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Vliv mikrobialnich metabolitd rutinu na bunééné linie
Caco-2

Souhrn

Rutin je flavonoid rostlinného ptvodu, ktery je povazovan za jednu z nejvyznamnéjSich
fytochemikalii. AvSak jeho vyuziti jakozto terapeutického ¢inidla je limitovano jeho nizkou
biodostupnosti a obtiznou vstfebatelnosti. Stfevni mikrobiota ovlivituje biologickou aktivitu
rutinu a je zodpovédna za jeho potencionalni zdravotni G¢inky. Rutin v tlustém stieveé podléha
mikrobialnimu metabolismu. Je pfeménovan na fenolické kyseliny, jako je Kkyselina
3,4-dihydroxyfenyloctova (3,4-diOHPAA), 3-hydroxyfenyloctova (3-OHPAA),
3-(3-hydroxyfenyl)  propionova  (3-OHPPA), 4-hydroxyfenyloctova  (4-OHPAA)
a mnohé¢ dalsi. Kazda z téchto sloucenin v organismu vykazuje odlisné biologické aktivity.

Prakticka cast diplomové prace je zaméfena na objasnéni, jak rutin a jeho mikrobialni
metabolity ovliviuji metabolismus bunék stfevniho epitelu. V ramci vyzkumu byly
inkubovany Caco-2 bunééné linie po dobu 24 hodin s rutinem, jeho mikrobialnimi metabolity
(3,4-diOHPAA, 3-OHPAA, 3-OHPPA, 4-OHPAA a Kkvercetin) a s jejich strukturné
podobnymi slouceninami (kys. kavova a dihydrokavova). Vzorky bunétného média byly
podrobeny analyze pomoci nukledrni magnetické rezonance, kterd umoZznila identifikovat
metabolom bunééného média a stanovit koncentrace identifikovanych latek. Ty byly
porovnany vuci kontrolnimu vzorku.

Vysledky vyzkumu potvrzuji, ze rutin, mikrobialni metabolity rutinu a jim strukturné
podobné latky maji vliv na metabolismus stfevniho epitelu. Ve vzorcich média Caco-2
bunéénych linii bylo kvantinfikovano celkem 31 metaboliti a u 18 z nich byly pozorovany
statisticky vyznamné zmény v koncentracich v disledku aplikace pfislusnych latek.
Z mikrobialnich metabolitd rutinu méla nejvétsi vliv na metabolismus Caco-2 bunécné linie
inkubace s kvercetinem a 3-OHPAA. Onéco méné pak inkubace s 3,4-diOHPAA.
V piitomnosti 3-OHPPA a 4-OHPAA nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné zmény
v metabolismu Caco-2 bun¢k. Ze sloucenin strukturné podobnych katabolitim rutinu méla
nejvetsi ucinek inkubace s kyselinou kavovou a 0 néco méné s kyselinou dihydrokavovou.

cvwr

katabolity, pokud nepocitame 3-OHPPA a 4-OHPAA.

Klic¢ova slova: In vitro, metabolismus, metabolomika, stifevni mikrobiom, Caco-2



Effect of microbial rutin metabolites to Caco-2 cell
lines

Summary

Rutin is a flavonoid of plant origin that is considered one of the most important
phytochemicals. However, the use of rutin as a therapeutic agent is limited by its low
bioavailability and difficult absorption. The gut microbiota influences the biological activity
of rutin and is responsible for its potential health effects. Rutin undergoes microbial
metabolism in the colon. It is converted to phenolic acids such as 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid (3,4-diOHPAA), 3-hydroxyphenylacetic acid (3-OHPAA), 3-(3-hydroxyphenyl)
propionic acid (3-OHPPA), 4-hydroxyphenylacetic acid (4-OHPAA) and many others.
Each of these compounds exhibits distinct biological activities in the body.

The practical part of the thesis aimed at elucidate how rutin and its microbial
metabolites affect the metabolism of intestinal epithelial cells. As part of the research, Caco-2
cell lines were incubated for 24 hours with rutin, its microbial metabolites (3,4-diOHPAA,
3-OHPAA, 4-OHPAA and quercetin) and their structurally similar compounds (caffeic and
dihydrocavic acids). The cell medium samples were subjected to nuclear magnetic resonance
analysis to identify the metabolome of the cell medium and to determine the concentrations
of the identified compounds. These were compared against the control sample.

Research results confirm that rutin, its microbial metabolites and their structural
similarities affect the metabolism of the intestinal epithelium. A total of 31 metabolites were
quantified in Caco-2 cell line media samples, and statistically significant changes
in concentrations were observed for 18 of them as a result of the application of the respective
substances. Of the microbial metabolites of rutin, incubation with quercetin and 3-OHPAA
had the greatest effect on the metabolism of the Caco-2 cell line. Incubation
with 3,4-diOHPAA was slightly less important. No statistically significant changes
in the metabolism of Caco-2 cells were found in the presence of 3-OHPAA and 4-OHPAA.
Of the compounds structurally similar to rutin catabolites, incubation with caffeic acid had
the greatest effect and slightly less with dihydrocaffeic acid. Rutin was observed to have

the second lowest effect compared to other applied, except 3-OHPPA and 4-OHPAA.

Keywords: In vitro, metabolism, metabolomics, gut microbiome, Caco-2
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1 Uvod

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou nedilnou soucésti lidské
stravy. Nachazeji se Vv Siroké skdle konzumovaného ovoce, zeleniny a produktd rostlinného
pivodu. V soucasné dob¢ je znamo ptiblizné¢ 8 000 riznych polyfenolit (Santhakumar et al.
2018). Ty se obecné d¢li do dvou hlavnich skupin na flavonoidy a neflavonoidy. Flavonoidy
se dale ¢leni dle C-heterocyklu na flavonoly, flavony, flavan-3-oly, isoflavony, flavanony,
dihydroflavonoly, antokyanidiny a chalkony. Mezi neflavonoidni fenolické latky patii
fenolové kyseliny, dale taniny a stilbeny.

V poslednich letech byly prospésné ucinky polyfenoll intenzivné zkoumaény.
V experimentech invitro, ex vivo a v testech na zvifatech byla zejména u flavonoidu
prokazana tada prospéSnych ucéinkt. Uvadi se, ze polyfenoly jsou vhodnym nutraceutikem
proti chorobam, jako jsou kardiovaskularni, nadorova, neurodegenerativni onemocnéni
a diabetes mellitus (Stromsnes et al. 2021). Zdravotni G¢inky téchto sloucenin jsou ovsem
do zna¢né miry dany jejich biologickou dostupnosti. Aby se polyfenoly staly biologicky
dostupné, podléhaji ve stfevé mikrobidlnimu metabolimu a jsou pfeménovany na sekundarni
metabolity. Studium jejich u¢inkd je vsak Casto opomijeno, jelikoz se vétsina studii zaméfuje
pouze na primarni slouceniny. Pfitom vzniklé mikrobidlni metabolity byvaji v nékterych
piipadech jesté biologicky dostupnéjsi a ucinnéjsi nez puvodni polyfenoly (Gade & Kumar
2023). Ackoliv dochazi k pokroku v porozuméni interakci mezi polyfenoly a stfevni
mikrobiotou, VétSina vyzkumu je stale nedostateCna. Prevazné ucinky mikrobidlnich
metabolitl jsou z velké Casti stale neprobadany. Pro lepsi porozuméni jejich mechanismim
ucinku je tieba se zaméfit na dalsi vyzkum metabolismu jednotlivych polyfenolu.

Bylo prok4zano, Ze bunécna linie Caco-2, odvozend zkarcinomu tlustého stfeva
je vhodnym modelem pro studium stfevni absorpce a metabolismu latek (Gan et al. 1994).
Ve srovnani se zvifecimi modely jsou bunécné linie jednoduché, ¢asov€ nenarocné, cenove
piijatelné a poskytuji spolehlivé a reprodukovatelné vysledky. Oblibenost této bunééné linie
je dana zejména vyuzitim v mnoha védeckych disciplinach.

Identifikaci a kvantifikaci metabolitl, a to véetné téch mikrobidlnich, se zabyva védni
disciplina zvana metabolomika. Jeji pouziti je v poslednich letech na vzestupu. Uplatnéni
nachazi v mnoha oblastech, vcetné¢ systémové biologie, I¢kafstvi, farmacie, zemédélstvi
a potravinarstvi. ldentifikaci metaboliti v metabolomice zajistuje nuklearni magneticka
rezonance a analytické metody jako je: plynova chromatografie, kapalinovéd chromatografie
a kapilarni elektroforéza, které se nejCastéji vyuzivaji ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(Shulaev 2006). Pti vybéru metody je nutné pocitat stim, ze kazdd ma své vyhody
a nevyhody. Zaroven kazda z téchto metod je vhodna pro jiny zplisob vyuZziti.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem teoretické casti diplomové prace je zpracovani literdrni reSerSe zaméiené
na metabolomiku, pfemény rutinu v travicim traktu ¢lovéka a in vitro bunééné modely.
Cilem praktické c¢asti je zjistit, jak mikrobidlni metabolity rutinu ovliviiuji metabolismus
bungk sttevniho epitelu.

Hypotéza:
Aplikace mikrobidlnich metaboliti rutinu ovlivni metabolismus stfevnich epitelialnich

bunék v in vitro buné&éném modelu.



3 Literarni reSerse

3.1 Rutin

Rutin (obr. 1) neboli 3,3',4',5,7-pentahydroxyflavon-3-rhamnoglukosid je klasifikovan
jako flavonoid flavonového typu (Hosseinzadeh & Nassiri-Asl 2014). Jedna se o glykosid,
ktery se bézné¢ vyskytuje jako sekundarni metabolit rostlin (Semwal et al. 2021). Zahrnuje
aglykonovou formu kvercetinu, ktera je vazana v poloze C-3 na molekulu rutinosy. Ta je
slozena zjedné molekuly glukosy a molekuly rhamnosy (Aherne & O’Brien 2002).
V potravinovych dopliicich se rutin ¢asto vyskytuje ve formé zlutého prasku, jehoz molarni
hmotnost je 610,521 g/mol. Vyznacuje se nizkou rozpustnosti ve vodé. Naopak velmi dobra
rozpustnost byla zaznamenana v pyridinu (Semwal et al. 2021).

Obrazek €. 1: VVzorec rutinu

Rutin mtze byt dale oznaCovan jako soforin, rutinosid, kvercetin-3-O-rutinosid
nebo také vitamin P (Semwal et al. 2021). Mezi n¢které jeho peroralni metabolity (obr. 2)
patii kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova (3,4-diOHPAA), 3,4-dihydroxytoluen (3,4-DHT),
kyselina 3-methoxy-4-hydroxyfenyloctova (homovanilova kyselina), m-hydroxyfenyloctova
(m-OHPAA) a 3,5,7, 3',5'-pentahydroxyflavonol (kvercetin) (Cervantes-Laurean et al. 2006).
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Obrazek €. 2: Vzorce nékterych metabolitl rutinu

3.1.1 Zdroje a biologicka dostupnost

Rutin se vyskytuje ve velkém mnozstvi rostlin. Nicméné pouze v omezeném poctu
z nich je rutin jednou z hlavnich slozek. Jeho vyznamné zastoupeni bylo shledano napiiklad
u kosmatcovniku jedlého (Carpobrotus edulis), routy vonné (Ruta graveolens), pohanky
obecné (Fagopyrum esculentum), pomeran¢ovniku ¢inského (Citrus sinensis), jabloné domaci
(Malus domestica), fikovniku smokvon (Ficus carica) a u jerlinu japonského
(Sophora japonica) (Semwal et al. 2021). Dale je rutin zastoupen napiiklad v rajéatech,
merutikach, rebarbofe, celeru, $penatu a ¢aji (Hosseinzadeh & Nassiri-Asl 2014).

Rutin je velmi cenén diky svym biologickym u¢inkiim. Nicméné kvuli pfitomnosti
benzenového kruhu a hydroxylové skupiny ve stejné molekule je Spatné rozpustny ve vod¢.
To omezuje jeho pifimou pouZitelnost ve farmaceutickém primyslu, potravinach
a kosmetickych vyrobcich. Déle rutin vykazuje Spatnou skladovatelnost, nekontrolované
uvoliiovani, nestabilitu pfi traveni v gastrointestindlnim traktu a nizkou biologickou
dostupnost (Tobar-Delgado et al. 2023).

