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Vliv mikrobiálních metabolitů rutinu na buněčné linie 

Caco-2 
 

Souhrn 

 

Rutin je flavonoid rostlinného původu, který je považován za jednu z nejvýznamnějších 

fytochemikálií. Avšak jeho využití jakožto terapeutického činidla je limitováno jeho nízkou 

biodostupností a obtížnou vstřebatelností. Střevní mikrobiota ovlivňuje biologickou aktivitu 

rutinu a je zodpovědná za jeho potencionální zdravotní účinky. Rutin v tlustém střevě podléhá 

mikrobiálnímu metabolismu. Je přeměňován na fenolické kyseliny, jako je kyselina 

3,4-dihydroxyfenyloctová (3,4-diOHPAA), 3-hydroxyfenyloctová (3-OHPAA), 

3-(3-hydroxyfenyl) propionová (3-OHPPA), 4-hydroxyfenyloctová (4-OHPAA) 

a mnohé další. Každá z těchto sloučenin v organismu vykazuje odlišné biologické aktivity. 

Praktická část diplomové práce je zaměřena na objasnění, jak rutin a jeho mikrobiální 

metabolity ovlivňují metabolismus buněk střevního epitelu. V rámci výzkumu byly 

inkubovány Caco-2 buněčné linie po dobu 24 hodin s rutinem, jeho mikrobiálními metabolity 

(3,4-diOHPAA, 3-OHPAA, 3-OHPPA, 4-OHPAA a kvercetin) a s jejich strukturně 

podobnými sloučeninami (kys. kávová a dihydrokávová). Vzorky buněčného média byly 

podrobeny analýze pomocí nukleární magnetické rezonance, která umožnila identifikovat 

metabolom buněčného média a stanovit koncentrace identifikovaných látek. Ty byly 

porovnány vůči kontrolnímu vzorku. 

 Výsledky výzkumu potvrzují, že rutin, mikrobiální metabolity rutinu a jim strukturně 

podobné látky mají vliv na metabolismus střevního epitelu. Ve vzorcích média Caco-2 

buněčných linií bylo kvantinfikováno celkem 31 metabolitů a u 18 z nich byly pozorovány 

statisticky významné změny v koncentracích v důsledku aplikace příslušných látek. 

Z mikrobiálních metabolitů rutinu měla největší vliv na metabolismus Caco-2 buněčné linie 

inkubace s kvercetinem a 3-OHPAA. O něco méně pak inkubace s 3,4-diOHPAA. 

V přítomnosti 3-OHPPA a 4-OHPAA nebyly zjištěny žádné statisticky významné změny 

v metabolismu Caco-2 buněk. Ze sloučenin strukturně podobných katabolitům rutinu měla 

největší účinek inkubace s kyselinou kávovou a o něco méně s kyselinou dihydrokávovou. 

U rutinu byl pozorován druhý nejnižší účinek v porovnání s ostatními aplikovanými 

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

 

Klíčová slova: In vitro, metabolismus, metabolomika, střevní 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 Úvod 

Polyfenoly jsou sekundární metabolity rostlin, které jsou nedílnou součástí lidské 

stravy. Nacházejí se v široké škále konzumovaného ovoce, zeleniny a produktů rostlinného 

původu. V současné době je známo přibližně 8 000 různých polyfenolů (Santhakumar et al. 

2018). Ty se obecně dělí do dvou hlavních skupin na flavonoidy a neflavonoidy. Flavonoidy 

se dále člení dle C-heterocyklu na flavonoly, flavony, flavan-3-oly, isoflavony, flavanony, 

dihydroflavonoly, antokyanidiny a chalkony. Mezi neflavonoidní fenolické látky patří 

fenolové kyseliny, dále taniny a stilbeny. 

V posledních letech byly prospěšné účinky polyfenolů intenzivně zkoumány. 

