinovana typem a mnozstvim substratu
(Reddy, Engle et al., 1992), proto se mikrobiota v proximalné&jsich oddilech tlustého stieva,
jako je cékum nebo collon ascendens (vzestupna ¢ast tlustého stieva) znaéné méni a neodpovida
slozeni distalngjsich ¢asti. Hill (1984) uvadi, Zze bakterialni sloZeni ve stolici nepodava
informace o vlivu vyzivovych faktorti, zejména balastnich latek, na mikrobiotu tlustého stieva.
Bakterialni dekompozice a tvorba SCFA (a tim zmény intraluminalniho pH) probihaji v céku
a colon ascendens, které podle autora nejsou dostupné k vysetfeni. V téchto oddilech je tieba
pocitat s posunem ve spektru mikrobidlniho osidleni.

Nestravené balastni latky maji tedy kromé& biochemického pisobeni i pisobeni

mechanické. Ovlivituji dobu pasaze stievem, jeho motilitu a hmotnost stolice. Tranzitni doba
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(intestinalni tranzitni doba je ¢as ub&hly od piijmu potravy po vylouceni nestravitelnych zbytki
stolici) je vysoce variabilni, u vétSiny dospélych osob se pohybuje mezi 1-4 dny (Kasper and
Burghardt, 2015). Toto kolisani je podminéno vylu¢né zménou doby pasaze tlustého stieva (S
vysSi hmotnosti stolice klesa tranzitni doba). ZvySena hmotnost stolice ma vliv 1 na
intralumindlni tlak dle Laplaceova zakona, ktery tika, Ze se zvySujicim se polomérem stfeva
a pti zachovani stejného napéti stény, klesa tlak. Tento polomér se zvétsi uz objemem stolice,
ktera mize nabrat objem v dusledku nestravitelnych balastnich latek, jez vazi vodu. Vyse
prirastku hmotnosti stolice nutn¢ zavisi na typu balastnich latek a individualnich
predispozicich, tj. na fad¢ faktort.

Kromé vySe zminénych Uc¢inkiti ovliviiuji balastni latky i resorpci mikronutrientd,
toxickych latek, cholesterolu, glukozy, tuki a dalSich, jejichZ rozbor pro tcely informovani této
prace je nad rdmec povinnosti.

Na zakladé¢ vyse popsanych mechanismi s podporou velkych studii jako Health
Professionals Folow-up Study s vice nez 50 000 ucastnikt (Aldoori, Giovannucci et al., 1997),
(Rydning and Berstad, 1985), prospektivni studie EPIC (European Protective Investigation and
Nutrition) s 520 000 uc¢astniky (Schatzkin, Mouw et al., 2007) a (Peters, Sinha et al., 2003) Ize

uzaviit, ze balastni latky maji protektivni ucinek pted Sirokou plejadou onemocnéni.

3.3.2 Metabolismus fenolickych latek

vvvvvv

tvorbé je pfes Sikimat, kdy draha kyseliny Sikimatové je spolecnd jak pro rostliny, tak
mikroorganismy. Na jejim konci vznikaji fenylalanin a tyrosin. Pravé fenylalanin je
prekurzorem flavonoidi, ale tfeba 1 stilbenoidu.

Mezi stfevni bakterie, které by méli byt schopny metabolizovat fenolické latky na jejich
produkty, patii zastupci rodi Bacteroides, Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus,
Eggertheila, Streptococcus, Lactobacillus a Bifidobacteria (Kim, Jung et al., 1998, Blaut and
Clavel, 2007).

Flavonoly a resveratrol jsou inhibovany sulfataci jak v tenkém stfevé, tak v jatrech. Obé
formy resveratrolu jsou glukuronidovany v travicim traktu na 3-O a 4-O glukuronidy. Stfevni
burniky Caco-2 mohou glukuronidovat na 3-O metabolity, in vitro jsou toho schopny i jaterni
mikrosomy (Forester and Waterhouse, 2009). Nékteré bakterie jsou schopné transformovat

resveratrol na 3-O-beta-D-glukosid (Cichewicz and Kouzi, 1998). Stievni bakterie preménuji
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resveratrol na dihydroresveratrol. Bakterie mlé¢ného kvaseni dekonjuguji tyto metabolity beta-
glukosidasami (Walle, Hsieh et al., 2004).

3.3.3 Metabolismus stilbenoidnich latek

Podobn¢ jako u dalSich polyfenold, i stilbenoidni latky jsou ve stievech metabolisovany riznym
zpusobem transientni a residentni mikrobiotou. Jedna se o procesy demethylace, redukce,
Stépeni aromatického kruhu dekarboxylace a dehydroxylace (Blaut et al., 2003, Rechner et al.,
2004, Rio et al., 2012).

Piikladovy stilbenoid resveratrol podstupuje rizné reakce. V rostlinach je vyrabén
z hex6zy a proces zahrnuje 4 enzymy: fenylalanin amonialyaza (PAL), 4-hydroxylaza
skoficové kyseliny (4CH), 4-kumar-koenzym A ligaza (4CL) a stilbensyntazu (STS)
(Mei, 2015). Proces probiha tak, ze PAL katalyzuje neoxidativni deaminaci fenylalanin-
skoticové kyseliny a v ndvaznosti na to je skoficova kyselina pfeménéna na p-skoficovou
pusobenim enzymu 4CH. Po této hydroxylaci dojde k dalsi reakci s enzymem 4CL za vzniku 4-
KumarylkoeznymA ten je pak spojen s Malonylem CoA plsobenim enzymu STS za vzniku
resveratrolu. Né&které rostliny (Zea mays) mohou mit tento proces malinko odlisny (mohou
pouzit tyrosin jako substrat pro p-skoficovou kyselinu) (Rosler, 1997). Piestoze bakterie
disponuji enzymatickym systémem podporujici tvorbu resveratrolu, kvasinky toto zjevné
prirozené neumi (Mei, 2015). Cesta genetického inZenyrstvi by mohla takto vytvotit vyznamny
zdroj tohoto stilbenoidu.

Resveratrol mize vzniknout i z jeho glukosidované formy v rostlinach, z molekuly
polydatin. Polydatin je chemicky resveratrol s glukosidem na poloze meta. Pfimou reakci
s glukosidazami tak mize vznikat resveratrol, ¢imz se otvira dalsi zdroj tohoto stilbenoidu.
Polydatin se nachazi obzvlasté v kotenech a kmeni nékterych druhti rostlin (Donez et al., 2009).

Kang et al. (2016) popisuji produkci dalSich stilbenoidi, methylovanych
analog resveratrolu za pouziti bakterii kmene E. coli. Van Rymenant (2016) poukazuje na to,
ze 1 dalsi balastni latky, pfesnéji jejich metabolity jako mastné kyseliny s kratkym fetézcem, pii

dlouhodobéjsi konzumaci mohou ovliviiovat biologickou dostupnost polyfenoli.
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3.4 Zanét

3.4.1 Fyziologicky zanét

Zanét je slozita, fylogeneticky nejstar§i odpoveéd obranné a reparacni reakce, kterou organismus
odpovidad na poskozeni svych bun¢k, ptipadné vaskularizovanych tkani nejrtiznéjSimi agens.
Historické zaznamy o zanétlivych onemocnénich vyvolané poranénim jsou spjaty se starou
Mezopotamii a Egyptem (Ryan and Majno, 1977). Zanétem organismus odpovida na proniknuti
infekénich patogent, na cizorodé antigeny a v neposledni fadé na fyzikalni, chemické nebo
mechanické poskozeni svych tkani. UGelem zanétlivé odpovédi je zniGeni a odstranéni
poskozujiciho faktoru, ohrani¢eni zanétlivého loZiska, podpora specifické imunity a regenerace
poskozené tkané (Hotejsi and Barttinikova, 2009).

Prvni ucelenou predstavu o vyznamu zanétu vytvoril 1. I. Meénikov, nicméné jiz davno
pfed nim anatomové urcili hlavni znaky: tumor, dolor, rubor a calor, jeZ jsou platné dodnes
(Hoftejsi and Barttinikova, 2009). Zanétlivé procesy rozliSujeme na specifické, tj. odpoved’ téla
na napadeni mikroorganismem, které zahrnuje Siroky soubor vrozenych i ziskanych, obranych,
regulujicich a i poskozujicich mechanismu, a nespecifické, rozvijejici se jako odpovéd téla na
chemické a fyzikalni poSkozeni a degenerace tkan¢. Nevyvazena strava v ruku v ruce s obezitou
negativné ovliviiuji fyziologické pochody, jez dlouhodobé vyvolavaji fadu onemocnéni jako
astma, idiopatické stfevni zanéty, lupenka a dals$i autoimunitni choroby (Epstein, Barnes et al.,
1997, Epstein and Ross, 1999, Svacina et al., 2010, Joseph, Edirisinghe et al., 2015).
V zéanétlivé odpovédi lze rozlisit 4 taze: cévni odpoveéd’, akutni bunééna odpoveéd’, chronicka
bunééna odpoveéd a vyhojeni (Koptiva, 2005).

Cévni odpovéd’ vznika okamzité po poskozeni tkédn€ a trva i nékolik hodin. Pocate¢ni
vazokonstrikce je vyvolana neuromediatory a je vzapéti ndsledovand vazodilataci zplisobenou
histaminem, serotoninem a bradykininem za sou¢asného zvySeni permeability stény cév. Cely
proces zpusobi unik krevni plazmy a jejich bilkovin do intersticia nebo rozvoj edému,
stupfiovaného blokddou miznich kanalkd. Déle se zvySuje viskozita krve a zpomaluje jeji
proudéni. To za soucasné aktivace koagula¢niho systému a zvySené agregace trombocytl vede
k tvorb¢é mikrotrombii na periferii cévniho fecisté.