Studie Wu et al. (2011a) uvadi, ze za Spatnou biologickou dostupnost piirodnich
polyfenolli jsou zodpovédné stievni metabolické enzymy, transportéry a mikrobiota.
Dale je ovlivnéna vyse zminénou rozpustnosti ve vod¢ (Tobar-Delgado et al. 2023). Vyzkum
provedeny Pedriali et al. (2008) ukazal, ze jedna z moznosti, jak zlepsit rozpustnost rutinu
spo¢iva v navazani karboxylatové skupiny na cukernou c¢ast. V poslednich letech byly
navrzeny jeSté dal$i moznosti zlepSujici farmakokinetické vlastnosti rutinu. Mezi které patii
zapouzdieni rutinu do lipozomi (Bonechi et al. 2018), polymernich micel (lbrahim et al.
2023), raznych nosi¢u (Konecsni et al. 2012, Babazadeh et al. 2016) a nanocastic (Negahdari
et al. 2021).
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Ve studii Park et al. (2013) napiiklad vytvofili ceramidovy lipozom Vv celulosovém
hydrogelu, ktery mél nasledné usnadnit vstiebavani rutinu a kvercetinu kuzi. Potvrdili
tak svou myslenku, ze komplex lipozom/hydrogel mize byt nosicem IéCiva a zajistit
vstiebavani ve vod¢é nerozpustnych antioxidantt. Studie Babazadeh et al. (2016) zkoumala
zapouzdfeni rutinu nanostrukturovanymi lipidovymi nosi¢i rutinu pro naslednou moznost
fortifikace a vytvoreni novych funkénich potravin. Pfi jejich pouziti nebyly shledany zadné
nepfiznivé vlivy na vysledny produkt. Dal§i moznosti je vyuziti submikronovych ¢astic
chitosanu (CH)-tripolyfosfatu (TPP) jako nosic¢i rutinu. Jeho uvoliovaci schopnosti byly
studovany v simulovanych Zzaludeénich §tavach a tekutinach tenkého stieva. Castice
vykazovaly dostate¢nou velikost pro efektivni stfevni absorpci a byly schopny uvolnit svij
obsah rutinu v simulovanych stfevnich podminkach (Konecsni et al. 2012). Studie Wu et al.
(2020) zase zkoumala uziti nanocastnic stiibra obsahujicich rutin pfi antitrombotické 16¢bé.
Kombinaci nanocastic stiibra (AgNP) a rutinu bylo dosaZeno cileného zvyseni rozpustnosti,
stability a postupného uvoliiovani rutinu.

3.1.2 Extrakce rutinu

Vzhledem k oblibé rutinu je pozornost zaméfena i na zpusoby jeho ziskavani.
Stejné jako u jinych biologicky aktivnich sloucenin se nejcastéji pouziva extrakce. Ovsem jeji
konvenc¢ni zplisob Casto postrada tcinnost kvili nizkému vytézku, ztraté nékterych sloucenin,
uziti velkého mnozstvi rozpoustédel, nizké specifi¢nosti a nutnosti udrzovani vysoké teploty
po dobu extrakce (Chahyadi & Elfahmi 2020).

V posledni dobé jsou kromé tradi¢ni extrakce rozpoustédlem uzivany i moderngjsi
metody, jako je extrakce tlakovou tekutinou (Zhang et al. 2008), superkritickou tekutinou
(Dimitrieska-Stojkovi¢ & Zdravkovski 2003), extrakce za pouziti mikrovin (Zhang et al.
2009), extrakce v pevné fazi (Michalkiewicz et al. 2008) a ultrazvukem asistovana extrakce
(Yang & Zhang 2008). Kazda ztéchto metod ma sva omezeni i vyhody. Zaroven kazda
vykazuje jinou vytéznost rutinu (Chua 2013).

Jako jeden zhlavnich zdroju rutinu se uvadi pohanka, ktera tento flavonoid
nerovnomérné obsahuje jak ve stonku, listech, kvétech, tak i v semenech (Kreft et al 1999).
Mnozstvi rutinu vyskytujici se v jednotlivych ¢astech je dano do jisté miry jejim rostlinnym
druhem (Kalinova & Dadakova 2004) a pohybuje se mezi 3-6 % suSiny rostliny (Campbell
1997). Nejvyssi obsah rutinu byl zaznamenan u pohanky tatarské (Fagopyrum tataricum),
ktera vykazuje n€kolikanasobné vys$si obsah rutinu ve vSech ¢astech rostliny v porovnani
s pohankou obecnou (Fagopyrum esculentum) (Park et al. 2004). Uvadi se, ze rostlin
obsahujicich rutin je vice nez 70 druhti (Chua 2013), pficemzZ izolovat se jej podafilo
naptiklad i z tabakovych listd v mnozstvi 1,5 % susSiny rostliny (Faithi et al. 2006).
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3.1.3 Biologicka aktivita

Rutin byl poprvé objeven jiz v 19. stoleti (Frutos et al. 2019). Od té doby

je podrobovan neustalému vyzkumu. Bylo zji$téno, Zze ma vyborné antioxida¢ni vlastnosti,
jelikoz dokaze vazat volné radikaly a kovové ionty (Mamani-Matsuda et al. 2006). Jeho
jedine¢nou schopnosti je chelatovat ionty Zeleza, které jsou zodpovédné pravé za tvorbu
volnych radikalt kysliku (Valério et al. 2009). Tim zabranuje tvorbé zanétlivych
cytokinovych transkripcnich faktord a pomaha pii 1écbé chronickych zanétlivych onemocnéni
(Inal et al. 2002).
2011), antidiabetické (Ghorbani 2017), antitrombotické (Sheu et al. 2004) a kardioprotektivni
ucinky (Ziaee et al. 2009). Studie Chen et al. (2013) dokonce uvedla, ze rutin je schopen
sniZit rist nadoru prostfednictvim zastaveni bunécného cyklu a indukce apoptozy nadorovych
bungk. Protinadorovy ucinek rutinu potvrzuje téz studie Caparica et al. (2020), jez hodnotila
uéinky rutinu na bunéfnou linii renalniho karcinomu (786-O). Neékteré¢ studie uvadi,
ze mechanismus farmakologického piisobeni rutinu je dan tlumem prozanétlivych cytokint,
zesilenim antioxida¢ni enzymové aktivity a regulaci apoptickych biomarkert, jez nasledné
vedou k vy$e zminénym ucinktim (Enogieru et al. 2018, Ganeshpurkar & Saluja 2017).

Dale bylo zjisténo, ze rutin dokaze vyznamné ovlivnit hladinu kadmia v mozku
a plazmé u potkanli vystavenych kadmiu a zlepsit tak jejich kognitivni funkce. Vysledky
ukézaly, Ze podavani rutinu vedlo ke sniZeni aktivity cholinesterdzy a hladiny markerQ
oxida¢niho stresu, které byly zvySeny v disledku vystaveni organismu kadmiem (Oboh et al.
2020). V poslednich letech se vyuziva terapeutickych ucinkt rutinu i pii 1é¢bé muzské
neplodnosti. Uvadi se, Ze rutin dokaze ovlivnit dysfunkci varlat zmirnénim indukovaného
oxidac¢niho stresu, inhibici apoptdzy, zanétu a ovlivnit dalsi fyziologické faktory souvisejici
s dysfunkei (Rotimi et al. 2023). Terapeutické ucinky rutinu byly zkoumany dale pii 16¢bé
diabetu mellitu. Ve studii Chielle et al. (2016) bylo experimentalnim zvifatim podavano
100 mg/kg rutinu po dobu 30 dnti. Bylo prokazano, Ze piijem rutinu vede ke snizeni hladiny
glukosy a LDL cholesterolu v krvi. Ve studii Ganesan et al. (2020) u alloxanem vyvolanych
diabetickych potkanii bylo zase shleddno, Ze podavéni rutinu v davce 100 mg/kg oralné
po dobu 28 dnii dokaze snizit hladinu mocoviny, kreatininu, triglyceridti a cholesterolu
a zabranit tak tvorbé ketolatek v moci. Zaroven se uvadi, ze rutin dokdze chranit
pted diabetickou acidézou a fibrézou prostiednictvim zlepSeni exprese gent (AQP2, AQP3
a V2R).

Studie Ravi et al. (2018) tvrdi, Ze je tfeba suplementovat 500 mg dvakrat denné,
aby rutin mohl takto pfiznivé pasobit na organismus ¢lovéka. Zdroje uvadéjici denni pifjem
rutinu ze stravy jsou omezené. Avsak studie Kimira et al. (1998) z Japonska odhadla denni
piijem svych dobrovolnikt na 1,5 mg.

Vyhodnocovani toxicity je zasadnim pozadavkem pii posuzovani chemickych latek
¢iléciv. Akutni a chronickd toxicita rutinu byla hodnocena jiz vroce 1947 testovanim
na zvifatech. U experimentalnich zvifat nebyly shleddny Zzadné toxické pftiznaky,
ani pfi podavani rutinu nitroziln¢ a intraperitonealné v davkach 30-50 mg/kg (morce, potkan)
a intraven6zné 100-200 mg/kg (kralik) pro hodnoceni akutni toxicity. V piipad¢ chronické
toxicity byla experimentalnim zvifatim podavana strava s 1 % rutinu po dobu 400 dnt.
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Po ukonceni experimentu nebyla v histopatologii organti pozorovana zadna poskozeni tkani
(Wilson et al. 1947). Jina, nov¢jsi studie odhalila pfi vyzkumu na zvifatech, ze rutin
je netoxicky az do 5 000 mg/kg (Suzuki et al. 2015).

3.2 Invitro travici modely

Travici modely in vitro zacaly byt vyuzivany od zacatku 90. let 20. stoleti zejména
pfi studiu procesu traveni potravin (Ferrua & Singh 2010). Jedna se o modely, se kterymi se
pracuje v podminkach laboratofe a vyzkum probiha tzv. ,,ve skle* nebo také ,,ve zkumavce*
(Boyuklieva et al. 2023). Predstavuji vhodnou alternativu k in vivo modeltim, které vyuzivaji
pro svij vyzkum zvifat ¢i lidi. A€koliv in vivo modely poskytuji piesnéjsi vysledky, jejich
uziti je naro¢né ¢asové a finan¢né. Zaroven jsou modely in vitro upfednostiiovany z divodu
etického (Kong & Singh 2008). V souéasné dob¢ existuje mnoho rtiznych in vitro travicich
modell. Vybér konkrétniho modelu je dan typem vyzkumu a pfedmétem zkoumani (Alminger
et al. 2014). Jednim z primarnich zptsobu, jak tfidit tyto modely je jejich rozdéleni na modely
statické a dynamické (Kong & Singh 2008).

Statické travici modely jsou koncipovany Kk simulaci procesi lidského traveni,
vyuzivajici sklenéné nadoby. Jejich uziti ovSem nedokaze dostate¢né nasimulovat podminky,
kterym potravina Celi v travicim traktu. I pfes tuto skute¢nost mohou byt modely statické
modely praktické. Jejich vyhodou je, Ze jsou levné a proveditelné u velkého mnozstvi vzorkt
(Sensoy 2021). Nicméné pii traveni se musi brat v potaz pomér enzym-substrat, pH
a transport produktli natravené potravy. Z tohoto diivodu jsou statické modely znacné
limitované, jelikoZ tyto parametry nelze béhem procesu traveni upravovat. Nasledkem toho
nelze piesné vyhodnotit transformaci potravin béhem traveni a lze pouze omezené predikovat
dostupnost zivin. Tato zna¢nd omezeni lze kompenzovat vyuzitim dynamickych systémd,
které¢ dokazi lépe nasimulovat podminky lidského traviciho traktu a zajistit vhodné;si
reprodukovatelnost pro védecké studie (Dupont et al. 2019). Jejich vyhodou je, Ze mohou
samostatné napodobovat zménu pH, sekreci enzymi, peristaltické sily a mikrobialni
fermentaci (Liu et al. 2019).

Dynamické systémy se dale déli na modely monokompartmentové
a multikompartmentové. Monokompartmentové sytémy zahrnuji dynamicky model zaludku
(DGM), simulator lidského zaludku (HGS), simulator traveni Zaludku (GDS), mechanicky
zaludeéni systém in vitro (IMGS) a model umé¢lého tlustého stieva (ARCOL). Zatimco
mezi multikompartmentové  neboli ~ vicekomorové systémy se fadi  dynamicky
gastrointestinalni digestor (DIDGI), TNO gastrointestinalni model (TIM), simulator lidského
sttevniho mikrobialniho ekosystému (SHIME), simulator gastrointestinalniho traktu (SIMGI),
upraveny zaludek a model tenkého stieva (ESIN) (Ji et al. 2022).

Pro studium stfevniho mikrobiomu a jeho vlivu na traveni potravy a vstiebavani Zivin
bylo v poslednich desetiletich vytvoieno nékolik modelt sttevni fermentace in vitro (Guerra
et al. 2012). Mezi n¢ patii napiiklad model vsadkové fermentace, PolyFermS, MiniBio, TSI,
TIM-2 a nékteré jiz vySe uvedené jako je SHIME a SIMGI (Nissen et al. 2020). Tyto modely
napodobuji lidské traveni potravin nebo jejich jednotlivych slozek (Guerra et al. 2012).
Zaroven umoznuji porozumét faktorim ovliviiyjicich stfevni mikrobiom. Mezi né patfi
napiiklad dietni slouceniny, mikrobidlni patogeny, bioaktivni latky, 1é¢iva a toxické latky.
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Principem téchto modelt je kultivace stievnich mikroorganismt clovéka za presné danych
podminek a nasledné studium mikrobialniho metabolismu v pribéhu ¢asu. Pro co nejptesnéjsi
napodobeni ekosystému tlustého stieva se Casto vyuziva fekdlniho inokula od zdravych
¢i nemocnych darcu (Nissen et al. 2020).