V experimentech in vitro, ex vivo a v testech na zvířatech byla zejména u flavonoidů 

prokázána řada prospěšných účinků. Uvádí se, že polyfenoly jsou vhodným nutraceutikem 

proti chorobám, jako jsou kardiovaskulární, nádorová, neurodegenerativní onemocnění 

a diabetes mellitus (Stromsnes et al. 2021). Zdravotní účinky těchto sloučenin jsou ovšem 

do značné míry dány jejich biologickou dostupností. Aby se polyfenoly staly biologicky 

dostupné, podléhají ve střevě mikrobiálnímu metabolimu a jsou přeměňovány na sekundární 

metabolity. Studium jejich účinků je však často opomíjeno, jelikož se většina studií zaměřuje 

pouze na primární sloučeniny. Přitom vzniklé mikrobiální metabolity bývají v některých 

případech ještě biologicky dostupnější a účinnější než původní polyfenoly (Gade & Kumar 

2023). Ačkoliv dochází k pokroku v porozumění interakcí mezi polyfenoly a střevní 

mikrobiotou, většina výzkumu je stále nedostatečná. Převážně účinky mikrobiálních 

metabolitů jsou z velké části stále neprobádány. Pro lepší porozumění jejich mechanismům 

účinku je třeba se zaměřit na další výzkum metabolismu jednotlivých polyfenolů. 

Bylo prokázáno, že buněčná linie Caco-2, odvozená z karcinomu tlustého střeva 

je vhodným modelem pro studium střevní absorpce a metabolismu látek (Gan et al. 1994). 

Ve srovnání se zvířecími modely jsou buněčné linie jednoduché, časově nenáročné, cenově 

přijatelné a poskytují spolehlivé a reprodukovatelné výsledky. Oblíbenost této buněčné linie 

je dána zejména využitím v mnoha vědeckých disciplínách.  

Identifikací a kvantifikací metabolitů, a to včetně těch mikrobiálních, se zabývá vědní 

disciplína zvaná metabolomika. Její použití je v posledních letech na vzestupu. Uplatnění 

nachází v mnoha oblastech, včetně systémové biologie, lékařství, farmacie, zemědělství 

a potravinářství. Identifikaci metabolitů v metabolomice zajišťuje nukleární magnetická 

rezonance a analytické metody jako je: plynová chromatografie, kapalinová chromatografie 

a kapilární elektroforéza, které se nejčastěji využívají ve spojení s hmotnostní spektrometrií 

(Shulaev 2006). Při výběru metody je nutné počítat s tím, že každá má své výhody 

a nevýhody. Zároveň každá z těchto metod je vhodná pro jiný způsob využití.  
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Cílem teoretické části diplomové práce je zpracování literární rešerše zaměřené 

na metabolomiku, přeměny rutinu v trávicím traktu člověka a in vitro buněčné modely. 

Cílem praktické části je zjistit, jak mikrobiální metabolity rutinu ovlivňují metabolismus 

buněk střevního epitelu. 

Hypotéza: 

Aplikace mikrobiálních metabolitů rutinu ovlivní metabolismus střevních epiteliálních 

buněk v in vitro buněčném modelu. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Rutin  

Rutin (obr. 1) neboli 3,3′,4′,5,7-pentahydroxyflavon-3-rhamnoglukosid je klasifikován 

jako flavonoid flavonového typu (Hosseinzadeh & Nassiri-Asl 2014). Jedná se o glykosid, 

který se běžně vyskytuje jako sekundární metabolit rostlin (Semwal et al. 2021). Zahrnuje 

aglykonovou formu kvercetinu, která je vázána v poloze C-3 na molekulu rutinosy. Ta je 

složena z jedné molekuly glukosy a molekuly rhamnosy (Aherne & O’Brien 2002). 