Buné¢né odpovéd’ je zahdjena lokalnimi granulocyty, které postupné podpoii monocyty,
makrofagy a zirné buiiky. Akumulované fagocyty v misté zdnétu zacnou vylucovat cytokiny
a mediatory, které podporuji prozéanétlivé déje. V dasledku plisobeni prozanétlivych

chemotaktickych mediatorii (histamin, trombin, C5a, TLB4) a zanétlivych cytokint (IL-1, IL-
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6, IL-8, TNF) dochazi v leukocytech i v endotelovych bunkach k aktivaci a expresi adheznich
molekul. Tak se rizné typy leukocytli mohou zachytit na sténach cév a ovlivnény chemotaxiny
proniknou skrze pory mezi endoteliemi kapilar do zanétem postizeného intersticia. Tyto buiky
se podileji na obrané€ piimymi G¢inky na ter¢ové buiiky a posilenim aktivity fagocyta (Kopiiva,
2005).

Pretrvavaji-li potize delsi dobu, pfechdzi zanét z akutni do chronické bunééné odpovédi.
V takovém piipad¢ probiha hojeni a zanétliva odpovéd’ soucasné. Chronicky zanét 1ze rozdélit
do né€kolika fazi, kdy tu prvni Ize pro jeji klinickou nenapadnost ¢asto piehlédnout. Chronicky
zanét se muze rozvinout jak po akutnim zanétu, tak vznikat de novo. Hlavni bunky fungujici
pti chronickém zanétu jsou monocyty/makrofagy, lymfocyty a plasmatické buiiky. Vyznamnou
ulohu maji monocyty tvofici cytokiny a proteazy schopné poskodit bunéénou membranu
a schopné spustit metabolickou kaskédu kyseliny arachidonové. Leukotrieny jsou nezbytnou
soucasti mnoha déju doprovazejici chronicky zanét (Kopiiva, 2005).

Pokud je vystaveni zanétlivym mediatorim dlouhotrvajici, vede to ke zvySené bunécné
proliferaci, mutagenezi, onkogenezi a angiogenezi (Shacter and Weitzman, 2002), lIze tedy
shrnout, Ze kratkodoba zanétliva odezva imunitniho systému je proces pfinasejici fadu vyhod,
naopak pretrvavajici dlouhodoby zanét je bolestivy a Skodlivy proces, jez by mél byt feSen

(Romieu, Sienra-Monge et al., 2004).

3.4.2 Cyklooxygenazy

Cyklooxygenazy (COX) jsou oxidoreduktazy, jez se nachdzeji uvnitt buiky na
endoplazmatickém retikulu. Vytvareji z 20 uhlikatych Q-3 a Q-6 kyselin latky zvané
eikosanoidy, které délime na leukotrienty a prostanoidy. Mezi prostanoidy pak patii
prostaglandiny, prostacykliny a thromboxany, jez funguji jako lokalni mediatory. Podle ruzné
zvoleného substratu vznikaji 1 odlisné latky. Jako vychozi latky jsou nyni znamy kyselina
arachidonova, kyselina eikosapentaenova, kyselina di-homo-y-linolenova, které si té€lo vytvari
pres delta desaturasy a elongasy z jejich 18 uhlikatych analog. U kyseliny juniperonové, jez
vznika v metabolismu pied kyselinou eikosapentaenovou, nebyl zaznamenan vznik vySe
zminénych latek, pfestoze splituje podminky 20 uhlikatého skeletu a Q-3 ) (Kasper and
Burghardt, 2015).

Cyklooxygenazy jsou dvojiho typu. Enzymy prvniho typu (COX-1) maji konstitutivni
formu. To znamena, ze je vzdy pfitomna a aktivni, ovliviiuje ¢innost organii. COX-2 jsou

inducibilni formou, tj. se indukuje teprve pfi zanétlivych pochodech. Pro nékteré organy (cévni
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endotel, déloha, ledviny a centralni nervova soustava) je i tento druhy typ cyklooxygenazy
formou konstitutivni.

Kromé toho, Ze jejich pisobenim vznikaji ruzné druhy eikosanoidi, od sebe se
vyznacuji farmakologicky dulezitou rozdilnosti. Molekula COX-2 ma enzymovy por vetsi,
nezli je tomu u molekuly COX-1. To znamena, Ze neselektivni inhibitory COX pronikaji i do
mensich pord, ¢imz inhibuji oba enzymy. Mezi neselektivni inhibitory COX patii kyselina
acetyl-salicylova pouzivana v denni davce 0.3-6.0 g a jeji odvozeniny diklofenak v davce 0.05-
0.15 g, ibuprofen 0.6-2.4 g a naproxen 0.5-1.0 g (Liillmann et al., 2007).

Protoze dlouhodoba zanétliva reakce je nezddouci proces a v ném ma vyznamnou

roli 1 enzym cyklooxygenazy, a protoze neselektivni inhibitory zapficinuji krvaceni zaludku,
gastritidu a ulcerace, ma cilena inhibice novy zdravotni potencial. Tak se podafilo vytvorit
nov¢jsi inhibitory enzymu pouze COX-2, jez pifinaseji vyhody, mezi které patii niz8i riziko
poniceni sliznice. Z chemického hlediska (cilené na COX-2) se nyni jednd o latky tvotené
heterocyklickym jadrem s dvéma fenylovymi kruhy, kde u jednoho kruhu je substituce siranové
skupiny v poloze para (Chen et al., 2008). Mezi takové latky patii rofecoxib s denni davkou
12.25-25.0 mg a celexocib v davce 200-400 mg. Inhibitory COX-2 by mély byt ovSem
vyuzivany pouze cilené a ne pro kazdodenni praxi V piipadech, kdy antirevmaticka terapie
nesteroidnimi antiflogistiky evokovala poniceni zalude¢ni sliznice. Vedlejsi efekty jsou
spojovany se znalostmi toho, ze i COX-2 ma svoji konstitutivni formu, kterda ma svou ulohu
v urcitych mistech. Navic tu existuje urcity selektivni pfesah, kdy inhibitory za¢nou ovliviiovat
I COX-1. Tento experimentalné zjistény pomér selektivity (COX-2/COX-1) se udava variabilné
v rozsahu 20-30 (Liillmann et al., 2007).

3.4.3 Eikosanoidy

Latky vytvorené enzymatickym systémem COX a lipoxygenazami slouzi jako lokalni hormony,
do které patii prostaglandiny, prostacykliny, tromboxany a leukotrieny.

Podle zvoleného substratu vznikaji rizné pisobici eikosanoidy. Z Kyseliny di-homo-
gama-linolenové (DGLA) se vytvaii prostaglandiny prvni série (TXA1, PGD1, PGEs, PGly),
z kyseliny arachidonové (AA) se vytvafi prostaglandiny druhé série (TXA2, PGE2, PGI1)
a Z kyseliny eikosapentaecnové (EPA) vznikaji prostaglandiny tieti série (TXAs, PGE3, PGI3).
Druhé a tfeti série vyuziva stejny enzymaticky systém, ktery uptfednostiiuje tvorbu eikosanoidi
bud’ z AA nebo EPA na podklad¢ vétsi nabidky. To znamena, Ze se zde nachazi i pro dieteticky
zpusob (Kasper and Burghardt, 2015). Stilbenoidy ovliviiuji tvorbu eikosanoidi z AA
pusobenim na enzymaticky systém COX (Kutil et al., 2015).
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Vseobecné plati, ze prostaglandiny maji maly biologicky polocas. Prostaglandin 2 (PGE>)
inhibuje tvorbu kyseliny v zaludku a opac¢né zvysSuje tvorbu ochranného mucinu. PGF; se
uplatnuje ve vztazich délohy a PGI je vazodilatancium, které navic navysSuje odstranovani
sodiku ledvinami. Tyto konstitutivni u¢inky jsou cenné, ale prostaglandiny syntetizované
v disledku enzymatického ptiisobeni COX-2 zcitlivuji receptory bolesti, podporuji zanétlivé
pochody a jsou schopné vyvolat horecku.

Tromboxan a prostacyklin jsou antagonisté v procesu agregace krevnich desticek.
Leukotrieny, jejichz nomenklatura je matouci (maji 4 dvojné vazby, 3 jsou ale v konjugovaném
stavu) vznikaji z leukocyti a mastocyti. Leukotrieny podporuji zanétlivé pochody, migraci
a aktivitu leukocyti a zvysuji cévni permeabilitu (Liillmann et al., 2007). Dalsi ptiklady jsou

zminény v tabulce ¢islo 6.

Tab. 6: Eikosanoidy a jejich aktivita dle King (2016).

Eikosanoid Hlavni misto syntézy Hlavni biologicka aktivita

LXAs Krevni desticky, | Snizuje polymorfonukledrni neutrofil (PMN) a
endotelové bunky, | eosinofilni infiltraci do mist zanctu, stimuluje
epitelové bunky sliznice | monocyty  neindukujici ~ zanét,  stimuluje
a jiné leukocyty makrofagickou fagocytézu apoptotickych PMN,
blokuje 1L-8, blokuje uvolnéni a pisobeni
TNF-a, stimuluje TGF-p

LXBa4 Krevni desticky, | Stejné jako LXA4

endotelové bunky,

epitelové bunky sliznice

a jin¢ leukocyty
PGD: Zirné buiiky, eosinofily, | Vyvolava zanétlivé odezvy hlavné v rekrutovéni
mozek eosinofilll a bazofili; vyvolava zuzeni pridusek;
je zapojeny do androgenni alopecie
PGE; Vyvolava vazodilataci a inhibuje agregaci
krevnich desticek
PGE2 Ledviny, slezina, srdce | NavySuje vazodilataci a produkci cAMP

(Cyklicky adenosinmonofosfat), zvysuje t¢inky
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bradykininu a histaminu, vyvoldva délozni
kontrakce a agregaci krevnich desticek, snizuje
proliferaci T-bun¢k a migraci lymfocytt a sekreci
IL-1aa IL-2