Pravé in vitro modely napomahaji pfi studiu mechanismii metabolismu slouéenin
ziskanych z potravy, coz piispiva k porozumeéni jejich metabolickych drah a biochemickych
procest v organismu.

3.3 Metabolismus rutinu v travicim traktu

Travici trakt tvofi skupina orgénd, kterd ma za ukol rozkladat potravu a ziskavat
Z ni ziviny nezbytné pro organismus. Zacind Vv dutiné Ustni. Dale zahrnuje hltan, jicen,
zaludek, tenké stfevo, tlusté stfevo afitni otvor. Béhem procesu piijmu potravy dochazi
k mechanickému a chemickému zpracovani, vstiebavani Zivin a vylouceni nestravitelnych
zbytka (Sensoy 2021).

Rutin se dostava do organismu rostlinnou potravou (Manach et al. 1997). A vzhledem
k tomu, Zze nedokaze byt dostatecné absorbovan, pfesouva se jeho velka ¢ast v nezménéné
formé az do tlustého stieva. Zde je puisobenim mikrobialnich glykosidas rozkladan (Kim et al.
2005). Presngji stfevni bakterie tlustého stieva zhydrolyzuji rutin, odstrani cukernou cast
a usnadni tak vstiebavani aglykonu (Amaretti at al. 2015).

Dle vyzkumu Riva et al. (2020) vyplyva, ze stfevni bakterie, které maji schopnost
metabolizovat rutin obsahuji enzym alfa-rhamnosidasu nebo beta-glukosidasu. Diky nim
mohou postupné premeénit rutin na kvercetin-3-glukosid a kvercetin-3-glukosid na kvercetin
(obr. 3). Pfimou pfeménu rutinu na kvercetin umoziiuje enzym beta-rutinosidasa (Nam et al.
2012). Alfa-rhamnosidasy byly nalezeny naptiklad u Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus (Beekwilder et al. 2009) a Bifidobacterium dentium (Bang et al. 2015). Dale bylo
zjisténo, Ze rutin muze byt degradovan také napiiklad pomoci Bacteroides ovatus,
Bacteroides uniformis a Parabacteroides distasonis (Bokkenheuser et al. 1987). Eubacterium
ramulus a Enterococcus casseliflavus jsou zodpovédné za konverzi kvercetin-3-glukosidu
na kvercetin  (Schneider et al. 1999). Beta-glukosidasa byla zjisténa i u bakterii,
které zaujimaji vétSinovou cast lidské stievni mikrobioty. Mezi né patii Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium longum, Enterococcus faecalis, Bacteroides ovatus,
Bacteroides uniformis, Parabacteroides distasonis a Escherichia coli (Schloissnig et al.
2013). Studie Braune & Blaut (2016) shrnula, Ze schopnost odstépovat glukosovou skupinu
maji Bifidobacteriaceae (presnéji 10 druhti Bifidobacterium) a ve vétsiné ptipadd se vyskytuji
i u Lactobacillaceae (5 druhd Lactobacillus), Lachnospiraceae (4 druhy) a Enterococcaceae
(4 druhy Enterococcus). O vyskytu beta-rutinosidasy u mikroorganismuti neexistuje dostatecné
mnozstvi informaci. Nicméné se ji podafilo izolovat naptiklad z pohanky obecné (Baumgertel
et al. 2003).
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Obrazek ¢&. 3: Schématické znazornéni degradace rutinu (upraveno dle: Riva et al. 2020)

Po hydrolyzaci aglykonu kvercetinu vznikaji nasledné dalsi produkty jako je kyselina
3,4-dihydroxyfenyloctova (3,4-diOHPAA), 3-hydroxyfenyloctova (3-OHPAA),
3-(3-hydroxyfenyl) propionova (3-OHPPA) a 3-(3,4-dihydroxyfenyl) propionova
(3,4-diOHPPA) (Havlik et al. 2020).

Za pouziti praseciho slepého stfeva bylo zjisténo, Ze se kvercetin dale metabolizuje
na floroglucinol a 3,4-dihydroxytoluen (Labib et al. 2004). Zatimco studie vyuzivajici
anaerobni bakterii Eubacterium ramulus zjistila, ze jako meziprodukty pii konverzi
kvercetinu na 3,4-diOHPAA vznika alphitonin a taxifolin (Braune et al. 2001).

3.4 Bunééné kultury

Buné¢na kultura je systém, ve kterém jsou eukaryotické, prokaryotické nebo rostlinné
buiiky in vitro kultivovany za vhodnych fyziologickych podminek (v¢etné média, vhodné
teploty a pH). Jeji uziti ma mnoho vyhod, mezi které patii snadnd manipulace, dobra
dostupnost a reprodukovatelnost dat ziskanych pii vyzkumu na bunécnych kulturach (Zhao
2023). Pro kultivaci in vitro se vyuzivaji primarni kultury nebo trvalé bunécné linie (Schaeffer
1979).

Primarni kultury vznikaji z primarnich bungk, které se ziskavaji ptimo z tkani. Primarni
buiikky mohou byt 2 typa: adherentni a suspenzni. Adherentni bunky se pii kultivaci
prichytavaji na povrch kultivacni banky a déle rostou v monovrstve. Uvadi se, ze tyto bunky
jsou zpravidla ziskavany ztkani organd. Suspenzni bunky jsou bunky, které jsou volné
Vv kultivacnim médiu a na povrch kultivacni baniky se nepfichytavaji. VétSina téchto bunék
je ziskavana z krevniho fecisté. Primarni kultury nachazi vyuziti zejména pfi vyvoji vakcin,
1€¢iv, ve virologii, genovém inzenyrstvi a vyzkumu nadorovych onemocnéni. Nicméné jejich
limitnim faktorem je kratka zivotnost, ktera je dana replikativnim starnutim (Zhao 2023).
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Bunéénou linii je oznaCovana trvale zavedend bunécna kultura, které byla ziskana
pasazovanim a nyni je sSchopna neomezeného mnozeni (Masters 2000). Jeji vyuziti je snadné,
levné a poskytuje neomezeny piisun materialu (Kaur & Dufour 2012). Bunééna linie ziskana
z tkan¢, ktera je zasazena onemocnénim, muze pomoci pii odhalovani patologickych jevu,
které¢ by jinak nemohly byt identifikovany. Zejména nadorové bunécné linie jsou cCasto
uzivanymi ve studiu nadorového onemocnéni (Monks et al. 1991). Dale se bunétné linie
vyuzivaji pii testovani metabolismu 1ékt a cytotoxicity (Steinbrecht et al. 2019), pfi vyvoji
vakcin (Genzel 2015), produkci protilatek (Kunert & Reinhart 2016) a tvorbé umélych tkani
(napf. umélé kiaze) (Schurr et al. 2009). 1 ptes vSechny vyhody je tfeba s bunéénou linii
pracovat opatrné. Ackoliv by méla mit vSechny funkéni vlastnosti podobné primarnim
bunkam, miize se stat, ze bunécna linie zméni fenotyp bunék, jejich pfirozenou funkci
nebo schopnost reagovat na podméty kvuli genetické manipulaci (Kaur & Dufour 2012).

3.4.1 Caco-2 bunééna linie

Bunky Caco-2 pochazeji z lidského kolorektalniho adenokarcinomu. Tato bunécna linie
byla zalozena Jorgenem Foghem ve Sloan Keterring vyzkumném institutu nadorového
onemocnéni (Fogh et al. 1977). Pii kultivaci ve vhodném médiu bunééna linie diferencuje
(obr. 4). Diferenciace zacina zpravidla po 7 dnech kultivace a je dokoncena po 21 dnech.
Diferencované monovrstvy Caco-2 slouzi k simulaci stfev in vitro, zatimco bunky, jez nebyly
ponechdny tadné diferenciaci jsou vyuzivany pro analyzu antioxida¢nich a protinddorovych
aktivit aktivnich latek. (Ding et al. 2021).

0QQ00Q! 000000006

Obrazek 4: Diferenciace Caco-2 bun¢k na kultivaénim médiu (Lea 2015).

Caco-2 bunky, které jsou kultivované na propustném filtru, maji podobné morfologické
a funk¢ni vlastnosti jako enterocyty (Panse & Gerk 2022). Jejich povrch je pokryt mikroklky
a maji stejnou absorpci, metabolismus a schopnost vylucovani 1éciva (Murota et al. 2000).
Produkuji také enzymy kartacového lemu jako jsou sacharasa-isomaltasa (Fleet et al. 2003)
a alkalicka fosfatasa placentarniho typu (Souleimani & Asselin 1993). Transportni
mechanismus v Caco-2 bunkach zajist'uji rizné transportéry. Nicméné nejdulezitéjsi jsou
P-glykoprotein (P-gp) a multirezistentni proteiny (MRP) (Gutmann et al. 1999). P-gp a MRP
patii do superrodiny transportérd ATP-binding cassette (ABC). Presto MRP vykazuji jinou
substratovou specifitu a mohou byt zodpovédné za rezistenci vaci 1é¢ivam (Marquez & van
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Bambeke 2011). Bunky také disponuji cytochromem P450 a UDP-glukuronsyltransferasou,
které se podileji na metabolizaci 1éka (Lampen et al. 2004).

Studie Zhang et al. (2013) zkoumala absorp¢ni a metabolické aktivity rutinu v Caco-2
bunkach. Pozorovana byla ¢asteéna metabolizace rutinu na glukuronidovany rutin a zaroven
byl sledovan transport rutinu a jeho glukuronidovaného metabolitu v apikalnim
az bazolateralnim sméru a opacné. Rutin a glukuronidovany rutin mély rozdilnou
vstfebatelnost pres apikalni a bazolateralni membranu. U rutinu byl zaznamenan vétsi
transport z bazolateralniho sméru do apikalniho, zatimco u glukuronidovaného rutinu byla
rozdilnd rychlost pfestupu v obou smérech. Na transportu a intracelularni akumulaci se
podilely P-gp a MRP. Tyto informace jsou dulezité zejména pifi inovaci 1ék s vysokou
vstiebatelnosti.

I pfes veskerou podobnost s normalnim stievnim epitelem bylo u Caco-2 bunééné linie
nalezeno n¢kolik omezeni. B&zny stfevni epitel zdaleka neobsahuje jen jeden typ bunék,
zatimco u Caco-2 bunc¢k jsou pfitomné pouze enterocyty. Zaroven Caco-2 bunky nezajist'uji
produkci hlenu, ktery je charakteristicky pro stievni sliznici (Lea 2015). Hlen ve stfevni
sliznici plni ochrannou funkci a SlouZi jako bariéra pro uréité Iéky, transportni systémy
a je nepropustny pro vétSinu bakterii a toxint (Macedo et al. 2021). Dale se na Caco-2
bunééném modelu nevyskytuji nebunécéné latky jako naptiklad fosfolipidy a zlucové kyseliny
(Lea 2015). Z dtivodu téchto odlisnosti a co nejvétsiho nasimulovani bunék tenkého stieva
byly navrzeny modely kokultury Caco-2 bun¢k a HT29-MTX. Jedna se o poharkové bunky,
které jsou schopné produkce hlenu (Reale et al. 2021). Zaroven bunky HT29 snizuji tésnost,
¢imz je zvySena paracelularni transportni cesta (transport latek pies mezibunécné prostory
buriky) (Chen et al. 2010). Tento model je mimo jiné ¢asto vyuzivan pfi studiu transportu
(Strugari et al. 2018), adheze patogennich bakterii (Dostal et al. 2014) a interakci nanocastic
(Akbari et al. 2017).

3.5 Stievni mikrobiom

Sttevnim mikrobiomem je oznacovan souhrn mikroorganismu, bakterii, virti, prvokd,
hub a genetického materialu, Ktery je pfitomen v gastrointestinalnim traktu savci (Cresci &
Izzo 2019). Uvadi se, ze lidsky stfevni mikrobiom dospélého ¢lovék obsahuje 3,8 x 103
riznych mikroorganismi a naprosta vétSina se nachazi v tlustém strevé (Sender et al. 2016).
Stievni mikrobiom kazdého znas je osidlen minimaln¢ 160 druhy z celkovych
1150 odhadovanych bakteridlnich druhti (Qin et al. 2010), pficemz je slozen pievazné
z 5 hlavnich kment. Radime mezi né kmeny Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria a Verrucomicrobia — kmeny Bacteroidetes a Firmicutes dokonce tvori
vice nez 90 % bakterii (Arumugam et al. 2011).