V potravinových doplňcích se rutin často vyskytuje ve formě žlutého prášku, jehož molární 

hmotnost je 610,521 g/mol. Vyznačuje se nízkou rozpustností ve vodě. Naopak velmi dobrá 

rozpustnost byla zaznamenána v pyridinu (Semwal et al. 2021).  
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Obrázek č. 1: Vzorec rutinu  

 

Rutin může být dále označován jako soforin, rutinosid, kvercetin-3-O-rutinosid 

nebo také vitamin P (Semwal et al. 2021). Mezi některé jeho perorální metabolity (obr. 2) 

patří kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctová (3,4-diOHPAA), 3,4-dihydroxytoluen (3,4-DHT), 

kyselina 3-methoxy-4-hydroxyfenyloctová (homovanilová kyselina), m-hydroxyfenyloctová 

(m-OHPAA) a 3,5,7, 3′,5′-pentahydroxyflavonol (kvercetin) (Cervantes-Laurean et al. 2006). 
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Obrázek č. 2: Vzorce některých metabolitů rutinu 

3.1.1 Zdroje a biologická dostupnost 

Rutin se vyskytuje ve velkém množství rostlin. Nicméně pouze v omezeném počtu 

z nich je rutin jednou z hlavních složek. Jeho významné zastoupení bylo shledáno například 

u kosmatcovníku jedlého (Carpobrotus edulis), routy vonné (Ruta graveolens), pohanky 

obecné (Fagopyrum esculentum), pomerančovníku čínského (Citrus sinensis), jabloně domácí 

(Malus domestica), fíkovníku smokvoň (Ficus carica) a u jerlínu japonského 

(Sophora japonica) (Semwal et al. 2021). Dále je rutin zastoupen například v rajčatech, 

meruňkách, rebarboře, celeru, špenátu a čaji (Hosseinzadeh & Nassiri-Asl 2014).  

Rutin je velmi ceněn díky svým biologickým účinkům. Nicméně kvůli přítomnosti 

benzenového kruhu a hydroxylové skupiny ve stejné molekule je špatně rozpustný ve vodě. 

To omezuje jeho přímou použitelnost ve farmaceutickém průmyslu, potravinách 

a kosmetických výrobcích. Dále rutin vykazuje špatnou skladovatelnost, nekontrolované 

uvolňování, nestabilitu při trávení v gastrointestinálním traktu a nízkou biologickou 

dostupnost (Tobar-Delgado et al. 2023). 

Studie Wu et al. (2011a) uvádí, že za špatnou biologickou dostupnost přírodních 

polyfenolů jsou zodpovědné střevní metabolické enzymy, transportéry a mikrobiota. 

Dále je ovlivněna výše zmíněnou rozpustností ve vodě (Tobar-Delgado et al. 2023). Výzkum 

provedený Pedriali et al. (2008) ukázal, že jedna z možností, jak zlepšit rozpustnost rutinu 

spočívá v navázání karboxylátové skupiny na cukernou část. V posledních letech byly 

navrženy ještě další možnosti zlepšující farmakokinetické vlastnosti rutinu. Mezi které patří 

zapouzdření rutinu do lipozomů (Bonechi et al. 2018), polymerních micel (Ibrahim et al. 

2023), různých nosičů (Konecsni et al. 2012, Babazadeh et al. 2016) a nanočástic (Negahdari 

et al. 2021). 

                    3,4-diOHPAA                              3-OHPAA                      Homovanilová kyselina 

          3,4-DHT  

Kvercetin 
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Ve studii Park et al. (2013) například vytvořili ceramidový lipozom v celulosovém 

hydrogelu, který měl následně usnadnit vstřebávání rutinu a kvercetinu kůží. Potvrdili 

tak svou myšlenku, že komplex lipozom/hydrogel může být nosičem léčiva a zajistit 

vstřebávání ve vodě nerozpustných antioxidantů. Studie Babazadeh et al. (2016) zkoumala 

zapouzdření rutinu nanostrukturovanými lipidovými nosiči rutinu pro následnou možnost 

fortifikace a vytvoření nových funkčních potravin. Při jejich použití nebyly shledány žádné 

nepříznivé vlivy na výsledný produkt. Další možností je využití submikronových částic 

chitosanu (CH)-tripolyfosfátu (TPP) jako nosičů rutinu. Jeho uvolňovací schopnosti byly 

studovány v simulovaných žaludečních šťávách a tekutinách tenkého střeva. Částice 

vykazovaly dostatečnou velikost pro efektivní střevní absorpci a byly schopny uvolnit svůj 

obsah rutinu v simulovaných střevních podmínkách (Konecsni et al. 2012). Studie Wu et al. 