PGF2, Ledviny, slezina, srdce | ZvySuje vazokonstrikci, bronchokonstrikci a
kontrakci hladkého svalstva
PGH: Prekurzor tromboxani A2 a B2, indukuje
agregaci desti¢ek a vazokonstrikci
PGl Srdce, cévni endotel Inhibuje desticky a agregaci leukocyti, snizuje
proliferaci T-bunék, migraci lymfocytt a sekreci
IL-1 a IL-2, vyvolava vazodilataci a produkci
CAMP
TXA1 Vyvolavd vazodilataci a inhibuje agregaci
krevnich desticek
TXA? Krevni desticky Vyvolava agregaci krevnich desticek,
vazokonstrikci,  proliferaci  lymfocytt a
bronchokonstrikci
TXB:> Krevni desticky Indukuje vazokonstrikci
LTB4 Monocyty, basofily, | Silny induktor chemotaxe leukocyti a agregace,
neutrofily,  eosinofily, | vaskularni permeability, proliferace T-bun¢k a
zirné bunky, epitelové | podili se na sekreci IFN-y, IL-1 a IL-2
bunky
LTCs Monocyty a alveolarni | Slozka SRS-A, mikrovaskularni vazokonstriktor,
makrofagy,  basofily, | ovliviiuje vaskularni permeabilitu,
eosinofily, zirné bunky, | bronchokonstrikci a sekreci IFN-y, nabira
epitelové bunky leukocyty v misté zanétu, zvySuje sekreci hlenu v
dychacich cestach a strev
LTD4 Monocyty a alveolarni | Stejné jako LTC4
makrofadgy,  basofily,
eosinofily, zirné burky,
epitelové buiky
LTE4 Zirné buiiky a basofily | Stejné jako LTC4
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Podle rizné zvoleného substratu vznikaji ¢asto protichtidné puisobici eikosanoidy. Kyselina
arachidonova soupefi o enzymaticky systém COX s kyselinou eikosapentaenovou a ta ktera
pfevazi, potom ovliviiuje tkané okolo sebe.

Kyselina arachidonova a jeji derivaty maji zanétlivé puasobeni, které¢ pravdépodobné
ovliviiuje i takové onemocnéni, jakou je lupenka, kdyz se u pacientl podatilo zjistit v postizené
tkani az 20nasobné mnozstvi kyseliny arachidonové, nez je bézné (Kasper and Burghardt,
2015).

Dalsim ptikladem je vytvoteni bludného kruhu v pfipad€ revmatické artritidy (RA). RA je
progresivni zanétlivé onemocnéni kloubtli postihujici pfevazné malé klouby na prstech rukou a
nohou. Prvotni poSkozeni vyvold zanét synovidlnich membrén, jez doprovazi uvolnéné
antigeny udrZujici zanct. Antigen je tak navazén na synovidlni bunky, ¢imz se aktivuji
lymfocyty. Lymfocyty a makrofagy spolecné zanétlivy proces zintenziviiuji, jak makrofagy
uvolnuji cytokiny, které exprimuji geny pro COX-2, které vytvari zanétlivé prostaglandiny. Tak
se zesiluje zanét, ktery zesiluje aktivitu makrofagh a lymfocyti.

V ptipad€ RA lze sice podat latky inhibujici syntézu COX-2 nebo neselektivni inhibitory,
nicméné ty doprovazi vedlej§i ucinky pii chronickém uzivani a tyto latky, ani pfipadné
glukokortikoidy, nejsou schopné zabranit progresi onemocnéni, a tak se uptednostiluje
synovektomie (odstranéni synovialni tkdné chirurgickou cestou).

Dosud se nepodafilo syntetizovat stabilni farmakologicky ucinné prostaglandinové
derivaty. Nekteré se ale pouzivaji, jako misoprostol, dinoproston ¢i mifeproston (Liillmann et

al., 2007).

3.5 Metody purifikace a méreni polyfenoli

Extrakce je stézejni krok stojici na pocatku celé analyzy. V pribéhu extrakce se slozky rozd€luji
na zaklad¢€ rozd€lovaciho koeficientu, odd€luji se od pfebytecné matrice a kone¢né odpafi
inertnim plynem za zanechani zkoumaného analytu na sténach odpatovaci nadoby.

Rozpoustédla se voli s ptihlédnutim k jejich chemicko-fyzikalnim vlastnostem, kdy
stézejni je polarita. Méné polarni polyfenoly se extrahuji rozpoustédly, jakymi jsou chloroform
a etyl-acetat, pro polarnéjsi se pouziva smés voda-etanol.

Pro extrakci se pouziva nékolik purifikaénich postupli, mezi které patii metody
Z kapaliny do kapaliny (LLE), mikrovinna extrakce (MAE), ultrazvukova extrakce (UAE),

superkriticka fluidni extrakce (SFE), tlakova kapalinova extrakce (PLE) a extrakce na pevné
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fazi (SPE). Kazdy postup pfindsi jista pozitiva a negativa v porovnani s ostatnimi, jakymi jsou

spotieba chemickych rozpoustédel casto protichiidné k selektivité.

3.5.1 Metoda LLE

Anglicky Liquid-liquid extraction je zpusob ¢isténi vzorkd od balastii pracujici na zakladé
ptechodu urcitych latek z jedné kapaliny do kapaliny druhé, ktery popisuje Nernsttiv distribuéni
koeficient. Organické rozpoustédlo je nemisitelné s vodou, a tak jej lze mechanicky oddélit
i s latkami v ném obsaZenych. Protoze se zkoumané latky nepfevedou Gplné do organické faze,
tradi¢né se postup opakuje. Nevyhodou se zda byt pouziti organickych rozpoustédel (Mustafa
a Turner, 2011).

3.5.2 Metoda MAE

Vyuziti elektromagnetického neionizujiciho zéafeni nachazi uplatnéni i v ptipadé purifikace.
Rozdil oproti béznému zahfevu je v tom, kde vznika teplo, tj. konvencni zahtev postupuje od
povrchu matrice ku stfedu, mikrovinné zafeni prochdzi do stfedu matrice a v ni evokuje
rozkmitani molekul. Protoze mohou byt ohfaty pouze polarni molekuly, je tento zplsob
selektivni. Vyhodou jsou nizsi ndklady a mnozstvi rozpoustédla. Nevyhodou je, ze selektiva je

Vv pfitomnosti nefenolového materidlu mensi.

3.5.3 Metoda UAE

Jedna se o nov¢jsi metodu vyuzivajici ultrazvukové viny. Jedna se spiSe o velice levnou
dopomocnou cestu k rozruseni matrice, jez se pod vlivem ultrasonickych vin rozpadne, a tak
vice zptistupni analyty k extrakci jinou metodou. Protoze ultrazvuk muze vytvaret teplo, tak

zvySena teplota miize negativné ovlivnit termolabilni latky (Kivilompolo, 2009).

3.5.4 Metoda SFE

Pouziti superkritické fluidni extrakce vyzaduje nastoleni podminek pro vytvofeni kapaliny
Vv superkritickém stavu. To znamena, Ze za urcité teploty a tlaku ziskava rozpoustédlo jiné
vlastnosti, kterych se vyuziva pro extrakci latek. Takovato tekutina ma vlastnosti na rozhrani
plynné a tekuté faze, coz usnadiiuje diftizi a urychluje extrakci. Casto se pfipojuje
k chromatografim.

Za osvédcenou ,tekutinu® se povazuje oxid uhli¢ity (kriticka teplota 31 °C a tlak 7 149

kPa), vzhledem k teploté, ekonomickému a ekologickému aspektu (Novakova et al., 2013).
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3,55 Metoda PLE

Protoze tlak a teplota jsou schopny vyznamné ovlivnit zplsob extrakce, vyuziva se tohoto
poznani v metod¢ tlakové kapalinové extrakce. Pti pouziti vyssi teploty dochazi ke snizeni
viskozity rozpoustédla, a tak k lepSimu rozpousténi. PLE mé dv€ nastaveni: statické
a dynamické. Obvykle se pouziva statické. Vyhodou je, Ze jako rozpoustédlo se pouziva

ekologicky a finan¢n€ nendroc¢na voda.

3.5.6 Metoda SPE

Metoda pracuje na principu zachycovani pevnych castic na kolonku. Pfipomina metodu LLE
s tim rozdilem, Ze se latky zachycuji na pevné fazi. Obecné se pevna faze nejprve kondiciuje,
equilibruje a postupné procistuje vodou a organickym rozpoustédlem. Zachycené analyty se
nakonec smyji. Pevna faze byva obvykle na bazi silikagelu s uhlikatymi ligandy. Sily
uplatiiujici se v téchto reakcich byvaji riizné. Patii mezi n¢ dipdl-dipdlové interakce, van der
Waalsovy sily a vodikové vazby. V nekterych piipadech lze pouzit kolonky se zachycenym

analytem k piechovavani, resp. transportu (Berrueta et al., 1995).

3.6 Chromatografie

Prvnim dolozené pouziti chromatografie saha k pocatkiim 20. stoleti na tzemi Ruska, kdy
rodily botanik Michail Cvet pouzil kolonu naplnénou uhli¢itanem véapenatym k oddéleni
rostlinnych chlorofylii. Protoze chlorofyly jsou barevné substance, jejich déleni Slo pozorovat
pouhym okem, a tak metoda dostala nazev chromatografie. Princip metody zustal nevyuzit az
do pocatku padesatych let, kdy ji pouzili Martin a Syng. V roce 1952 obdrzeli Nobelovu cenu
za praci spojenou s touto metodou.

Postupné se vyvijelo mnoho variaci této metody: chromatografie na tenké vrstvé (TLC),
plynova chromatografie (GC) a vysokouUc¢inna kapalinovd chromatogratie (HPLC), ale
moznosti je vice. Po Case se utvérely vice dimenzionalni chromatograty (2-D), zlepSovaly

kolony a soucastky a s tim se postupné zvySoval narok na analyzatory.