Stfevni mikrobiom se formuje jiZ od narozeni a jeho sloZeni se v prib¢hu zivota méni.
V tplné nejranéjSim stadiu Zivota je stfevni mikrobiom ovlivnén zpisobem porodu. Pfi ném
dochazi ke kolonizaci mikrobiomu novorozence v zavislosti na tom, s jakou mikrobiotou se
novorozenec setkal béhem porodu. V piipadé¢ vagindlniho porodu dité piejima vaginalni
mikrobiotu, ovSem v piipad¢ cisaiského fezu se novorozenec dostdva do kontaktu s kozni
mikrobiotou (Clemente et al. 2012). D¢ti narozené vaginalné maji nasledné vyssi kolonizaci
kmenem Bacteroidetes v porovnani s détmi narozenymi cisafskym fezem (Jakobsson et al.
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2014). Bylo zjisténo, Ze existuje také rtuzné mikrobialni zastoupeni u déti kojenych
a krmenych détskou vyzivou. U déti, které byly krmeny matetskym mlékem bylo pozorovano
vy$s$i zastoupeni bifidobakterii oproti détem krmenych umélou vyzivou (Balmer & Wharton
1989). Bifidobakterie zvysuji hladinu imunoglobinu A, ktery dokaze vazat patogeny ve stievé
a vyloucit je bez vyvolani zanétlivé reakce (Ouwehand et al. 2002). SloZeni stfevni
mikrobioty je zvelké ¢asti ovlivnéno stravou. Déti pfijimajici pouze umélou vyzivu
a matefskou vyzivu maji stfevni mikrobiom uzpusobeny pro lepsi vyuziti laktatu a jejich
mikrobiom neni nijak zvlast' diverzifikovan (Salazar et al. 2014). S pifechodem na pevnou
stravu se meéni slozeni stfevni mikrobioty, kde dfive dominoval rod Bifidobacterium
a postupné se meéni na mikrobiotu dospélého jedince s dominujicimi kmeny Bacteroidetes
a Firmicutes (Koenig et al. 2011).

Mikrobidlni rozmanitost je déale ovlivnéna v zdvislosti na geografickém pivodu
a etnicité. Studie Yatsunenko et al. (2012) zkoumala stolici 531 jedinci a sledovala genovy
obsah jejich mikrobiomi. Kohorta zahrnovala jedince od kojencti az po dospé€lé z Amazonie,
Malawi a USA. Mikrobialni diverzita byla rostouci s vékem ve vSech oblastech, pficemz
pfi porovnani diverzity mezi dospélymi jedinci méli obyvatelé USA nejmensi variabilitu.
Jak se ukazalo, strava se zda byt faktorem, ktery nejvice ovliviiuje stievnim mikrobiom.
Pfijem ovoce, zeleniny, vlakniny a pestry jidelni¢ek je zodpovédny za dostatecné
diverzifikovany mikrobiom. Na druhou stranu zdpadni strava, ktera je bohat4 na cukry, tuky
a zivoc¢idné bilkoviny je jeho pravym opakem (Cresci & Bawden 2015). Pii rostlinné stravé
jsou pozorovany vyssi pocty Bacteroides a Firmicutes, u diet s vysokym obsahem vlakniny
jsou vysoké pocéty Prevotelly. Dale strava bohata na zivocisné bilkoviny a tuky je spojena
s vysokym zastoupenim Bacteroides (Wu et al. 2011b, David et al. 2014).

Negativné stfevni mikrobiom ovliviiyji antibiotika. Jejich uZiti je primarné zaméteno
na patogenni mikroorganismy, nicméné jsou zasazeny i piibuzné mikrobialni kmeny.
Mikrobiota je nasledné negativné ovlivnéna i po douzivani antibiotik (Jernberg et al. 2007).
Nasledkem toho vznika dysbidza a jedinec mize byt nachylny k nemoci (Cresci & Bawden
2015).

Studie ukazuji, Ze jedinci trpici systémovymi onemocnénimi maji odliSné mikrobialni
osidleni a li$i se v metabolickych procesech ve stievé. To se tyka naptiklad diabetu mellitu
(Larsen et al. 2010), artritidy (Scher et al. 2015), aterosklerozy (Jie et al. 2017) a obezity
(Santacruz et al. 2010). Studie Larsen et al. (2010) uvadi, Ze diabeti¢ti pacienti maji vyssi
zastoupeni Bacteroidetes a Proteobacteria a zaroven nizsi vyskyt kmene Firmicutes a tiidy
Clostridia. Nékteré studie dokonce uvadi, Ze abnormalni metabolismus a odlisné osidleni
sttevni mikrobioty miize souviset se vznikem poruch pozornosti (ADHD) a autistického
spektra (Ming et al. 2012). Pti poruse autistického spektra byl zaznamenan vyssi vyskyt
Bacteroidetes a Proteobacteria a nedostatecny vyskyt Firmicutes a Actinobacteria, hlavné
Bifidobacteria (Finegold et al. 2010, Finegold et al. 2012). V ptipad¢ Parkinsonovy choroby
byly u kohorty 72 jedinct vyssi poéty Enterobacteriaceae a snizené pocty Prevotellaceae,
tento rod bakterii poskytuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), folat a thiamin
rozkladem komplexnich sacharidi. Tyto vedlejsi produkty se podili na udrzeni spravného
sttevniho mikrobiomu (Pedriali et al. 2008).
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3.5.1 VIliv polyfenolii na mikrobialni rozmanitost

Z dostupné literatury je znamo, ze flavonoidy a jejich metabolity mohou mit vliv
na mikrobidlni rozmanitost. Xiong et al. (2023) uvadi, ze se podileji na modulaci stfevni
mikrobioty tim, Ze pozitivné podporuji rust prospé$nych mikroorganismi a zaroven inhibuji
bakterie patogenni. Diky prebiotickym vlastnostem, kterymi rostlinné polyfenoly oplyvaji
tak mohou ovlivnit slozeni stfevni mikrobioty a vést k pozitivnim G¢inkiim na zdravotni stav
Cloveéka (Cardona et al. 2013). Ve studii Dolara et al. (2005), ve které byly potkantim
podavany polyfenoly bylo shledano vysSi zastoupeni Bacteroides, Lactobacillus
a Bifidobacterium spp. oproti kontrolni skuping, u nichz ptevladajici mikroorganismy byly
Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium spp. Podobné byl suplementovan resveratrol
potkanim v mnozstvi 1 mg/kg/den, v dasledku toho byl zvySen pocet lactobacilll,
bifidobakterii a snizen vyskyt enterobakterii (Larrosa et al. 2009). Piijem polyfenolt diky
konzumaci ¢erveného vina po dobu 4 tydnti dokazal proménit mikrobialni zastoupeni a zvysit
zastoupeni Bacteroides, Bifidobacterium, Enterococcus, Prevotella, Eggerthella lenta
a Blautia coccoides (Queipo-Ortuiio et al. 2012). Studie Lee et al. (2006) zkoumala kultivaci
bakterii s ¢ajovymi fenolickymi latkami. Bylo zjiSténo, Zze patogenni bakterie, jako jsou
Clostridium perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp., jsou u¢inkem fenolickych
latek inhibovany. Déle diky dlouhodobé konzumaci napoje z divokych bortivek byl shledan
zvySeny vyskyt bifidobakterii, jez byl pfisuzovan bohatému vyskytu polyfenolii v lesnich
borivkach (Vendrame et al. 2011). Eid et al. (2014) se zabyvali bakterialnimi zmé&nami
vzniklymi diky extraktu zcelé datle na smiSenych kulturdch napodobujici distalni cést
tlustého stfeva. Zaznamenali zvySeni poctu bifidobakterii a zaroven dosli k zavéru, ze pifijem
datli muze byt prospésny pro modulaci diverzity, spravnou funkci stéev a pro sniZzeni vzniku
kolorektalniho karcinomu. Také extrakt z hroznovych seminek podavany jedincim po dobu
2 tydnti dokazal vyrazné ovlivnit mikrobialni prostfedi a zvysit zastoupeni Bifidobacterium
a snizit pocet Enterobacteriaceae (Yamakoshi et al. 2001). Ve studii Parkar et al. (2008)
zkoumali autofi antibakterialni aktivitu ovocnych polyfenoli. Zjistili, ze viceméné vSechny
testované polyfenoly kromé rutinu ovliviiovaly vybrané bakterie (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium a Lactobacillus rhamnosus). Naringenan
u téchto bakterii. Celkové byl jako nejcitlivéjsi k polyfenolim vyhodnocen Staphylococcus
aureus.
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3.6 Metabolomika

Metabolomika je védni obor, zabyvajici se profilovanim metaboliti a metabolismu
v zivych organismech a mimo n& (Wishart 2016). Byla vyvinuta z divodu mozného odhaleni
poruch v metabolomu, které mohou vzniknout geneticky nebo enviromentalnimi vlivy
(Johnson et al. 2012). Pojem , metabolom* byl poprvé zaznamenan ve studii Oliver et al.
(1998). Je klasifikovan jako kvalitativni a kvantitativni soubor molekul s nizkou molekulovou
hmotnosti (Harrigan & Goodacre 2003), které se mohou vyskytovat v bufice, tkani
nebo v biologickém materialu jako je ticba mog¢, sliny, krev a mozkomi$ni mok (Johnson et
al. 2012). Rozsahlost metabolomu je velmi variabilni. Obecné zavisi na pfedmétu zkoumani.
Naptiklad Saccharomyces cerevisiae zahrnuje kolem 600 metabolita (Forster et al. 2003).
Rostliny obsahuji piiblizné¢ 200 000 primarnich i sekundarnich metabolita (Fiehn 2002).
A metabolom c¢lovéka bude pravdépodobné mnohem vétsi (Dunn & Ellis 2005). Kromé
stanoveni genové funkce u rostlin (Roessner et al. 2002), mikroorganismt (Raamsdonk et al.
2001) a zvitat se metabolomika vyuziva i v mnoha jinych piipadech. Mezi n¢ patii napiiklad:
stanoveni metabolickych biomarkert, které pisobi jako indikator vznikajici nemoci (Bragg et
al. 2022), stanoveni mikrobidlniho oxida¢niho stresu (Pan et al. 2021), charakterizace bakterii
(Bertini et al. 2014), hodnoceni zdravotniho stavu ¢lovéka a vyzivy (Watkins & German
2002a) a vyuziva také nachazi pii vyvoji 1éka (Alarcon-Barrera et al. 2022)

Pro usnadnéni metabolomického vyzkumu byla vroce 2007 sestavena databaze
lidského metabolomu. Jednd se o voln¢ dostupny webovy zdroj. Konkrétn¢ tato sbirka
obsahuje seznam 114 100 metabolitd a 25 570 metabolickych drah (Wishart et al. 2018).
Pro pfedstavu lidsky metabolom obsahuje vSechny malé molekuly, které jsou piitomné
v lidském téle (lipidy, peptidy, aminokyseliny, nukleové kyseliny, organické kyseliny,
sacharidy, biogenni aminy, mineralni latky, vitaminy, polyfenoly, alkaloidy) a jakékoliv
chemické latky se kterymi ¢lovek ptichazi do styku a jez se v téle dale metabolizuji (Wishart
2008).

Metabolom organismu je ovliviiovan geny, zivotnim stylem, stravou a stfevni
mikrobiotou (Mi et al. 2020). Navic se ukazuje, ze metabolicky fenotyp jedince muze
poukazat na abnormalni fyziologicky nebo biochemicky stav (Burgdorf et al. 2010).

3.6.1 Metabolicka dysregulace

Metabolity vznikaji jako meziprodukty nebo kone¢né produkty metabolismu.
Jsou soucasti biochemickych drah a jsou dale pfeménovany na latky jednodussi nebo naopak
vylouceny jako odpadni latka organismu (Johnson et al. 2016).

Narusend metabolickd regulace je pfi¢inou riznych onemocnéni, jako jsou naptiklad
kardiovaskularni (Bi et al. 2021), neurondlni (Yan et al. 2020), nddorova onemocnéni (Erez &
DeBerardinis 2015) a diabetes mellitus (Fiehn et al. 2010). Dochazi pii ni k abnormalni
vymeéné latek, energie, ke vzniku zmén v metabolickych drahdch a vykyvim meziprodukt
nebo konecnych produktii. Na druhou stranu tyto zmény mohou casto slouzit jako vhodné
biomarkery slouzici pro diagnostiku onemocnéni nebo lze dle nich urcit terapeutické cile
(Krumsiek et al. 2012).
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Studie Mi et al. (2020) tvrdi, ze vétSina metaboliti, které souvisi s onemocnénim se
soustfed’uji prevazné v metabolickych drahdch metabolismu aminokyselin a metabolismu
lipidii. Zarovenn uvadi, ze onemocnéni jako je Crohnova choroba, Alzheimerova choroba
a kolorektalni karcinom koreluji s metabolismem aminokyselin.