(2020) zase zkoumala užití nanočástnic stříbra obsahujících rutin při antitrombotické léčbě. 

Kombinací nanočástic stříbra (AgNP) a rutinu bylo dosaženo cíleného zvýšení rozpustnosti, 

stability a postupného uvolňování rutinu. 

3.1.2 Extrakce rutinu 

Vzhledem k oblibě rutinu je pozornost zaměřena i na způsoby jeho získávání. 

Stejně jako u jiných biologicky aktivních sloučenin se nejčastěji používá extrakce. Ovšem její 

konvenční způsob často postrádá účinnost kvůli nízkému výtěžku, ztrátě některých sloučenin, 

užití velkého množství rozpouštědel, nízké specifičnosti a nutnosti udržování vysoké teploty 

po dobu extrakce (Chahyadi & Elfahmi 2020). 

V poslední době jsou kromě tradiční extrakce rozpouštědlem užívány i modernější 

metody, jako je extrakce tlakovou tekutinou (Zhang et al. 2008), superkritickou tekutinou 

(Dimitrieska‐Stojković & Zdravkovski 2003), extrakce za použití mikrovln (Zhang et al. 

2009), extrakce v pevné fázi (Michalkiewicz et al. 2008) a ultrazvukem asistovaná extrakce 

(Yang & Zhang 2008). Každá z těchto metod má svá omezení i výhody. Zároveň každá 

vykazuje jinou výtěžnost rutinu (Chua 2013). 

Jako jeden z hlavních zdrojů rutinu se uvádí pohanka, která tento flavonoid 

nerovnoměrně obsahuje jak ve stonku, listech, květech, tak i v semenech (Kreft et al 1999). 

Množství rutinu vyskytující se v jednotlivých částech je dáno do jisté míry jejím rostlinným 

druhem (Kalinová & Dadakova 2004) a pohybuje se mezi 3-6 % sušiny rostliny (Campbell 

1997). Nejvyšší obsah rutinu byl zaznamenán u pohanky tatarské (Fagopyrum tataricum), 

která vykazuje několikanásobně vyšší obsah rutinu ve všech částech rostliny v porovnání 

s pohankou obecnou (Fagopyrum esculentum) (Park et al. 2004). Uvádí se, že rostlin 

obsahujících rutin je více než 70 druhů (Chua 2013), přičemž izolovat se jej podařilo 

například i z tabákových listů v množství 1,5 % sušiny rostliny (Faithi et al. 2006). 
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3.1.3 Biologická aktivita  

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

je podrobován neustálému výzkumu. Bylo zjištěno, že má výborné antioxidační vlastnosti, 

jelikož dokáže vázat volné radikály a kovové ionty (Mamani-Matsuda et al. 2006). Jeho 

jedinečnou schopností je chelatovat ionty železa, které jsou zodpovědné právě za tvorbu 

volných radikálů kyslíku (Valério et al. 2009). Tím zabraňuje tvorbě zánětlivých 

cytokinových transkripčních faktorů a pomáhá při léčbě chronických zánětlivých onemocnění 

(Inal et al. 2002). 

Zároveň vykazuje protizánětlivé (Selloum et al. 2003), antiproliferativní (Santos et al. 