36.1 TLC

Chromatografie na tenké vrstvé se vyuzivala k analyze polyfenolovych sloucenin od 70. let
ajest¢ neddvno se pouzivala. V potravinaiském priamyslu nenaSla vétSiho uplatnéni. Jeji
vyhodou byla rychlost, ale postupné ustoupila do pozadi pied piesnéjsimi metodami, které jsou

schopny polyfenoly stanovit 1 dobfe kvantitativné.
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Tradi¢né se pouzivala jako stacionarni faze celuldza, silikagel a polyamid v prostiedi

polyethylenglykolu za pouziti UV zateni pro detekci (Stalikas, 2007).

3.6.2 GC

Plynova chromatografie vyuziva tékavych vlastnosti latek. Pouziva se k detekci nepolarnich
latek o nizkych molekulovych hmotnostech, jakymi jsou polyaromatické uhlovodiky. Prvni
pouziti této metody k analyze polyfenolii se datuje na pocatek 70. let.

Aby plynova chromatografie dobie zméfila polyfenolické latky, musi pied samotnym
méfenim projit derivatizaci za ucelem zlepSeni t€kavosti a zvySeni termostability. Tak vznikaji
trimethylsilethery. Mezi nejCastéji pouzivana derivatizacni ¢Cinidla patii N,O-bis-
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid a  N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid
(Stalikas, 2007).

Po prichodu kapalinové chromatografie ustoupila tato metoda k analyze polyfenoli do

pozadi.

3.6.3 HPLC

Z anglického High Performance Liquid Chromatography je metoda, jez vyuziva kapalnou
mobilni fazi k pritoku stacionarni fazi, nejCastéji silikagelem s nepolarnimi alkyly, které
ovliviiyji priichod rozpusténé analyzované slozky na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti,
jakymi jsou polarita a velikost molekul.

Existuji rizné mody 1 upravy pro zlepSeni separace cilenych molekul, mezi které patii
mody hydrofobni interakéni chromatografie (HIC), hydrofilni interakéni chromatografie
(HILIC), normalni faze (NP) a reverzni faze (RP), kterych se dosahuje upravou zvolené mobilni
faze a pouzité kolony (Novakova et al., 2013).

Kapalinovéa chromatografie je vyuzivéana 1 pro separaci rostlinnych polyfenoll a jejich
metabolitli pro jejich nepolaritu a velikost molekul, pro které se nejcastéji pouziva mod reverzni
faze s nepolarni kolonou s C 18 ¢i C 8 alkyly. Jako eluent se uplatiiuje binarni faze, prikladem
roztok methanolu s kyselinou mravendi, ale 1ze ji redundovat vodou, resp. kyselinou octovou
a dalSimi organickymi rozpoustédly. V praxi se uplatituje gradientova eluce, méné Casto se
vyuziva isokraticka eluce. Mobilni faze vychazejici z kolony do detektoru se nazyva efluent.

Metoda pro stanoveni flavonoidi za pomoci HPLC byla publikovana uz v roce 1976
a v dalsich letech postupné aktualizovana (Merken et al., 2000). V roce 2009 byla publikovana
metodologie pro stanoveni jednotlivych tfid fenolickych kyselin, flavonoidi a stilbeni

(Francisco and Resurreccion, 2009).
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Nezbytnou soucasti kapalinové chromatografie je analyzator a detektor. Ty jsou
pouzivany v on-line spojeni s HPLC. Mezi bézné€ pouzivané patii detektory absorbujici
ultrafialové a viditelné zareni (UV-VIS) pracujici na Lambert-Beeroveé zakoné. Vyznamny vliv
na absorpc¢ni spektrum poskytuje fenolicky kruh. Flavonoidy tak maji absorp¢ni spektrum 300-
550 nm a 240-285 nm vV zavislosti na kruhu. Dalsim obdobnym detektorem je detektor
diodového pole (DAD). Jak UV-VIS, tak DAD maji v dneSni dob& spoustu nedostatkt
V neschopnosti poskytnout hodnotné strukturdlni informace. Proto plni spise doprovodnou

funkci k G¢inngjsim detektorum (Novakova et al., 2013).

3.6.3.1 HPLC-MS

Hlavnim typem spojeni tak ztstava HPLC-MS, kdy hmotnosti spektrometr se dd upravit
podle potieb analyzy. Hmotnostni spektometr nejprve musi zkoumanou molekulu ionizovat,
poté urychlit, nasmérovat, analyzovat a detekovat. Hmotnostni spektometr rozlisuje ionty podle
poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vyhodami jsou vysoka citlivost metody, kvalitativni
a kvantitativni analyza s minimalni spotfebou vzorku. Nevyhodou pak, Ze se jedna
0 destruktivni metodu a zna¢né potizovaci naklady.

Ionizaci obstarava iontovy zdroj, ktery se ¢leni na metody mékké a tvrdé. Mezi mekké
patii elektrosprej (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI), laserova desorpce za ucasti matrice v offline spojeni (MALDI-
offline) a desorp¢ni elektrosprej ionizace (DESI). Mezi tvrdé ionizaéni techniky patfi tradicné
elektronova ionizace (EI) a chemicka ionizace (CI). Vyhodou u tvrdé ionizacni techniky je, Ze
existuje pro ni knihovna. Nevyhodou pak tézka fragmentace. Tvrdé techniky se upfednostiuji
v GC, m&kké v LC. V né&kterych ptipadech (EI, CI, MALDI) musi ionizace probihat za
sniZzeného tlaku, coz vytvaii tlak na potfebné vakuové zatizeni.

Srdcem hmotnostniho spektometru je hmotnostni analyzator. Ten je tradi¢né umistény za
iontovym zdrojem a pied detektorem.

Dé¢leni iontd probihd za vysokého vakua v zavislosti pouzitého analyzatoru.
V soucasnosti je znamo 5 principl, na kterych se ionty dle m/z rozdéluji. Mezi takové
analyzatory pak patfi magneticky analyzator (B), kvadrup6l (Q), linedrni a sféricka iontova past
(IP), analyzator doby letu (TOF), Orbitrap (O) a iontova cyklotronova resonance (ICR).

Detekce probiha bud’ na elektronovém néasobici, fotonasobic¢i nebo faradayové kleci. Ve

vSech ptipadech se jedna o dynody, které zesiluji elektronovy signal.
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Specialni kategorii jsou tandemové a hybridni hmotnosti analyzatory. Tandemové jsou
tvofeny spojenim nékolika spektrometrii, jako trojity kvadrupol (QqQ). Hybridni pak vyuZzivaji
rozdilnych vlastnosti jednotlivych analyzatort, jako kvadrupoél-linearni past (Q-LIT) nebo
kvadrupoél-analyzator doby letu (Q-TOF).

V ptipad¢ polyfenolickych latek I1ze pouzit rizné hmotnostni analyzatory, pfikladem Q,
Q9Q, TOF a IT. Chceme-li kvantitativné méfit polyfenoly, mizeme pouzit trojity kvadrupol
v médu MRM (Multiple Reaction Monitoring). Iontova past pfinasi vyuziti MS", ktera je
vyuzitelna pro strukturni analyzy, ale za piiblizného rozliseni QqQ. Kombinace Q-TOF piinasi
dals$i informace o struktuie latky, které diky vybéru matefského iontu zvysuji selektivitu

(Novakova et al., 2013).
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4 Material a Metody
4.1 Material

K analyze byl pouzit vzorek darované stolice od darce drzici vice nez 48 hodin
bezpolyfenolovou. Zkoumané metabolity stilbenoidi byly postupné odebirany v ¢asovém
odstupu 0, 2, 4, 8, 24 a 48 hodin.

411 Chemikalie

4.1.1.1 Chemikalie pro extrakci-inkubaci

Hydrogenuhli¢itan amonny, hydrogenuhli¢itan sodny, dihydradt hydrogenfosfore¢nanu
sodného, dihydrogenfosfore¢nan draselny, heptahydrat siranu hofe¢natého, dihydrat chloridu
vapenatého, tetrahydrat chloridu manganatého, hexahydrat chloridu kobaltnatého, hexahydrat
chloridu Zelezitého, trypton, resazurin, dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, cystein
hydrochlorid, hydroxid sodny, sulfidu sodného, plyn OFN (oxygen free nitrogen), kyselina
chlorovodikova, dimethylsulfoxid

Batatasin |11 (ChemFaces CFS201601 98% — Cina), Piceatannol (ChemFaces CFS201503 98%
— Cina), Piceatannol-3-O-glukosid (ChemFaces CFS201601 98% — Cina), Thunalben
(ChemFaces CFS201601 98% — Cina), Pinostiloen (ChemFaces CFS201601 98% — Cina),
Pinostilbenosid (ChemFaces CFS201601 98% — Cina), Resveratrol (Sigma-Aldrich 2015-2020
— Némecko) a Oxyresveratrol (Sigma-Aldrich 2015-2020 — Némecko), Zna¢eny Resveratrol 13
(Sigma-Aldrich 2015-2020 — Némecko)

4.1.1.2 Chemikalie uréené pro purifikaci

Etyl-acetat (Honeywell, Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich — Némecko), Mili Q (Direct Q 3 UV),
plynny dusik

4.1.1.3 Chemikalie pouzité pii méfeni

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

Inkubator 1000, Heidolph — Némecko

Centrifuga Rotanta 460R — Némecko

UHPLC Ultimate 3000, Thermo Scientific — USA

MS Q-TOF Impact Il Bruker Daltonic — Némecko

Temperovany dusikaty koncentrator NSK2000-2 Hangzou Miu Instruments — Cina
Vortex Phoenix Instrument RS-VF10 — Némecko

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

4.2 Experiment

Experiment byl dimenzovan tak, aby mikroorganismy ziskané z darct simulovaly v prostiedi
podobné stievu metabolismus zkoumanych latek v ptesné daném casovém sledu, a ty pak byly
zbaveny matrice metodou LLE, ktera se ukazala v porovnani s SPE vykonngjsi, a analyzovany
za pomoci metody LC-Q-TOF. Jedna se o kombinaci cilené a necilené analyzy za tucelem
nalezeni urcitych metabolitli, které by méla lidskd sttevni mikrobiota utvaret a jeZ se potom

mohou zapojovat do fungovani organismu.