Ve studii Zhou et al. (2016) analyzovali metabolické vzorce u pacientli s revmatoidni
artritidou a porovnavali je s kontrolni skupinou. Jejich vyzkum ukéazal vyrazné rozdily
v metabolickych profilech mezi pacienty srevmatoidni artritidou a zdravou kontrolni
skupinou. Paige et al. (2007) provedli podobnou analyzu u pacientd s depresi a porovnavali je
sjedinci vremisi a jedinci, ktefi nikdy netrpéli depresemi. Jejich vysledky naznacily,
ze jedinci s depresi vykazovali zmény v metabolismu lipidi a neurotransmiterd.

3.6.2 Mikrobialni metabolomika

Mikrobialni metabolomika se zabyva kvalitativnim a kvantitativnim vyhodnocovanim
nizkomolekularnich latek mikroorganismt pomoci metabolomickych metod (Muthubharathi
et al. 2021). Popisuje vzajemné vztahy a pfenos informaci mezi mikroorganismy s ohledem
na zmény v metabolitech. A zaroven napomaha lepSimu porozuméni fyziologickému stavu
mikroorganisma (Covington et al. 2017). Jedna se o obor systémové biologie, ktery zaroven
dokéze priblizit vliv mikroorganismii na metabolismus hostitele. V posledni dobé
je mikrobialni metabolomika uzivana zejména pro studium reakce bakterii na antibiotika
(Lobritz et al. 2015, Belenky et al. 2015), identifikaci novych bakterialnich druht (Palama et
al. 2016) a vliv stfevniho mikrobiomu na vznik onemocnéni (Nemet et al. 2020).

Vyzkum v oblasti stfevni mikrobidlni metabolomiky je jedine¢nim néstrojem
pro mapovani metabolickych vzorcti stfevniho mikrobiomu a vyhodnoceni vztahu
mezi stievni mikrobiotou a hostitelem. V této oblasti vyzkumu ovSem panuji zna¢na omezeni,
které zabranuji bliz§imu porozuméni. Konkrétné zde panuje otdzka, zjakého divodu
metabolické zmény vznikaji a které stfevni bakterie je zptisobuji. Vyhodnoceni komplikuje
I to, Ze stievni metabolity jsou zna¢né heterogenni vzhledem k tomu, ze vytvaieji smés spolu
S nestravenou potravou a sekrety hostitele. Zaroven vyhodnoceni komplikuji dostupné
databaze, které nejsou dostatecné komplexni, coz ptedstavuje piekdzku pro celkové
hodnoceni v ramci vysoce vykonnych metabolomickych studii (Yan et al. 2016).
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3.6.3 Analytické metody v metabolomice

Pro identifikaci metabolitti existuje hned n¢kolik metod. Mezi ty nejéastéji vyuzivané
patii NMR (nuklearni magneticka rezonance) a plynova chromatografie (GC), kapalinova
chromatografie (LC), kapilarni elektroforéza (CE), které se vyuZivaji ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii (MS). Pro ziskani Sirokého pohledu na metabolom je zapotiebi kombinace
metod, jelikoz kazda analytickd metoda se li§i analyzou rozsahu polarity a molekulové
hmotnosti. Zarovén ma kazda technika své vyhody a nevyhody (tab. 1) (Shulaev 2006).

Tabulka ¢&.

(upraveno dle: Shulaev 2006).

1: Vyhody a nevyhody analytickych metod pouzivanych v metabolomice

Analytické metody ~ Vyhody Nevyhody
NMR e Rychla analyza e Nizka citlivost
e Neni nutna deprivatizace e Knihovny omezené pouziti
e Nedestruktivni kviili matrici
GC-MS e Citliva e Pomala
e Velky linearni rozsah o Casto vyzaduje derivatizaci
e Velké komer¢ni a vetejné e Mnoho analyti tepelné
knihovny nestabilnich
LC-MS e Obvykle neni nutna e Pomala
derivatizace e Omezené komer¢ni knihovny
e K dispozici mnoho zptisobt
Separace
e Velka kapacita vzorkt
CE-MS e Vysoka separacni sila e Omezené komeréni knihovny

Sta¢i malé mnozstvi vzorku
Rychla analyza
Obvykle Zadna derivatizace

Spatna reprodukovatelnost
reten¢ni doby
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3.6.3.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je Vv soucasné dobé
oblibend zejména pro rychlé profilovani metabolitti. Diky ni Ize identifikovat né€kolik stovek
chemickych sloucenin, a to i sacharidy, cukerné alkoholy, vétSinu aminokyselin, organické
kyseliny, aromatické aminy a mastné kyseliny (Roessner et al. 2000). Nicméné nckteré
metabolity musi byt nejdiive derivatizovany nez jsou dale analyzovany pomoci GC-MS,
kvuli snizeni polarizace a usnadnéni chromatografické separace (Halket et al. 2005). Ve studii
Angioni et al. (2023) byla plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii uzita napiiklad
pro studium metabolickych zmén, které se vyskytuji u zen s endometridézou, S cilem nalezeni
novych funkénich biomarkerti nemoci.

Plynovy chromatograf funguje na principu oddélovani slozek vzorku, které jsou
pievadény do plynné faze. Jednotlivé slozky jsou tudiz rozdélovany mezi pohyblivou
(mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) fazi. Mobilni fazi v plynové chromatografii je nosny
plyn. Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev obsahujici dusik, vodik, argon nebo helium.
Stacionarni faze je umisténa v koloné. Vzorek je davkovan do proudu plynu (obr. 5). Nastiik
musi zajistit odpafeni vzorku v O nejkrat§im mozném c¢ase. Nasledné je vzorek unaSen
kolonou (Bartle & Myers 2002) a dochazi k opakované sorpci a desorpci ke které dochazi
pohybem analytii kolem stacionarni fdze nosnym plynem. Separace je uskute¢néna diky
rozdilu v distribu¢nich koeficientech slozek ve smési (Niessen 2001). Nasledné je napojen
hmotnostni spektrometr, ktery zajist'uje identifikaci. Zde vzorek ionizuje. lonty jsou oddéleny
podle poméru hmotnosti k ndboji v hmotnostnim analyzatoru. Nasledné jsou separovany
hmotnostnim filtrem a detekovany pomoci detektoru, ktery pifevadi ionty na elektrické
signaly. Poslednim krokem je vyhodnoceni signalu, ktery je pfenesen do pocitaée (Hoffmann
& Stroobant 2007).

1 Injector

Gas Chromatography Mass Spectrometry

2 CarmrierGas

Inlet ™= 4 lonSource

3 Column

6 MassAnalyzer
=‘D¢"¢'°'

3 Filament 7 VacuumSystem

0 Outputand data analysis

1 davkovac, 2 vstup nosného plynu, 3 kolona, 4 iontovy zdroj, 5 vildkno, 6 hmotnostni
analyzator, T vakuovy systém, 8 detektor, 9 vystup a analyza dat

Obrazek ¢. 5: Schéma hlavnich komponent pfistroje GC-MS (upraveno dle: Emwas et al.
2015).
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3.6.3.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) disponuje vysokou
citlivosti a rozsahem polarity analytu a molekulové hmotnosti, ktera je $ir$i nez u GC-MS.
Pravé proto je tato metoda v metabolomice stale pouzivanéjsi. Jeji vyhodou je, Ze oproti
metodé¢ GC-MS neni potieba chemické derivatizace metaboliti. Ta je vyzadovana pfi uziti
GC-MS metody u netékavych sloucenin. Podstatnou nevyhodou LC-MS je nedostate¢né
mnozstvi prenositelnych knihoven hmotnostnich spekter. Nicméné ji 1ze vyuzit ke zndzornéni
struktury neznamych sloucenin (Shulaev 2006). Pro lepsi kvantifikaci metabolitd
Vv biologickych systémech je tfeba velmi Casto kombinovat vice technik pro profilovani
metabolitii, naptiklad hmotnostni spektrometr s elektrosprejovou ionizaci (Tolstikov & Fiehn
2002).

LC-MS (obr. 6) vyuziva Cerpaci systém, jez se liSi ve vykonnosti u vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) a ultravysokotcinné kapalinové chromatografie
(UHPLC). Dale LC-MS vyuziva davkovac a kolonu, ktera je s hmotnostnim spektrometrem
spojena pres odpafovaci ionizaéni rozhrani. Rizeni pritoku mobilni faze, gradientu
rozpousStédla, spusténi nastfiku a gradientového béhu mé na starosti pocitacovy systém.
Ten dale #idi hmotnostni detektor a zajistuje spousténi signalu. Tento signal je nasledné
digitalizovan a ptfeveden na data, ktera jsou odeslana z hmotnostniho spektrometru
do pocitate. Na zakladé¢ detekce v hmotnostnim spektrometru vznika spektrum, které je
vytvorenoO V zavislosti na reten¢nim ¢ase, intenzité iontd a poméru hmotnosti a naboje (m/z)
(McMaster 2005).

V metabolomice se kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii ¢asto uziva
ke studiu metabolismu 1é¢iv (Chen et al. 2007). Nicmén¢ uziti metody zalozené na LC-MS
bylo zaznamenano také napiiklad u posuzovani masnych vyrobka (Harlina e al. 2022),
identifikaci metabolitti rostlin (Guo et al. 2022), biomarkert karcinomu moc¢ového méchyie
(Oto et al. 2022) a pii studiu bunéénych metabolickych profili (Schonberger et al. 2023).

Vzorky:

Rozpoustédla: mobilni faze 3 =
vicekomponentni smési

:

T 1
Hmotnostni
spektrometr

L

LC-MS
rozhrani =
1ontovy zdro)

A ~ «Op

Zafizeni pro vysokouéinnou
kapalinovou chromatografii HPLC kolona Chrom'atogram
+ analyza

hmotnostniho spektra

Obrazek ¢. 6: Schématicky diagram systému LC-MS (upraveno dle: Kailasam 2021).
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3.6.3.3 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii

Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii (CE-MS) se v metabolomice
vyuziva oproti vSem separacnim technikdm méné castéji. Dlvodem je, Ze tato analyticka
metoda je stale vnimana jako metoda se Spatnou reprodukovatelnosti a nizkou citlivosti
(Ramautar 2016). Z tohoto divodu neni brana jako dostate¢né spolehliva pro globalni
screening a vysoce citlivé analyzy stopovych hladin metabolitt (Zhang et al. 2019).

CE-MS je zvlasté u¢inna pro profilovani polarnich a nabitych metabolitd. Naptiklad
pro tiidy slou¢enin, kam patii aminokyseliny, fosforylované, sulfatové slouceniny (Drouin et
al. 2018) a nukleotidy (Liu et al. 2014). Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii je
oblibena v pfipadech, kde je analyzovano velmi malé mnozstvi vzorku, ato od télesnych
tekutin malych zvifecich modeld az po nizky pocet savéich bunék (Zhang et al. 2017).
Této skutecnosti vyuzila naptiklad studie Segers et al. (2020), ktera analyzovala mysi plazmu
a zkoumala, jaké metabolity mohou souviset s aktivitami, které vedou k epileptickym
zachvatim.

Principem kapilarni elektroforézy je separace slouceniny na zakladé¢ rozdild
pohyblivosti v elektrickém poli. Ta je ovlivnéna velikosti a nabojem analytu. Cim vys§i je
elektrické pole, tim vétsi je pohyblivost. Separace se odehrdva v kapiléte, kterd je naplnéna
separa¢nim pufrem, pod vlivem elektrického pole. Oproti chromatografickym metodam je
separa¢ni ucinnost kapilarni elektroforézy daleko vyssi, jelikoz zde neprobiha pienos hmoty
mezi fazemi (Zhang et al. 2017).

Kapilarni elektroforéza kombinovana s elektrosprejovou ioniza¢ni hmotnostni
spektrometrii (ESI-MS) je uznavana jako jeden z velmi dilezitych nastroja, které se vyuzivaji
pro analyzu ionizovatelnych polarnich sloucenin (Ramautar et al. 2009). ESI-MS vyzaduje
chemickou separaci pfed ionizaci, tim dochéazi ke zvySeni selektivity, sniZzuje pretizenost
hmotnostniho spektra a ¢astecné potlacuje ionizaci u elektrospreje (Kelly et al. 2014).
Ve studii Ramautar et al. (2012) demonstrovali proveditelnost CE-MS konkrétné
s bezplastovym nanosprejovym rozhrani za uZiti nizkoobjemovych biologickych vzorki
experimentalnich zvifat. A nasledné dosli k zavéru, ze tato metoda Ize Gc¢inné aplikovat
pro citlivé metabolické profilovani mnoha biologickych vzorki.