4.2.1 Fermentace vzorku

Vzorky stolice byly ziskany od darce drzici minimalné 48 hodin polyfenolovou dietu. Ty byly
nasledné kultivovany v médiu a naockovany roztoky komer¢nich standardd batatasinu 111
(BAT), piceatannolu (PIC), piceatannol-3-O-glukosidu (PGL), thunalbenu (THU), pinostilbenu
(PIN), pinostilbenosidu (PST), resveratrolu (RES) a oxyresveratrolu (OXY) rozpusténych
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Dale byla vytvofena skupina zna¢eného Resveratrolu C13
(znaceni poloviny molekuly) a Resveratrolu rozpusténého ¢isté jen v pufru (znacené jako RES-
K) a ptiloZené z divodu zjisténi vlivu samotného pufru na stilbenoidy.

Uhli¢itanovy pufr byl pfipraven rozpusténim 1 g hydrogenuhli¢itanu amonného a 8.75
g hydrogenuhli¢itanu sodného ve 250 ml destilované vody.

Roztok  makrominerali byl vytvofen rozpusténim 7.14 g  dihydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného, 6.2 g dihydrogenfosforecnanu draselného a 0.6 g heptahydratu

siranu hotfe¢natého v 1 litru destilované vody.
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Mikromineralni roztok vznikl rozpusténim 2.64 g dihydratu chloridu vapenatého, 2 g
tetrahydratu chloridu manganatého, 0.2 g hexahydratu chloridu kobaltnat¢tho a 1.6 9
hexahydratu chloridu zelezitého ve 20 ml destilované vody.

Fermentacni medium bylo ziskano smisenim 1.125 g tryptonu v 225 ml destilované
vody, 56.25 pl mikromineralniho roztoku, 112.5 ml uhli¢itanového roztoku, 112.5 ml
makromineralniho roztoku a 562.5 ul 0.1% resazurinového roztoku.

Pufr pro fekalni suspenzi byl vytvofen smisenim 1: 14 M dihydrogenfosfore¢nanu
draselného 195 ml a 305 ml 1: 14M dihydratu hydrogen fosfore¢nanu sodného s vyrovnanym
pH 7.0

Dalsi den byly vzorky zkoumanych stilbenoidii rozpustény v dimethylsulfoxidu na
koncentraci 10 mg/ml pro kazdy.

Redukujici roztok vznikl rozpuSténim 125 mg cystein hydrochloridu, 0.8 ml 1M
hydroxidu sodného a 125 mg sulfidu sodného ve 20 ml destilované vody.

120 ml fosfatového pufru a 500 ml fermentaéniho média z pfedchoziho dne byly
ptivedeny k varu dobu 7 minut a nasledn¢ zchlazeny na piibliznou teplotu 37 °C a procistény
30 minut OFN do rtzové barvy. pH bylo néasledné vyrovndno na 7 s pomoci 6 M kyseliny
chlorovodikové. Nakonec bylo pieneseno 16.8 ml média do fermentacni ldhve a k nému se
dodalo 0.8 ml redukujiciho roztoku pomoci stiikac¢ky. Takto pfipravena smés byla smisena se
stolici od provedeni do 10-11 hodin.

Suspenze se ze stolice ptipravila homogenizaci 24 g Cerstvé stolice (1-2 hodiny) v 75
ml pufru pro vytvoreni 32% suspenze Vv pro to udélaném pytliku (stomacher bag) (30s). Vznikla
kase byla ptefiltrovana a 2 ml z ni bylo smiseno s 20 pl testovaného stilbenoidu o finalni
koncentraci 10.194 pg/ml. Vzorek byl promichan a byly z néj ptipraveny vzdy 4 kopie o objemu
750 ul ve zkumavkach eppendorf 3ml. Pro dalsi hodiny se postup odbéru alikvoti opakoval
Vv piesné daném casovém méftitku (0,2,4,8,24 a 48 hodin), fermentace probihala na horizontalni
ttepacce pii télesné teploté 37°C.

Skladovani probihalo pti -80 °C ne déle nez pil roku.
4.2.2  Cisténi vzorki

Fermentované vzorky 0, 2, 4, 8, 12, 24 a 48 hodin byly centrifugovany po dobu 5 minuta 15 000
otackach. Nasledné bylo piidano do 15 ml centrifugaéni plastové zkumavky 2 ml Mili Q vody,
2.5 ml etyl-acetatu a 25 pl oznaceného resveratrolu C13 o koncentraci 2 pg/ml. Po promichani
na vortexu a centrifugaci po dobu 5 minut a 4 600 otackach byla kvantitativné odebrana etyl-

acetatova frakce Pasteurovou pipetou a zpétné doplnéna dalsimi 2.5 ml. Po dalsi vortexaci
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a stoceni byla znovu odebrana etyl-acetatova cast a pridana k predchozi. Etyl-acetatovy extrakt
byl poté odpaien proudem dusiku. Po odpafeni byla susina rozpusténa v 1 ml methanolu s 1%

kyselinou mravenci (V/v).
4.2.3 Meéreni vzorki

Stilbenoidy byly stanovovany pomoci LC-MS systému sestavajici se z chromatografické
jednotky UPLC Ultimate 3000 Thermofisher Scientific — USA a Q-TOF Impact Il od Bruker
Daltonik.

Pouzité 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 rozpustény v 1 ml roztoku methanolu a kyseliny mraven¢i (99:1).

Teplota kolony: 35 °C

Autosampler chlazeny na 10 °C

Nastiik: 5 pl

Rychlost pritoku: 0,2 ml

Gradient: mobilni faze A: UPLC Voda, mobilni faze B: Methanol s kyselinou mravenci (0.1%)
V case nula byl pritok mobilni fazi A a B v poméru 8:2. V tieti minuté byl pomér eluentt 1:1,
Vv Sesté minuté byla pouze mobilni faze B. Ta se isokraticky udrzovala do patnacté minuty. Mezi
patnactou a Sestnactou minutou byl zménén pomér na 8:2. Od Sestnacté do dvacaté minuty byla

udrZovéna equilibrace stale v poméru 8:2.

Nejprve byla provedena kalibrace na formiat sodny

Parametry ioniza¢niho zdroje:

End plate offset: 500 V

Capilary: 3000 V

Tlak nebuliza¢niho plynu: 0,3 Bart

Prtok suSiciho plynu: 4L/min

Teplota zdroje: 250 °C

Spektra byla snimana pfi frekvenci 1 Hz a méfena v rozsahu 500-1 500 m/z
Me¢éfteni byla provadéna v rezimu FullScan

Q-TOF méfil v negativnim modu

38



Mg¢teni probihalo pro vSechny Casy a byly vsazeny blanky k oddéleni riznych vzorkt

Software:

Parametry metody méfeni byly nastaveny pro MS v Otof Series 4.0, (Bruker Daltonik —
Némecko) a Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific — USA).

Pro vytvéreni sekvenci a pfedbézné zpracovani dat byl pouzit software HyStar verze 3.2 SR4.
Diferen¢ni analyza spekter a chromatografti byla provadéna za pomoci software Metabolite
Detect 2.0 SR 4 (Bruker Daltonik— Némecko)

Vystupni data byla zpracovana nejprve programem DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik —
Némecko)

Screening a semikvantitativni srovnani bylo provadéno programem TASQ 2.2. (Bruker

Daltonik — Némecko).
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S5 Vysledky

5.1 Vysledky stanovené UPLC-Q-TOF a DataAnalysis

V Tab. 7 jsou vysledky vybranych stilbenoidnich latek fermentovanych ve vzorcich stolice
v ¢asech 0 h, 8 ha 48 h. Intenzita a reten¢ni ¢asy byly zjistovany pomoci software DataAnalysis
4.3. Nejvetsi intenzity dosahovaly vzorky pii krat$i dobé fermentace. Nejvyssi odezvu ze vSech
méfenych latek mél resveratrol v ¢ase 0 h a 8 h a batatasin v ¢ase 48 h, ktery mél zaroven

nejvyssi retenci. Nejvyssi pokles intenzity mél resveratrol mezi 8 h a 48 h.

Tab. 7: Vysledky analyzy plochy pikti métenych stilbenoidt ve vybranych ¢asech
Oh Oh 8h 8h 48 h 48 h
Plocha RT (min)  Plocha RT (min)  Plocha RT (min)

piku piku piku
BAT 603617 7.9 466520 7.9 381681 7.9
OXY 59343 6.3 - - - -
PGL - - - - - -
PIC 172237 6.8 126487 6.7 - -
PIN - - 48104 7.7 38199 7.7
PST - - - - - -
RES 841837 7.2 668848 7.2 133921 7.2
THU - - - - - -

BAT — batatasin, OXY — oxyresveratrol, PGL — piceatannol-3-O-glukosid, PIC — piceatannol,
PIN — pinostilben, PST — pinostilbenosid, RES — resveratrol, THU — thunalben , RT (min) —

reten¢ni ¢as v minuté
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V tab. 8 jsou uvedeny vysledky nalezenych metabolitl ve vybranych Casech. Nejvice bylo
detekovano metabolitti PIC (3), poté BAT (2). Nejintenzivnéji probihala metabolizace PIC na
RES (120 000), vzapéti ¢isté odstranéni OH skupiny PIC (48 000).

Tab. 8: Vysledky méfeni intenzity metabolitt stilbenoidii ve vybranych ¢asech

Oh Oh 48 h 48 h
Plocha piku RT (min) Plocha piku RT (min)

BAT (-CHs) - - 980 7.2

BAT (-CHa) - - 2964 7.9

PIC (+2H) - - 395 7.2

PIC (-OH) 400 7.3 48000 7.3

PIC (+2H, -OH) 800 7.2 120000 7.2

RES (+2H) - - 45046 7.0

THU (-CHs) - - 17000 7.9

-CHj3 — ztrata methylu, -CH4 — ztrata methylu a ptidana dvojna vazba, -OH — ztrata hydroxylu,

+2H redukce dvojné vazby, RT (min) — retenc¢ni ¢as v minuté

5.2 Grafické vystupy software DataAnalysis 4.3.

Obrazek 3 ukazuje chromatogramy metabolita batatasinu Il v porovnani S neoSetfenou
kontrolou vzorku. Horni pik s retenénim ¢asem 7.2 odpovida demethylovanému metabolitu a je
totozny s pikem kontrolniho vzorku bez pfidavku batatasinu III, jen se 1i§i intenzitou a jedna se
zfejmé o rezidua pochazejici z diety darce. Na spodnim chromatogramu je ziejmy pik s RT 7.9
odpovidajici svou pfesnou molekulovou hmotnosti deprotonovanému iontu demethylovaného

batatasinu I11.
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Obr. 3: Metabolity batatasinu 111
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Na obrazku 4 jsou vRT 7.2 stopové odezvy odpovidajiciho metabolitu piceatannolu
s redukovanou dvojnou vazbou. Pro porovnani je na hornim chromatogramu a stejnym m/z

uveden vzorek neoSetfené kontroly.

Obr. 4: Metabolit piceatannolu s redukovanou dvojnou vazbou
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Metabolit vznikly dehydroxylaci piceatannolu byl detekovan v RT 7.3; na obrazku ¢islo 5 je

znazornén v porovnani s kontrolou.

Obr. 5: Metabolit piceatannolu bez hydroxylu
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Piceatannol podstupujici 2 metabolické kroky je znazornén obrdzkem 6. V Case 7.2 je patrny
pik s m/z 229.0865 o pomérné€ vysoké intenzité. V kontrole ve stejném case jsou detekovatelné

pouze stopy pozustatku z diety darce.

Obr. 6: Metabolit piceatannolu bez hydroxylu a dvojné vazby
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Metabolit resveratrolu dihydroresveratrol s m/z 229.0865 naméteny v RT 7.0 je zobrazen na

chromatogramu na obrazku 7.

Obr. 7: Metabolit resveratrolu bez dvojné vazby
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Obrazek 8 znazoriuje thunalben po ztraté methylové skupiny, ktery ma identické prvkové
sloZeni, a tedy i identickou molekulovou hmotnost iontu m/z (227.0708) jako resveratrol.
Nicméné za danych chromatografickych podminek mél RT posunut na 7.9 (RES 7.2).

V kontrole tento nalez nebyl potvrzen.

Obr. 8: Metabolit demethylovaného thunalbenu
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Porovnani vlivu pufru a bakterii na mnozstvi resveratrolu a jeho metabolitu dihydroresveratrolu
je znazornén na obrazku ¢islo 9. Resveratrol po uplynuti fermentac¢ni doby piechazi ve vzorku
sttevni bioty na dihydroresveratrol, zatimco samotny puft prosty stfevnich bakterii tento proces

nepodporuje.

Obr. 9: Resveratrol ve vzorku stolice, pufru a vznikajici metabolit dihydroresveratrol
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5.3 Semikvantitativni analyza

Semikvantitativni analyzou byla sledovana zmeéna intenzity detekovanych metabolith

Vv pribéhu kultivace.

5.3.1 Batatasin Il

Obrazky 10 a 11 ukazuji dynamiku obsahu batasinu Ill v ¢ase. Je patrné, ze dochézelo nejen
k ubytku samotného stilbenoidu, ale i K jeho transformaci do metabolitt. Obrazek 11 ukazuje

transformaci batatasinu I11 na predpokladany pinostilben, piceatannol a dalsi 4 analoga.

Obr. 10: Ubytek batatasinu 111 v ¢ase
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Obr. 11: Pribéh koncentraci latek detekovanych ve vzorcich s pridavkem batatasinu I11
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5.3.2 Oxyresveratrol

Oxyresveratrol a vznik dihydroresveratrolu je zobrazen obrazky 12 a 13. Na nich je patrné, ze
po 48 hodinach dojde prakticky k dokonalému odbourani vychoziho substratu za souc¢asného
pozvolného narustu redukovaného metabolitu. Na obrazku 12 je patrny rozdil v detekci

oxyresveratroll, jedna se o blize nespecifikovany tetrahydroxystilben.

Obr. 12: Metabolizace oxyresveratrolu v ¢ase
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Obr. 13: Vznik metabolitu v ¢ase
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5.3.3 Pinostilben

Obrazky 14 a 15 ukazuji postupny rozpad pinostilbenu v disledku metabolizace bakteriemi
a detekci dihydrostilbenu. Je patrné, Ze se bakteriim nepodatilo ani za 48 hodin z metabolizovat

cely pinostilben. Zarovein se dihydroresveratrol v ¢ase pfili§ neménil.

Obr. 14: Ubytek pinostiloenu v ase
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Obr. 15: Vznik a degradace ptedpokladaného dihydroresveratrolu v case
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5.3.4 Thunalben

Pribéh metabolismu thunalbenu je znazornén obrazky 16 a 17. Samotny thunalben a jeho
zménu v ¢ase Se nepodafilo nikde detekovat. Obrazek 16 ukazuje v ¢ase se prili§ neménici
odezvu predpokladaného demethylovaného metabolitu. V kontrastu k tomu obrazek 17.

ukazuje urcity narust koncentrace demethylovaného metabolitu v prvnich hodinach.

Obr. 16: Nalez demethylovaného produktu s dvojnou vazbou v ¢ase
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Obr. 17: Akumulace demethylovaného metabolitu v ¢ase
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5.3.5 Piceatannol-3-O-glukosid

Vzorky piceatannolu-3-O-glukosid jsou znazornény obrazky 18, 19 a 20. Samotny PGL nebyl
detekovan. Nejvétsi intenzitu mél jeho deglykosylovany analog PIC. Z obrazku 18 je patrné, ze
piceatannol byl intenzivné metabolizovan v prvnich 8 hodinach. Obrazek 19 ilustruje narust
koncentrace metabolitu dehydrotrihydroxystilbenu, k jehoz vyrazné akumulaci dochazi mezi 4.
a 8. hodinou. Obrazek 20 pak ukazuje prub¢eh trihydroxystilbenu jehoz narust koresponduje se

vznikem zminéného dehydrotrihydroxystilbenu, ale o jiné intenzité.

Obr. 18: Pokles metabolitu PIC v ¢ase
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Obr. 19: Vznik metabolitu redukovaného trihydrostlbenu v ¢ase z PGL
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Obr. 20: Vznik trihydroxystilbenu v ¢ase z PGL
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5.3.6 Piceatannol

Obrazky 21, 22 a 23 ukazuji metabolismus piceatannolu za vzniku jeho dehydroxylovanych
metabolitii. Piceatannol je postupné cely metabolizovan a davd vzniknout resveratrolu a

dihydroresveratrolu.

Obr. 20: Rozklad piceatannolu v Case
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Obr. 21: Vznik neurceného trihydroxy stilbenu v ¢ase z PIC
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Obr. 22: Pribéh akumulace redukovaného trihydroxystilbenu vznikajiciho z PIC
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5.3.7 Resveratrol

Obrazky 23, 24, 25, 26 a 27 dokazuji zapojeni metabolismu mikrobioty pii degradaci
resveratrolu. Resveratrol je intenzivné metabolizovan prvnich 8 hodin, potom se rychlost jeho
degradace zpomaluje. Dihydroresveratrol vznika intenzivné prvnich 8 hodin, poté jeho nartst
stagnuje. Obsah tetrahydroxystilbenu 1 (pfedpokladany PIC) se vzhledem k chyb& méteni piilis
neméni. Tetrahydroxystilben 2 ma tendenci prvnich 8 hodin stoupat, poté jeho produkce
stagnuje. Tetrahydroxystilben 3 vznika nejvice v 8. hoding, poté postupné ubyva. Jedinym
statisticky prukazné korelovanym metabolitem (r = -0.87) byl vtomto experimentu

dihydroresveratrol, ktery je dominantnim produktem konverze resveratrolu bakteriemi.

Obr. 23: Rozpad resveratrolu v prab¢hu ¢asu
1,20E+07
1,00E+07

8,00E+06

ku

p1

6,00E+06

Plocha

4,00E+06
2,00E+06

0,00E+00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Hodiny

=@=resveratrol

Obr. 24: Vznik piedpokladaného dihydroresveratrolu v ¢ase z RES
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Obr. 25: Koncentrace tetrahydroxystilbenu 1 v ¢ase
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Obr. 26: Koncentrace tetratydroxystilbenu 2 v ¢ase

3,50E+04
3,00E+04

2,50E+04

ku

2,00E+04

1

p

Plocha

1,50E+04

1,00E+04

5,00E+03

0,00E+00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Hodiny

—=&—tetrahydroxystilben2

55



Obr. 27: Koncentrace tetrahydroxystilbenu 3 v ¢ase
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Metoda multiple reaction monitoring se pouzila ve spornych ptipadech latek se stejnym m/z.
Metabolit demethylovaného trinydroxystilbenu s RT 7.9 a stejnym m/z jako resveratrol (RT
7.2) je znazornén na obrazcich 28 a 29, kde je zobrazen rozdil ve slozeni spekter obou latek,

které se v zastupu néktery ionti 1isi jak kvantitativng, tak kvalitativng.

Obr. 28: Porovnani spekter MRM resveratrolu a demethylovaného batatasinu
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Obr. 29: Porovnani spekter MRM resberatrolu a demethylovaného batatasinu.
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5.5 Statisticky vystup

Pro statistické ovéteni vysledkil byl pouzit korelacni koeficient mezi stilbenoidy a jejich

vznikajicimi metabolity.