Kapilarni elektroforéza ve spojeni S TOF hmotnostnim spektrometrem (obr. 7)
umoziuje vétsi spolehlivost napiiklad pii kontrole kvality potravin (Pont et al. 2020). Vyuzita
byla naptiklad ve studii Mever et al. (2022), jez hodnotila kvalitu polskych vin za uziti
necilené¢ metabolomiky CE-TOF-MS, kde slouzila pro profilaci poldrnich ionogennich
metabolitii. Jiné vyuziti naSla ve studii Taniguchi et al. (2020), kde CE-TOF-MS slouzila
pro profilovani metabolitd plazmy prasat. Jejiz vysledky pomohly navrzeni biomarkera
pro obsah intramuskularniho tuku v oblasti beder, jez slouzi jako indikator kvality vepfového
masa.
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Kapilarni elektroforéza TOF — hmotnostni spektrometr

Detektor

Separace

Vzorek

T H

= ==

Vyhodnoceni Analyza

Obrazek &. 7: Schéma systému CE-MS (upraveno dle: Mischak-Weissinger & Mischak
2004).

3.6.3.4 NMR

V oblasti metabolomické analyzy patfi mezi vyznamné metody i spektroskopie
nuklearni magnetické rezonance (NMR) (Lambert et al. 2019). Jedna se o nedestruktivni,
rychlou a pomérné vykonnou metodu s minimalni potebou ptipravy vzorku (Shulaev 2006).
NMR umozZiiuje detailni analyzu dynamiky, struktury a kinetiky ve velkém mnoZstvi
chemickych latek (Abhyankar & Szalai 2021). OvSem jeji relativné nizka citlivost
pii profilovani metabolitl je divodem, pro¢ neni idealni pro vyzkum metabolitd s omezenym
vyskytem (Shulaev 2006). Jeji vyhodou je, Ze dokaze vyhodnotit vSechny tfi stavy hmoty.
Navic, pro vznik nékterych spekter staci dokonce méné nez mikrogram materialu (Lambert et
al. 2019).

NMR vynika mezi jinymi spektroskopickymi metodami tim, Ze zkouma atomova jadra
a pracuje s méfenim energie v oblasti radiofrekvencni. Pracuje na analyze jader, ktera maji
tzv. moment hybnosti, ktery je definovan charakteristickym spinovym kvantovym cislem (I).
Mezi nejéast&ji studovanymi jadry jsou protony 'H a izotopy *C, 3P a '°F, ktera viechna
sdileji spin 1=1/2. Tato jadra jsou nabita a jejich spinovy naboj vytvaii magnetické pole.
Dalo by se fict, Ze jadra se chovaji jako malé magnety, které interaguji s vné&jSim
magnetickym polem (Bo) (Reuhs & Simsek 2017). Jadra atomu s jadernym spinem mohou
zaujmout dvé orientace. Prvni se nazyva paralelni +1/2 (ve shodé se smérem vné&jSiho
antiparalelni —1/2 (proti sméru vné&jSiho magnetického pole) a je spojovana s nejvyssi
energetickou hladinou jadra (Wider 2000). Ve chvili, kdy jsou jadra ozarena radiofrekvenci,
dochdzi k magnetické rezonanci, coz zahrnuje pfechody mezi energetickymi hladinami
a zmeény v orientaci jadernych spinti (Carreras 2021).

NMR se sklada ze 3 ¢asti: vykonného kryomagnetu se sondou (dovnité magnetu se
umistuje vzorek), komplexniho elektronického systému (konzole) pro pienos, sbér
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a transformaci elektrickych signalti ze, nebo do sondy a pracovni stanice (obr. 8). V soucasné
dobé se vyuzivaji supravodivé magnety, které musi byt udrzovany pii nizké teploté.
Proto NMR obsahuje chladici systém, ktery je slozen z vnitfniho plast¢ s kapalnym heliem
a vnéj$im plastém s kapalnym dusikem (Reuhs & Simsek 2017).

kd

Pracovni stanice NMR konzole Magnet

Vzorek

Vnitini prostor

Sonda

Obrazek ¢. 8: Obecna konstrukce NMR spektrometru (upraveno dle: Carreras 2021).

Magnet, ktery je ochlazen na provozni teplotu pomoci chladici kapaliny a je trvale
napojen na napajeci zdroj si dokdze udrZet svoje magnetické pole a ndboj roky. Dilezité
je ovsem pravidelné dopliiovani chladici kapaliny. Pfi nedostate¢né idrzb¢é magnet ztrati sviyj
naboj (Reuhs & Simsek 2017).

Uprostfed magnetu se nachdzi vélcovitd komora, ktera se nazyva sonda. Zde se
umistuje vzorek. Uvnitf sondy jsou umistény malé magnetické civky. Tyto civky jsou
napojeny na hardware NMR a lze pomoci nich upravovat homogenitu magnetického pole.
Dale sonda obsahuje civky, které maji na starosti vysilani a pfijem radiofrekvenéni energie.
Magneticka sonda je napojena na konzoli, kterd slouzi jako vysila¢, pfijima¢ a systém
pro regulaci teploty vzorku (Reuhs & Simsek 2017).

Pti analyze v NMR dochazi k absorpci a opétovné emisi elektromagnetického zateni
v rezonan¢ni frekvenci, ktera se pohybuje zpravidla mezi 40-1000 MHz (oblast
radiofrekvenc¢niho pasma) (Rhodes 2017). Vyuziva se pusobeni radiofrekvenénich pulzt
a silnych magnetickych poli na jadra atomi. Vlivem magnetického pole dojde u jader atomu
snenulovym spinovym kvantovym ¢&islem (napt. °C) nebo (*H) korientaci jejich
magnetického momentu vzhledem k magnetickému poli. Absorpci elektromagnetického pulzu
Jjsou jadra prevedena do vyssi energetické urovn€. Po ukonceni pulzu se tato jadra vraci zpét
do ptvodniho stavu. Pfi navratu atomovych jader na nizsi energetickou uroven emituji energii
ve form¢ radiovych vin. A tento emitovany signal je nasledné zachycen a analyzovan (Dunn
et al. 2005).
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3.7 Vyuziti NMR

NMR vykazuje rozsahlou $kalu vyuziti, zahrnujici charakterizaci ptirodnich extrakti,
biologickych vzorku a potravin (Larive et al. 2015, Hatzakis 2019). Naptiklad Kliinemann et
al. (2021) vramci svého vyzkumu vyuzili NMR Kkanalyze extrakti mikroorganismu
ze sttevniho mikrobiomu, S cilem porozumét bioakumulaci terapeutickych 1€kt ve stievé.
Kostidis et al. (2017) taktéz vyuzili vlastnosti NMR pro analyzu intra a extracelularniho
metabolismu u savéich bunék. NMR se rovnéz osvédcila pii identifikaci primarnich
a sekundarnich metabolitd rostlin (Kim et al. 2010). V potravinaistvi byla tato metoda
uspésné vyuzita naptiklad pro analyzu chemického profilu vina a hodnoceni jeho pravosti
(Solovyev et al. 2021). RovnéZ byla uspésné aplikovana pro analyzu biofluidnich tekutin
jako je plazma, mo¢, sérum a tkanové extrakty (Beckonert et al. 2007).

NMR je klicovou metodou pro metabolomickou analyzu zejména diky své Siroké
pouzitelnosti (Watkins & German 2002b). Vyhodou je jeji vysoka reprodukovatelnost,
ktera je klicovym prvkem v epidemiologickych studiich. V ramci téchto studii se NMR
obvykle vyuziva k odhalovani biomarkerti spojenych s nastupem a progresi onemocnéni.
Cilem je identifikovat metabolity spojené skonkrétnimi onemocnénimi, coz nasledné
usnadnuje diagnostiku a 1é¢bu daného onemocnéni (Emwas et al. 2013). Sledovani poruch
metabolitd a identifikace metabolickych drah se ukazalo jako uzite¢né napiiklad pii studiu
reakce organismu na lécbu nadoru (Morvan & Demidem 2007). Také umozniuje brzkou
diagnostiku mozné sepse a septického Soku u pacientti na jednotce intenzivni péce (Garcia-
Simon et al. 2015). Timto zpisobem NMR piinasi cenné informace, které mohou piispét
k lepsimu pochopeni patofyziologie a 1écby riznych onemocnéni.
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4 Metodika

4.1 Bunééné kultury

Lidska epitelialni stfevni bunécna linie Caco-2 byla ziskdna z American Type Tissue
Collection (Rockville, Maryland, USA). Bunky byly kultivovany v DMEM (Dulbecco’s
modified Eagles medium) s pifidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 %
neesencialnich aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu. VSechny tyto slou¢eniny byly
pofizeny od spolecnosti Sigma-Aldrich. Petriho misky byly uchovavany v CO; inkubatoru
(37 °C a 5% CO atmosféra). Médium bylo ménéno kazdé dva az tfi dny a bunky byly
pasazovany kazdy tyden.

4.2 Hodnoceni cytotoxicity

K uréeni bezpecnych koncentraci mikrobidlnich kataboliti rutinu a jejich strukturalné
podobnych latek, které byly aplikovany v nasledujicim metabolomickém experimentu na linii
bunék Caco-2, byl realizovan piedbézny test cytotoxicity. Tento test vyuzival ¢inidlo WST-1
(vodou rozpustna tetrazoliova stl) k posouzeni schopnosti bunék redukovat toto ¢inidlo
na formazon, ¢imz se zvysi absorbance méfeného vzorku, ktera signalizuje pfitomnost zivych
buné&k. Pro tento Gcel byly buriky distribuovany do 96-jamkovych desti¢ek o hustoté 2 x 10
bunék na jamku a byly inkubovany po dobu 24 hodin pfii 37 °C a 5% COsz. Poté byly buiiky
vystaveny rtiznym koncentracim katabolitti: ¢c1= 400 ug/ml, c2= 200 ug/ml, cz= 100 pug/ml,
c4= 50 pg/ml, cs= 25 pg/ml, ce= 12,5 pg/ml, ¢7= 6,25 pg/ml, a kontrolni skupina co= 0 pg/ml,
a inkubovany dalSich 24 hodin za stejnych podminek. Po uplynuti 24 hodin bylo médium
s testovanymi latkami odsato a do kazdé jamky bylo nasledné pfidano 110 ul média s WST-1
reagencii v poméru 10:1. Po hodinové inkubaci byla zméfena absorbance kazdé jamky
pomoci spektrofotometru (Perkin Elmer Victor 2 V, USA). Zivotaschopnost bungk byla
vy¢islena z porovnani absorbance oSetfenych a kontrolnich bunék, pfi¢emz test byl proveden
ve tfech opakovanich. Primérné Zivotaschopnost niZsi nez 90 % byla povazovana za indikaci
toxické koncentrace pouzitych katabolitt. Pro ucely metabolomického studia byly vybrany
koncentrace desetkrat nizsi nez nejnizsi koncentrace vykazujici toxicitu (tab. 2).
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Tabulka ¢. 2: Findlni koncentrace mikrobidlnich kataboliti rutinu a jim strukturdlné
podobnych latek pouzitych pii metabolomickém experimentu na Caco-2 bunécné linii,
stanovené testem viability

Latka Koncentrace latky
3-OHPAA 40 pg/ml
4-OHPAA 40 pug/ml
3-OHPPA 40 pg/ml
3,4-diOHPAA 10 ug/ml
Kvercetin 2,5 pg/mi
Kyselina kavova 40 ug/ml
Kyselina dihydrokavova 20 pg/ml
Rutin 10 pg/ml
Kontrolni medium 0 ug/mi
(DMEM+10%FBS)

4.3 Metabolomicky experiment na Caco-2 buné¢né linii

Buniky linie Caco-2 byly nejprve procistény od plvodniho média, nésledné
resuspendovany v DMEM pfi hustoté 6 x 10° bungk na 1 ml a vysazeny na Petriho misky
0 pruméru 100 mm. Inkubace (37 °C a 5% CO; atmosféra) bun¢k probihala v 10 ml DMEM
s ptidavkem 10 % ml fetdlniho bovinniho séra (FBS), 1 % neesencidlnich aminokyselin
(NEAA) zakoupenych od spole¢nosti Sigma-Aldrich. Proces diferenciace trval 14 dni, béhem
kterych bylo médium pravidelné¢ obménovano kazdé 2-3 dny. Poté byly builky oSetfeny
DMEM obsahujicim mikrobidlni katabolity rutinu a jim strukturdlné podobné latky
Vv koncentraci uréené cytotoxickym testem (tab. 2) a 10 % FBS, 1 % NEAA a inkubovany
24 hodin pii stejnych podminkach. Experiment byl zhotoven ve tifech biologickych
opakovanich, ke kterym byly pouzity devatd, desatd a jedenéactd bunécna pasaz.