5.5.1 Kaorelace

5.5.1.1 Korelace mezi batatasinem Il a jeho metabolity

1) ) ) (4) 5) (6) (@)
Me-trihydroxy-stilben 1 1,00 0,03 0,66 0,35 -0,01 0,46 0,44
Me-trihydroxy-stilben 2 0,03 1,00 -0,26 -0,87  -0,50 -0,77 -0,83
Pinostilben 0,66 -0,26 1,00 0,60 0,37 0,67 0,65
Piceatannol 0,35 -0,87 0,60 1,00 0,67 0,92 0,98
desMet-batatasin -0,01 -0,50 0,37 0,67 1,00 0,70 0,67
desMet-THU 0,46 -0,77 0,67 0,92 0,70 1,00 0,98
batatasin Il 0,44 -0,83 0,65 0,98 0,67 0,98 1,00

(1) Me-trihydroxy-stilben 1 (2) Me-trihydroxy-stilben 2 (3) Pinostilben (4) Piceatannol (5) desMet-
batatasin (6) desMet-THU (7) batatasin Il

5.5.1.2 Korelace mezi oxyresveratrolem a jeho metabolity

1) ) ®)
oxyresveratroll 1,00 0,62 -0,72
oxyresveratrol2 0,62 1,00 -0,05
diHyroRes -0,72 -0,05 1,00

(1) oxyresveratroll (2) oxyresveratrol2 (3) diHyroRes
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5.5.1.3 Korelace mezi pinostilbenem a jeho metabolity

1) )
pinostilben 1,00 0,51
diHyroRes 0,51 1,00

(1) pinostilben (2) diHyroRes

5.5.1.4 Korelace mezi thunalbenem a jeho metabolity

€)) 2)
desMet-batatasin 1,00 0,24
desMet-THU 0,24 1,00

(1) desMet-batatasin (2) desMet-THU

5.5.1.5 Korelace mezi piceatannol-3-O-glukosidem a jeho metabolity

1) ) ®)
resveratrol 1,00 -0,61 0,87
piceatannol -0,61 1,00 -0,90
diHyroRes 0,87 -0,90 1,00

(1) resveratrol (2) piceatannol (3) diHyroRes

5.5.1.6 Korelace mezi piceatannolem a jeho metabolity

1) ) ®3)
tri-OH-stilb 1,00 -0,75 0,92
piceatannol -0,75 1,00 -0,85
diHyro tri-OH-stilb 0,92 -0,85 1,00

(1) tri-OH-stilb (2) piceatannol (3) diHyro tri-OH-stilb

5.5.1.7 Korelace mezi resveratrolem a jeho metabolity

@) ) ®) (4)
resveratrol 1,00 0,68 0,60 -0,73
piceatannoll 0,68 1,00 0,97 -0,11
oxyresveratroll 0,60 0,97 1,00 0,06
diHyroRes -0,73 -0,11 0,06 1,00

(1) resveratrol (2) piceatannol (3) oxyresveratrol (4) diHyroRes
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6 Diskuze

-----

zacatku byly porovnany metody SPE a LLE. SPE sriznym typem kolonek byla pouzita
v pracich pro extrakci polyfenolii (Ziakova and Bransteterova, 2002, Pyrzynska and Biesaga,
2009 a Rotches-Ribalta et al, 2012). LLE s etyl-acetatem pouzili Goodrich et al. (2014).
Metoda LLE za pouziti etyl-acetatu a vody se ukazala jako vykonnéjsi Cistici metoda oproti
SPE na zéklad¢ testovani reprezentativniho vzorku trans-resveratrolu metodou UPLC-MS,
proto se LLE pouzivala dal pro vSechny stilbenoidy a od SPE se odstoupilo. K vybéru etyl-
acetatu jako rozpoustédla bylo piistoupeno pro jeho lepsi vlastnosti, které vyplivaji i ze studie
Sun et al. (2008), ktera zaznamenava vliv délky uhlikatého fetézce na rozpustnost.

Vzorky stilbenoidu resveratrolu proslé simulaci stfevniho metabolismu in vitro
prodélaly statisticky vyznamnou pieménu. V retencnim c¢ase 7.2 minuty byl resveratrol
detekovan a jeho intenzita postupné klesala s délkou fermentace. Tento pokles se da vysvétlit
reakci se stfevni biotou darce, protoze byl detekovan metabolit dihydroresveratrol v ¢ase 7.0,
jehoz mnoZzstvi postupem casu stoupalo. Dihydroresveratrol vznika odstranénim dvojné vazby
a tento nalez je v souladu se studiemi, které provedli Juan et al. (2010) na krysach, Rotches et
al. (2012b) s lidskou plazmou a Bode et al. (2013). Tento metabolismus byl nalezen u vSech
darcu ze studii, proto se jedna o vlastnost béznou pro lidsky mikrobiom. Bode et al. (2013)
zaroven identifikovali dal$i metabolity, mezi které patii 3,4 -dihydroxy-trans-stilben
a lunularin, V ptipadé¢ 3,4’-dihydroxy-trans-stilbenu se jedna o molekulu s vykonngjsi
antioxidacni aktivitou (Cai et al., 2011) kterd vznika odstranénim hydroxylové skupiny.
Lunularin je pak molekulou, ktera prodélad jak oxidaci, tak dehydroxylaci. Dihydroxy-trans-
stilben nebyl nalezen ani po 48 hodinach fermentace, coz muze byt vysvétleno vlivem
jednotlivého darce, tak jak upozoriuji na nalez Bode et al. (2013). Zaroven v jejich studii je
popisovana i mala koncentrace, ktera vznikd v porovnani s lunularinem. V jejich studii
z celkem 7 darct u 3 vzorkd se jim nepodafilo tento metabolit detekovat, u dalsich 3 zjistit jeho
mnozstvi, to se povedlo pouze u jednoho darce. Lunularin rovnéz nebyl nalezen, coz se da
vysvétlit zase variantou darce, kdy na tento piipad (1 ze 7) narazili Bode et al. (2013). Nicmén¢
pro zjiSténi tohoto jevu bude potieba si pockat na vysledky od dalSich darca. Jiné mozné
varianty zmény molekuly (methylace, vicenasobna dehydroxylace apod.) nebyly detekovany.

Kvantifikace metabolitli resveratrolu od 7 darci ze studie Bode et al. (2013) se

pohybovala mezi 0-86.9 pumol/L pro dihydroresveratrol. 0-11.1 pmol/L Dihydroxy-trans-
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stilbenu a 0-79.8 umol/L pro lunularin. Pouzili metodu HPLC/UV-VIS a MS/MS a za pomoci
PCR identifikovali 2 kmeny actinobakterii produkujici dihydroresveratrol Slackia equolifaciens
a Adlercreutzia equolifaciens. Finalni koncentrace pouzitého trans-resveratrolu u nich byla
80 umol/L.

Frakce thunalbenu v pribéhu fermentace stfevni biotou podstoupila proces
demethylace, ¢imz vznikla molekula trinydroxystilbenu. Tento posun byl identifikovan po 48
hodinach fermentace bakteriemi s nabojem m/z shodnym s resveratrolem a s tim rozdilem, ze
doslo k posunu reten¢niho ¢asu (tj. resveratrol s RT 7.2 oproti metabolitu thunalbenu s RT 7.9).
Tento posun Vv retenénim ¢ase by se snad dal vysvétlit zdrzenim v koloné v disledku zmény
tvaru molekuly, a tedy ovlivnéni polarity smérem k polarité nizs$i. Samotny thunalben nebyl
ovsem detekovan. Divod, pro¢ nebyl detekovan, neni zfejmy. Je mozné, ze samotny thunalben
ma nizkou rozpustnost, a tak se nemusel do vysledného méteného alikvotu prevést. Rozpustnost
thunalbenu dle stranek ChemFaces je pfiblizné¢ 1mg/ 4.1 mL pro DMSO oproti resveratrolu,
ktery se rozpousti 1mg/ 4.3 mL pro DMSO (ChemFaces, 2017). Dle internetovych stranek
ChemFaces, odkud vzorek thunalbenu pochazi, je rozpustnost resveratrolu a thunalbenu
ptiblizn¢ totozna, proto je tato moznost nepravdépodobna.

Batatasin III byl detekovan ve vSech ¢asovych odbérech s RT 7.9 a postupné ubyval.
Byl identifikovan metabolit o stejném m/z jako resveratrol. Pti provedené MS/MS fragmentace
nedoslo k potvrzeni, ze by se jednalo se jednalo o resveratrol, protoZe sloZeni spekter se liSilo
v zastupu fragmenti kvalitativné i kvantitativné. MS/MS porovnani nasich spekter resveratrolu
odpovida fragmentaci, kterou pouzili Bode et al. (2013) stim rozdilem, Ze deprotonavy
resveratrol m¢l hodnoty m/z dominantnich ionti 227, 185 (ztrata -CH=COH) a 143 (ztrata -
CH=COH). V porovnani s demethylovanym trihydroxystilbenem jsou k nalezeni 227, vysoce
podobny 183 a 143, ale jejich intenzita se 1i$i. Navic v piipad¢ 143 se nejednd 0 hlavni iont a
jeho intenzita je mnohonasobné mensi, nez v ptipad¢ hlavnich iontl. Pfedpokladame, Ze se
jedna o jiny zpusob fragmentace a tedy ze se jedna o jinou pfesné nedefinovanou latku. 183 je
identifikovan jako C13H110 (Stella at al., 2008)

Piceatannol byl detekovan na zacatku v RT 6.8 a 6.7 (coz je mozné vysvétlit posunem
retence v pribéhu analyzy) a postupné ubyval. V poslednim dni detekovan nebyl, coz odpovida
studii (Furuya and Kino, 2014). Byly detekovany metabolity dehydroxylace a oxidace. Produkt
oxidace dvojné vazby byl identifikovan v RT 6.5 minut, dehydroxylace 7.3 a dehydroxylace
s oxidaci dvojné vazby RT 7.2. Intenzita obou poslednich produktu postupem c¢asu vzriistala,

intenzivngjsi byla pro bez dvojné vazby a odstranénym hydroxylem. Tyto produkty by mohly
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byt resveratrol a dihydroresveratrol, protoze stievni biota je schopna tento proces premény
podporovat, jako je v ptipadé¢ E. coli (Furuya et al., 2015).

U pinostilbenu nebyl prokdzan zadny metabolit, jeho intenzita pozvolna klesala v RT
7.7. Oxyresveratrol byl identifikovan v RT 6.3, nicmén¢ se nepodafilo najit zddnou prob¢hlou
reakci. Pinostilbenosid a Piceatanol-3-O-glukosid nebyly identifikovany. Zaroven nebyl
jev v piedbézném screeningu.

Semikvantitativni analyzou byly sledovany zmény v obsahu stilbenoidd V Case
podobné. Obdobné postupovali Bode et al. (2013). Metabolismus batatasinu probihal
kontinualn¢ a daval vzniknout pravdépodobné dvéma methylovanym sloucenindm s tfemi
hydroxyly, piceatannolu, demethylovanému thunalbenu a demethylovanému batatasinu, tedy
probihaly procesy demethylace, dehydroxylace a oxidace dvojné vazby. Tyto slouceniny zjevné
neovliviiovaly rychlost bakteridlni degradace batatasinu.

Oxyresveratrol a jemu podobny neznamy tetrahydroxystilben byly z vétSiny
spotfebovany bakteriemi jiz v prvnich 8 hodinach, ¢imz pfipomind metabolismus resveratrolu
(Bode et al. 2013). Jediny produkt fermentace oxyresveratrolu byl pravdépodobny
dihydroresveratrol, jehoz obsah méfeny plochou piku doséhl vrcholu mezi 4. a 8. hodinou
fermentace a poté se postupné pomalu snizovala.

Pinostilben po 8 hodinach fermentace dosahl vrcholu fermentace a poté jiz nedochazelo
k jeho konverzi. To by bylo mozné vysvétlit tim, ze n&jaky produkt pinostilbenu inhibuje
metabolizujici biotu. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo tfeba provést antimikrobidlni testy
tohoto stilbenoidu. V malém mnozstvi pinostilben doprovazel dalsi trihydroxystilben,
pravdépodobné dihydroresveratrol (Furuya et al., 2015). Ten vzhledem ke své koncentraci
nebude mit vliv na inhibici fermentace, protoze jeho mnozstvi je od pocate¢nich hodin
prakticky stabilni a vztaZzeno k pinostilbenu méa obdobnou rychlost odbourani.

Thunalben nebylo mozné detekovat, ale jeho metabolity ano. Ptedpokladany
demethylovany thunalben prudce nartstal v prvnich 4 hodinach fermentace, poté se jeho
akumulace prudce zpomalila, ptesto stale pokrac¢ovala. V kontrastu s timto metabolitem métena
intenzita odpovidajici jeho analogu demethylovanému batatasinu zpocatku pomalu klesala na
intenzité, nicméné ve vzdalenéjSich Casovych intervalech opétovné naristala. Obsah obou
metabolita tak pti déle trvajici fermentaci nardstal.

Piceatannol-3-O-glukosid detekovan nebyl, od pocatku byl ve vzorcich pfitomen
pravdépodobné piceatannol, jehoz intenzita postupné klesala a v nasledujicich 8 hodinach

fermentace dosahla mezi detekce. Postupné se utvarely pravdépodobné metabolity resveratrol
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a dihydroresveratrol ptiblizn¢ stejno rychlosti, ale v odlisném mnozstvi ve prospéch
dihydroresveratrolu. Je mozné, ze se dihydroresveratrol utvarel az ze samotného resveratrolu
(Tsang et al., 2016). Vrchol akumulace obou metabolitii byl zaznamenan v 8. hodin¢ kultivace,
poté postupné jeho intenzita slabla.

Intenzita odezvy piceatannolu prudce Klesala s pifibyvajicimi hodinami fermentace
bakteriemi, az do 48. hodiny, kde ho nebylo mozné nadale detekovat. Spole¢né s nim byly
identifikovany 2 metabolity. Trihydroxystilben postupné vznikal do maxima v 8 hodinach
fermentace, postupné pak na intenzité klesal. Jeho redukovana varianta dosahla maxima
obdobn¢ v 8 fermentace, postupné pak ubyvala. Mize se jednat o resveratrol a
dihydroresveratrol (Furuya and Kino, 2014). Prub¢h kiivek vyznamné ptipomina metabolity
PGL. Toto naznacuje, Ze piceatannol-3-O-glukosid je deglykosylovan a posléze metabolizace
jeho stilbenoidniho skeletu probiha stejné jako u PIC.

Nejintenzivnéjsi odezvu z metabolitt resveratrolu mé¢l dihydroresveratrol. Ten béhem
prvnich 8 hodin bakterialni fermentace dosahl svého maxima a jeho intenzita se dalsi ¢asové
odbéry udrZovala na konstantni Grovni. V ten samy ¢as doslo (8. hodina) i ke zpomaleni
metabolizace resveratrolu. Pravdépodobné tak v tomto ¢ase dochazi k nasyceni enzymatického
systému bakterii redukujicich dvojnou vazbu u resveratrolu, a tak probiha tvorba
dihydroresveratrolu stabilni rychlosti. Tento nalez je totozny s (Bode et al., 2013). 8 hodin je
zaroven vrcholem akumulace i u dalSich metabolitl resveratrolu, jakymi jsou ostatni 3
tetrahydroxystilbeny. Jednim z nich bude pravdépodobné piceatannol (Furuya et al., 2015). Je
otazkou, zda dihydroresveratrol nebo metabolit(y) tetrahydroxystilben(i) nevytvati negativni
zpétnou vazbou, kterou by zpomalily rychlost metabolismu resveratrolu. Pro vice informaci

bude potieba provést porovnani s dalSimi darci.
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[ Zavér
Tato diplomova prace si dala za cil prozkoumat metabolismus stilbenoidnich latek v modelu
tlustého stfeva darce drzici bezpolyfenolovou dietu in vitro a ovéfit hypotézu, ze konecnymi
produkty bakterialni fermentace budou monocyklické slouceniny.

K ziskani vysledkii byla pouzita analyza pomoci UPLC-Q-TOF a ty byly poté piredbézné
interpretovany pomoci softwaru Metabolite Detect 2.0 SR 4 a vystupni data byla nakonec

zpracovana programem DataAnalysis 4.3 a TASQ 2.2.

Z 8 vzorku stilbenoidi bylo zaznamenano celkem ,,19“ metabolitd dehydroxylace, oxidace
dvojné vazby a demethylace, nicméné ne¢které metabolity mohly byt od zac¢atku pfitomny jako
necistoty. Stépeni centralniho ethenového miistku nebylo v ramci této studie pozorovano.
Nejvice vzniklych metabolitd bylo detekovano ze stilbenoidt batatasinu a resveratrolu.
Nejcastejsim typem reakce byla redukce centralni ethenové dvojné vazby, ktera byla zjisténa u
vzorkll trans-resveratrolu, oxyresveratrolu, pinostilbenu, piceatannol-3-O-glukosidu a
piceatannolu. Dal§imi typy reakcemi byla v ptipadé pritomnosti methoxy- skupin v molekule
jeji demethylace a ztrata hydroxylovych skupin. Tyto metabolické reakce pravdépodobné silné
zavisi na umisténi hydroxylovych skupin, a to i v ptipadé ethenového mustku, nebot’ probihaly

selektivné pouze u nekterych testovanych sloucenin.

Vysledky tohoto experimentu potvrzuji, ze stievni biota metabolizuje sledované
stilbenoidy podobnym mechanismem a vétSina produktd vznika v prvnich hodinach
fermentace. VVzhledem k rychlosti posunu traveniny lidskym travicim traktem je potieba pro
dalsi vyzkum vzit v ivahu, Ze metabolismus balastnich latek probiha spiSe v proximalni ¢asti
tlustého stieva, kde slozeni stfevni mikrobioty nemusi nutné odpovidat distaln¢jSim usekiim, a

tudiZ mohou byt vzniklé produkty odlisné jak kvantitativné, tak kvalitativné.
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9 Seznam zkratek

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku
B — Magneticky detektor

BAT — Batatasin

Cl — Chemicka ionizace

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

COX — enzym cyklooxygenaza

D — Dalton

DAD - Detektor diodového pole

DESI — Desorp¢ni elektrosprej a ionizace
DMSO - Dimethylsulfoxid

El — Elektronova ionizace

ESI — Elektrosprej

GALT — Imunitni systém sdruzeny s travicim traktem
GIT — Gastrointestinalni trakt

HIC — Hydrofobni chromatografie

HILIC — Hydrofilni chromatografie

ICR — Iontova cyklotronova resonance

IL — Interleukin

IT — lontova past

LC — kapalinovéa chromatografie

LIT — Linearni iontova past

LLE — Extrakce z kapaliny do kapaliny

M — Mol

MALDI — desorpce laserem za i¢asti matrice
MAE — Mikrovilnné extrakce

MS — hmotnostni spektrometr

Mh — Molarni hmotnost

NP — Normalni faze

O — Orbitrap

OFN — Oxygen free nitrogen

OXY — Oxyresveratrol

PIC — Piceatannol

PIN — Pinostilben

PGL - Piceatannol-3-O-glukosid

PLE — Tlakova kapalinové extrakce

PST — Pinostilbenosid

Q — kvadrupol

QqQ — Trojity kvadrupdl

RES — Resveratrol

RP — Reverzni faze

RT — Retencni Cas

SCFA — Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
SFE — Superkriticka fluidni extrakce

SPE — Extrakce na pevné fazi

TGF-pB — Transforming grow factor
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THU — Thunalben

TLC — chromatografie na tenké vrstve
TNF-o — Tumor necrosis factor

TOF — Time of flight

UV-VIS — Spektralni detektor

UAE — Ultrazvukova extrakce

UPLC — ultra kapalinova chromatografie
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