4.4 Priprava vzorka média

Po 24hodinové inkubaci bylo z Petriho misek odebrano 2 ml média, které bylo pfidano
do zkumavky obsahujici 4 ml chlazeného 90% methanolu (pfedem chlazeného na -80 °C
po dobu 24 hodin) za Ucelem rychlé inaktivace enzymui. Tyto zkumavky byly ihned
premistény do -20 °C a do 30 minut centrifugovéany (4 °C, 16 000 g, 10 min). Nasledné bylo
odebrano 5 ml supernatantu, ktery byl pfeveden do lyofilizatoru a suSen do sucha po dobu
24 hodin. Vysusené vzorky byly uloZeny pii -80 °C do doby analyzy pomoci *H NMR
spektrometrie.

4.5 Priprava vzorki pro NMR analyzu

Odpatend média v 15 ml falkonkéch byla resuspendovdna v 700 pl deuterované vody
(D20). Pro zhomogenizovani byl u jednotlivych vzork pouzit Vortex po dobu 30 sekund.
Veskery obsah falkonek byl preveden do mikrozkumavek Eppendorf. Jednotlivé vzorky byly
procistény centrifugaci (5 min, 4 °C, 15 000 rpm). Poté bylo z kazdé¢ mikrozkumavky
odebrano 630 pl supernatantu a pfevedeno do pfedem pfipravenych a novych
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mikrozkumavek. Do nich bylo pfidano 70 ul NMR pufru (s TSP, pH 7.4). Nésledné byly
znovu podrobeny Vortexu a centrifugaci (5 min, 4 °C, 15 000 rpm). Nakonec bylo odebrano
600 pl supernatantu do NMR zkumavky.

4.6 H NMR spektrometrie

Spektra byla zméfena na spektrometru Bruker Avance III vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko), ktery k praci vyuzivd protonovou frekvenci 500,23 MHz. Teplota
méiéni byla 298 K (25 °C). 'H NMR spektra byla ziskina a zpracovana za stejnych
podminek. Pro potlaceni signdlu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyprld pii 4,704 ppm.
Pro kazdy vzorek byl pouzit jednodimenzionalni *H experiment s nasledujicimi parametry:
pocet skenit NS 128, pocet datovych bodii 32k pfti Sifce spektra 16 ppm, relaxacni prodleva
1s, akviziéni Cas 4 s, sm&Sovaci ¢as 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovani
byly optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga,
pulsecal a topshim). Signal volné precese (FID) byl pied Fourierovou transformaci zpracovan
zero filling, line broadening 0,3 Hz a exponencialni multiplikaci. Spektra byla manualné
fazovana a referencovana na TSP 0.00 ppm v programu Topspin. Alignment a export spekter
byl proveden v programu Mestrenova, anotace latek a kvantifikace v programu Chenomx 8.5.

4.7 Zpracovani spekter

Spektra byla referencovana na TSP (0.00 ppm) v programu Topspin. Manualni
fazovani, uprava zakladni ¢ary referenéni linie, alignment a export spekter byl proveden
v programu Mestrenova verze 14.2.3. Podmnozina spekter byla anotovana pomoci Chenomx
Profiler verze 8.6, vyuzivajici predinstalovanou spektralni knihovnu a vlastni interni databazi.
Pro kazdou anotovanou slouceninu byl vybran reprezentativni, Cisty, odliSny a kvantitativni
interval ppm, na jehoz zaklad¢ byla dalsi spektra kvantifikovana pomoci regresnich rovnic.

4.8 Statistické vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit statisticky program IBM SPSS Statistics
a Microsoft Excel. Byl vyuzit parovy t-test pro jednotliva biologicka opakovani.
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5 Vysledky
V IH NMR spektru bylo identifikovano celkem 34 metabolit. Metodou, ktera byla
pouzita pro kvantifikaci latek se podafilo z 34 metabolitd spolehlivé kvantifikovat 31.

Jednotlivé metabolity zobrazuje tabulka €. 3.

Tabulka ¢. 3: Pfehled metabolitu ve vzorcich

Kvantifikované latky Nekvantifikované latky

Glycin Isopropanol
Alanin Hydroferulova kyselina
Valin Glutamin
Leucin

Isoleucin

Methionin

Prolin

Fenylalanin

Tryptofan

Threonin

Asparagin

Tyrosin

Lysin

Histidin

Acetat

Sukcinat

Fumarat

Formiat

Laktat

Pyroglutamat

Glucosa

Fruktosa

Methanol

Ethanol

Glycerol

Myo-Inositol
2-hydroxyisovalerat
3-hydroxyisovalerat
2-methylglutarat

Kyselina p-hydroxyfenyloctova
Kyselina 3-hydroxyfenyloctova

Po kvantifikaci byl proveden parovy t-test na zakladé bunécnych pasazi a byly
stanoveny signifikantni latky v porovnani s kontrolnim vzorkem. Celkem bylo stanoveno 18
signifikantnich latek (tab. 4). V katabolitech 3-OHPPA a 4-OHPAA nebyl shledan Zadny
signifikantni metabolit. Z toho mizeme vyvodit, ze 3-OHPPA a 4-OHPAA nijak neovlivnily
metabolismus Caco-2 bunék, ktery by se projevil v médiu. Jiné katabolity rutinu naopak
dokazaly ovlivnit metabolismus Caco-2 narGstem nebo poklesem alesponn jedné latky
vV médiu.
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Tabulka €. 4: Mnozstvi metabolitil V porovnani s kontrolnim médiem

Signifikantni 3,4-diOHPAA  3-OHPAA  Kvercetin Kys. Kys. Rutin
kavova dihydrokavova

Methionin

Leucin

Isoleucin

Asparagin

Threonin

Fenylalanin

Histidin

Glukosa

Methanol

Myo-inositol

Acetat

Fumarat

Sukcinat

Formiat

2-hydroxyisovalerat

3-hydroxyisovalerat

Kyselina p- T
hydroxyfenyloctova

Kyselina 3- T
hydroxyfenyloctova
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Inkubace 3,4-diOHPAA s bunkami Caco-2 vedla ke zvySeni koncentrace formiatu

0 5 pg/ml (obr. 9). Byl zaznamenan nardst o 6 % vici kontrole se smérodatnou odchylkou
(o0 = 8,11 pg/ml).
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Obrazek ¢. 9: Rozdily v koncentracich metabolitti vlivem aplikace 3,4-diOHPAA

Inkubace s 3-OHPAA naopak ovlivnila metabolismus Caco-2 buné€k sniZzenim
koncentrace 5 latek (obr. 10). Pfesnéji isoleucinu 0 118 npg/ml (pokles o 9 9%,
o = 240,48 pg/ml), threoninu o 194 ug/ml (pokles 0 12 %, ¢ = 347,82 ug/ml), methanolu
01339 pg/ml (pokles 0 36 %, ¢ = 1406,22 pg/ml), 2-hydroxyisovaleratu 0 8 pg/ml (pokles
0 10 %, o = 14,54 pg/ml) a 3-hydroxyisovaleratu o 7 ug/ml (pokles o 8 %, ¢ = 26,92 ug/ml).
Nejvyssi rozdil v koncentraci viici kontrole byl pozorovan u methanolu. Pro detailngjsi
prehled rozdilu mezi koncentracemi byl graf rozdélen na dveé ¢asti.
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Obrazek ¢. 10: Rozdily v koncentracich metaboliti vlivem aplikace 3-OHPAA
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Ve vzorcich s kvercetinem byly pozorovany v porovnani s kontrolou snizené
koncentrace leucinu o 70 pg/ml (pokles 0 9 %, ¢ = 125,16 pg/ml), fenylalaninu o 73 pg/mi
(pokles 0 7 %, o = 164,65 ug/ml), sukcinatu o 10 ug/ml (pokles 0 5 %, ¢ = 52,57 ug/ml),
2-hydroxyisovaleratu 0 18 ug/ml (pokles o0 23 %, o = 17,24 pg/ml) a zvySené koncentrace
asparaginu 0 37 ug/ml (narust o 28 %, o = 23,94 ug/ml) (obr. 11).
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Obrazek €. 11: Rozdily v koncentracich metabolitii vlivem aplikace kvercetinu

V piitomnosti kyseliny kavové byla zaznamenana zvySena koncentrace histidinu
0 90 ug/ml (narust o 22 %, o = 54,68 ug/ml), glukosy 03 362 ug/ml (narust o 16 %,
0 =5905,22 pug/ml), acetatu 0 51 pg/ml (nartst o 17 %, o = 38,80 ug/ml) a kyseliny
p-hydroxyfenyloctové z0 pg/ml na 201 pg/ml, tudiz o 201 pg/ml (o = 115,17 pg/ml).
A naopak se snizila koncentrace methioninu 0 307 ug/ml (pokles o 86 %, ¢ = 160,81 ug/ml)
(obr. 12).
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Obrazek €. 12: Rozdily v koncentracich metabolitd vlivem aplikace kyseliny kdvové
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V pritomnosti kyseliny dihydrokavové byly pozorovany zvysené koncentrace formiatu
0 12 pg/ml (narast o 15 %, ¢ = 10,35 pg/ml), kyseliny 3-hydroxyfenyloctové o 22 pg/mi
(narast 0 733 %, o = 14,47 pg/ml) a snizené koncentrace fumaratu 0 3 pg/ml (pokles o 18 %,
o = 2,52 pg/ml) (obr. 13).
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Obrazek €. 13: Rozdily v koncentracich metabolitd vlivem aplikace kyseliny dihydrokavové

Pti inkubaci Caco-2 bunééné linie srutinem byly zjistény zvySené koncentrace
asparaginu o 85 ug/ml (nartst 0 64 %, o = 43,46 ug/ml) a myo-inositolu 0 132 pug/ml (narGst
0 30 %, o = 113,56 ug/ml) (obr. 14).
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Obrazek ¢. 14: Rozdily v koncentracich metaboliti vlivem aplikace rutinu
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6 Diskuze

Informace tykajici se metabolismu mikrobidlnich metaboliti na sttevnim epitelu jsou
do soucasné doby znaén€¢ omezené a neexistuje o ném dostatecné mnozstvi informaci.
Vétsina studii se zabyva pouze identifikaci a stanovenim koncentraci vznikajicich
mikrobidlnich metabolitd z primarnich sloucenin polyfenolt s vyuzitim vsadkové
fermentace. V této diplomové praci byly ovSem jiz znamé mikrobialni metabolity rutinu
aplikovany na Caco-2 bunéénou linii, ktera slouzila jako in vitro model stievniho epitelu.
Kromé toho byl zkouman jesté¢ vliv rutinu a latek strukturné podobnych mikrobidlnim
metabolitim rutinu. Byly pozorovany zmény v metabolismu Caco-2 bunék v dusledku
inkubace s 3,4-diOHPAA, 3-OHPAA, 4-OHPAA, 3-OHPPA, kvercetinem, kyselinou
kavovou, dihydrokavovou a rutinem. Vysledné koncentrace byly porovnany s kontrolnim
vzorkem.

Vysledky vyzkumu potvrzuji hypotézu, Ze mikrobialni metabolity rutinu dokazi
ovlivnit metabolismus stfevnich buné¢k. OvSem vysvétleni, jak pfesné tyto mikrobialni
katabolity dokdzi ovlivnit koncentrace jednotlivych vzniklych metaboliti nelze zatim
ve vSech ptipadech ptesné vysvétlit. Je zapotiebi dal§iho vyzkumu, Ktery poslouzi lepsimu
porozumeéni.

Dle vysledki vyzkumu bylo zjisténo, ze inkubace Caco-2 bunék s 3,4-diOHPAA
vedla ke zvyseni koncentrace formiatu. Ten v organismu vznika dvojim zpisobem. Jako
vedlej$i produkt anaerobni fermentace nékterych druhti bakterii a zarovenn endogennim
metabolismem serinu, glycinu, methioninu, cholinu a methanolu (Pietzke et al. 2020).

Ptitomnost 3-OHPAA snizila koncentrace n¢kterych aminokyselin, pfesnéji isoleucinu
athreoninu. Ackoliv aminokyseliny mohou pifes stievni membranu difundovat
prostiednictvim vodnich port nebo difuznich kanal, v pfevazné vétsing jsou transportovany
pomoci ptenaSeCovych systému (Argiles & Lopez-Soriano 1990). Tudiz je mozné,
ze 3-OHPAA dokaze zvysit aktivitu transportnich systému pro isoleucin a threonin, které se
v Caco-2 bunkach vyskytuji a tim snizit jejich koncentrace v médiu v porovnani
S kontrolnim vzorkem. Toto tvrzeni bude ovSem potieba jesté¢ ovetit v dalSim vyzkumu.
Kromé toho inkubace s 3-OHPAA vedla ke snizeni koncentrace methanolu, ktery je v téle
ptirozené¢ se vyskytujici slouceninou. V organismu muze piirozené vznikat diky
metabolickym procesiim zahrnujici S-adenosyl methionin a fermentaci stfevnimi bakteriemi,
ty se ovSem v naSem stfevnim modelu nevyskytovaly. Mezi jeho hlavni exogenni zdroje
Vv organismu patii ovoce, zelenina a alkohol (Dorokhov et al. 2015). Uvadi se,
ze pii konzumaci 10-15 g pektinu, ktery se vyrovna 1 kg jablek/den vznikne 0,4-1,4 g
methanolu. Zatimco endogenni produkci vznikne za den pfiblizné 0,3-0,6 g methanolu
(Lindinger 1997). Bez ohledu na jeho zdroj jsou ovsem v organismu koncentrace methanolu
udrzovany fyziologicky nizké, diky metabolické clearance (Dorokhov et al. 2015).
A v neposledni fadé byl pozorovan pokles 2-hydroxyisovaleratu a 3-hydroxyisovaleratu,
coz jsou organické hydroxykyseliny, které se li§i zpisobem vzniku. 2-hydroxyisovalerat
vznikéd katabolismem valinu, zatimco 3-hydroxyisovalerat vznikd katabolismem leucinu.
Koncentrace téchto dvou slouc¢enin mohou slouzit v organismu jako biomarkery nékterych
onemocnéni (Vicente-Munoz et al. 2015, Oh et al. 2024, OuYang et al. 2011).
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U inkubace s 4-OHPAA a 3-OHPPA nebyly zaznamenany zadné statisticky
vyznamné zmény vV metabolismu Caco-2 bunék, které by bylo mozné pozorovat v médiu.
Je mozné, Ze jejich koncentrace ve vzorcich nebyly dostatecné nebo se opravdu nepodileji
na zmén¢ v metabolismu stfevnich bunék.

V piitomnosti kvercetinu byla zaznamenana snizena koncentrace sukcinatu. Sukcinat
vznikd v organismu hostitelskymi bunkami jako intermedialni metabolit cyklu trikarboxylové
kyseliny produkovany v mitochondriich nebo pomoci stievni mikrobioty mikrobidlni
fermentaci sacharidii a aminokyselin. Nejedna se jen o pouhy vedlej§i produkt nékterych
bakterii, nebot’ je dilezitym metabolitem kiizového krmeni (Fernandez-Veledo & Vendrell
2019). Nicméné jeho vysoké koncentrace ve stfeveé jsou spojeny s narusenim rovnovahy
sttevniho mikrobiomu, jelikoz sukcinat ve stfevnim lumen podporuje mnozeni patogennich
mikroorganismu, které vyuzivaji sukcinat jako zdroj zivin (Connors et al. 2019). Déle stejné
jako u 3-OHPAA byla pozorovana snizena koncentrace 2-hydroxyisovaleratu ve vzorku
a zaznamendny zmény v koncentracich nékterych aminokyselin, pfesnéji doslo k poklesu
leucinu, fenylalaninu a vzestupu asparaginu. Mozné ovlivnéni koncentraci aminokyselin
ve vzorcich, jak uz jiz bylo zmifovdno, mize byt dano ovlivnénim jejich transportnich
systému na apikalni stran¢ stfevnich bunék.

Kromé mikrobidlnich metabolitd rutinu byl dale zkouman vliv kyseliny kavové.

V dusledku jeji aplikace byla v médiu pozorovana vyssi koncentrace acetatu, ktery je fazen
mezi SCFA. SCFA jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (méné€ nez 6 atomu uhliku)
(Tan et al. 2014), které vznikaji degradaci nestravitelnych polysacharidl stfevni mikrobiotou
(Fusco et al. 2023). Spolu s propionatem a butyratem tvoii nejvice zastoupené SCFA. Ty se
ovSem v naSich vzorcich identifikovat nepodafilo. Vliv kyseliny kédvové na koncentrace
acetatu zkoumala i studie Parkar et al. (2013) a potvrdila nase tvrzeni. Kromé vlivu kyseliny
kavové na koncentrace acetatu tato studie zkoumala i vliv rutinu, kvercetinu, kyseliny
chlorogenové ainulinu na koncentrace vSech tfi SCFA (acetatu, propionatu a butyratu)
a dosla k zavéru, ze vSechny polyfenoly zvySuji produkci SCFA, nicméné nejvyssi zmény
V koncentracich jsou pravé u kyseliny kavové. V naSem vyzkumu se ovSem zvySeni
koncentrace acetatu vlivem aplikace rutinu a kvercetinu potvrdit nepodafilo.

SCFA hraji v lidském organismu nezastupitelnou roli a zastdvaji hned nékolik
zasadnich funkci od ovlivnéni imunitniho systému po regulaci metabolickych drah
az po obnovu stfevni bariéry (Fusco et al. 2023). Jsou vyznamnym zdrojem energie
pro kolonocyty a maji vliv na pohyblivost tlustého stfeva, pritok krve tlustym stievem
a gastrointestinalni pH. Tyto parametry vyznamné ovliviiuji absporpci a piijem elektrolyti
a zivin (Tazoe et al. 2008). Koncentrace SCFA piirozen¢ kolisaji v prib¢hu Zivota, coz je
dano sloZenim stfevniho mikrobiomu a pestrosti stravy, ktera ovliviiuje mnozstvi vznikajich
SCFA amnozstvi substratu, ktery jsou dulezity pro vznik SCFA (Fusco et al. 2023).
Nedostatek SCFA miize v organismu zpusobit vznik riznych onemocnéni. Mezi nékteré
Z nich patii naptiklad alergie, astma, autoimunitni, nddorova, metabolickd a neurologicka
onemocnéni (Tan et al. 2014). To je jeden z divodu, pro¢ se nékteré studie zabyvaji tim,
jak by jejich koncentrace v organismu mohly zvysit (Lee et al. 2022, Vinelli et al. 2022).

Potvrdili jsme také jiz zndmé zjisténi, ze kyselina kdvova ma vliv na stfevni absorpci
glukosy (Welsch et al. 1989). Ve vzorcich inkubovanych s kyselinou kavovou byly stanoveny
mnohem vys$8i koncentrace v porovnani s kontrolou. Je to dano tim, ze kyselina kavova
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inhibuje glukosové transportéry, ¢imz zpomaluje absorbci glukosy Caco-2 bunéénou linii.
Klicovymi transportéry glukosy ve stievé jsou SGLT1 a GLUT2 (Koepsell 2020). Kyselina
kavova ptesnéji inhibuje sodik-dependentni transportér SGLT1, ktery mimo jiné muze byt
inhibovan také kyselinou chlorogenovou, ferulovou (Welsch et al. 1989) a kvercentinovymi
glykosidy (Cermak et al. 2004). Transport glukosy pomoci GLUT2 byva zase inhibovan
myricetinem, kvercetinem a apigeninem (Johnston et al. 2005). V soucasné dobé se vice
nez vliv konkrétnich latek zkouma tcinek extraktli z ovoce a bylin bohatych na polyfenoly
s moznym potencialem pii 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu (Neagu et al. 2023, Prpa et al. 2020).
Dale ptitomnost kyseliny kavové ovlivnila koncentrace kyseliny p-hydroxyfenyloctové, ktera
je hlavnim mikrobialnim metabolitem flavonoidii a méla vliv na koncentrace aminokyselin,
kdy pravdépodobné inhibovala transportér pro histidin na apikalni strané Caco-2 bunék a tim
mohla zvysit jeho koncentrace v médiu. Na druhou stranu pravdépodobné zvysila pienos
methioninu a tim jeho koncentraci ve vzorku snizila. Vyzkum ptenaseCovych systému
aminokyselin ve stfevnim epitelu je znacné obtizny, vzhledem k tomu, Ze existuje mnoho
transportnich systému s prekryvajicimi se specifiky. Nicméné se uvadi, Zze béhem nékolika
poslednich desetiletich se podafilo uspésné identifikovat vétSinu epitelialnich transportéra
aminokyselin (Broer 2008).

Pritomnost kyseliny dihydrokavové stejné jako 3,4-diOHPAA vedla ke zvyseni
koncentrace formiatu a K tomu jest¢ kyseliny 3-hydroxyfenyloctové, kterd se fadi mezi
mikrobialni katabolity rutinu. Mozné mechanismy vzestupu nejsou do soucasné doby znamy.
Dale snizila koncentrace fumaratu, ktery patii mezi metabolity citratového cyklu.
V organismu vznikd dehydrogenaci sukcinatu a je pfeménovan na malat. Zaroven vznika
katabolismem né¢kterych aminokyselin a pifi detoxikaci amoniaku v mocovinovém cyklu
(Chandel 2021). Fumarat je fazen mezi onkometabolity. Studie Zheng et al. (2013) uvadi,
ze jeho akumulace v buiikach je zpravidla zptisobena deficitem fumarathydratazy a je spojena
s vyskytem leiomyomatozy a rakoviny ledvin.

Pritomnost rutinu vedla ke zvySeni koncentrace myo-inositolu, coz je cukerny alkohol,
ktery ma podobnou strukturu s glukosou a je Vv nizkych koncentracich bézné zastoupen
v mnoha potravinach. Uvadi se, ze myo-inositol ma vliv na aktivaci glukosovych transportért
a jeji utilizaci (Chukwuma et al. 2016). Néekteré studie uvadi, Ze suplementace myo-inositolu
ma vliv na metabolismus lipida a glukosy, proto se jevi jako vhodné nutraceutikum u diabetu
mellitu 2. typu (Yap et al. 2007, Maeba et al. 2008). Nicméné v tomto vyzkumu zadny
statisticky vyznamny vliv na metabolismus glukosy nebyl pozorovan. Krom¢ myo-inositolu
meéla inkubace s rutinem dale vliv i na koncentrace asparaginu stejné jako kvercetin.
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7 Zavér

Na zaklad¢ vysledktu této diplomové prace lze konstatovat, Ze rutin, mikrobidlni
metabolity rutinu a jim strukturné podobné metabolity dokazi ovlivnit metabolismus stéevnich
epitelialnich bun¢k. Zmény v metabolismu Caco-2 bunééné linie jsou natolik patrné, ze lze
potvrdit hypotézu diplomové prace.

Ve vzorcich média Caco-2 bunék bylo kvatinfikovano celkem 31 metaboliti.
U 18 znich byly pozorovany statisticky vyznamné zmény v koncentracich Vv dusledku
aplikace ptislusnych latek. Metabolismus Caco-2 bunék byl nejvice ovlivnén vlivem inkubace
s kvercetinem, 3-OHPAA a kyselinou kavovou, pficemz kazdy z téchto kataboliti ovlivnil
koncentrace péti vzniklych metaboliti. Kyselina dihydrokavova ovlivnila koncenrace tii
vzniklych metabolitd, rutin dvou a 3,4-diOHPAA jednoho. U 4-OHPAA a 3-OHPPA nebyly
zaznamenany zadné statisticky vyznamné zmény v koncentracich metabolitt. Tyto poznatky
ptispivaji k hlubsimu porozuméni stfevniho metabolismu, mikrobialnim metabolitim
polyfenolt a jejich vlivu na organismus ¢lovéka.

Déle je dulezit¢ poznamenat, Ze vyzkum vlivu mikrobidlnich metabolitii na epitel
sttevnich bunck touto zavérecnou praci nekonci. Stale existuje mnoho otazek, které je tieba
zodpovédét. Dalsim krokem k porozuméni metabolismu rutinu a jeho interakce se sttevnimi
bunkami bude metabolomicka analyza extrakti Caco-2 bunécné linie a stanoveni transportu
mikrobidlnich metabolitd rutinu pfes stievni buiky. Ocekava se, ze tim dojde k rozsifeni
nasSich poznatkil a objasnéni otazek, jez vzesly z této diplomové prace.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABC
CE-MS
D20
DMEM
ESI-MS
FBS
GC-MS
HPLC

UHPLC

LC-MS
LDL

MRP
NEAA
NMR
P-gp
SCFA
SGLT
TOF

WST
3,4-DHT
3,4-diOHPAA
3-OHPAA
3-OHPPA
4-OHPAA

ATP-binding cassette = ABC transportni proteiny
Kapildrni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii
Deuterovana voda

Dulbecco’s modified Eagles medium
Elektrosprejova ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie

Fetalni bovinni sérum

Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrii

High-performance liquid chromatography = vysokouc¢inna

kapalinova chromatografie
Ultra-High-Performance Liquid Chromatography

kapalinova chromatografie

ultra vysokoucinna

Kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrii

Low density lipoprotein = nizkodenzitni lipoprotein

Multirezistentni proteiny

Neesencialni aminokyseliny

Nuklearni magneticka rezonance

P-glykoprotein

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem

Sodium-glukose transport protein = glukosovy transportér

Time of fligh t = doba letu

Water soluble tetrazolium = vodou rozpustna tetrazoliova sil

3,4-dihydroxytoluen

Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
Kyselina 3-hydroxyfenyloctova
Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl) propionova
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova
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