2011), antidiabetické (Ghorbani 2017), antitrombotické (Sheu et al. 2004) a kardioprotektivní 

účinky (Ziaee et al. 2009). Studie Chen et al. (2013) dokonce uvedla, že rutin je schopen 

snížit růst nádoru prostřednictvím zastavení buněčného cyklu a indukce apoptózy nádorových 

buněk. Protinádorový účinek rutinu potvrzuje též studie Caparica et al. (2020), jež hodnotila 

účinky rutinu na buněčnou linii renálního karcinomu (786-O). Některé studie uvádí, 

že mechanismus farmakologického působení rutinu je dán útlumem prozánětlivých cytokinů, 

zesílením antioxidační enzymové aktivity a regulací apoptických biomarkerů, jež následně 

vedou k výše zmíněným účinkům (Enogieru et al. 2018, Ganeshpurkar & Saluja 2017). 

 Dále bylo zjištěno, že rutin dokáže významně ovlivnit hladinu kadmia v mozku 

a plazmě u potkanů vystavených kadmiu a zlepšit tak jejich kognitivní funkce. Výsledky 

ukázaly, že podávání rutinu vedlo ke snížení aktivity cholinesterázy a hladiny markerů 

oxidačního stresu, které byly zvýšeny v důsledku vystavení organismu kadmiem (Oboh et al. 

2020). V posledních letech se využívá terapeutických účinků rutinu i při léčbě mužské 

neplodnosti. Uvádí se, že rutin dokáže ovlivnit dysfunkci varlat zmírněním indukovaného 

oxidačního stresu, inhibicí apoptózy, zánětu a ovlivnit další fyziologické faktory související 

s dysfunkcí (Rotimi et al. 2023). Terapeutické účinky rutinu byly zkoumány dále při léčbě 

diabetu mellitu. Ve studii Chielle et al. (2016) bylo experimentálním zvířatům podáváno 

100 mg/kg rutinu po dobu 30 dnů. Bylo prokázáno, že příjem rutinu vede ke snížení hladiny 

glukosy a LDL cholesterolu v krvi. Ve studii Ganesan et al. (2020) u alloxanem vyvolaných 

diabetických potkanů bylo zase shledáno, že podávání rutinu v dávce 100 mg/kg orálně 

po dobu 28 dnů dokáže snížit hladinu močoviny, kreatininu, triglyceridů a cholesterolu 

a zabránit tak tvorbě ketolátek v moči. Zároveň se uvádí, že rutin dokáže chránit 

před diabetickou acidózou a fibrózou prostřednictvím zlepšení exprese genů (AQP2, AQP3 

a V2R). 

Studie Ravi et al. (2018) tvrdí, že je třeba suplementovat 500 mg dvakrát denně, 

aby rutin mohl takto příznivě působit na organismus člověka. Zdroje uvádějící denní příjem 

rutinu ze stravy jsou omezené. Avšak studie Kimira et al. (1998) z Japonska odhadla denní 

příjem svých dobrovolníků na 1,5 mg.  

Vyhodnocování toxicity je zásadním požadavkem při posuzování chemických látek 

či léčiv. Akutní a chronická toxicita rutinu byla hodnocena již v roce 1947 testováním 

na zvířatech. U experimentálních zvířat nebyly shledány žádné toxické příznaky, 

ani při podávání rutinu nitrožilně a intraperitoneálně v dávkách 30–50 mg/kg (morče, potkan) 

a intravenózně 100–200 mg/kg (králík) pro hodnocení akutní toxicity. V případě chronické 

toxicity byla experimentálním zvířatům podávána strava s 1 % rutinu po dobu 400 dnů. 



14 

Po ukončení experimentu nebyla v histopatologii orgánů pozorována žádná poškození tkání 

(Wilson et al. 1947). Jiná, novější studie odhalila při výzkumu na zvířatech, že rutin 

je netoxický až do 5 000 mg/kg (Suzuki et al. 2015). 

3.2 In vitro trávicí modely 

Trávicí modely in vitro začaly být využívány od začátku 90. let 20. století zejména 

při studiu procesu trávení potravin (Ferrua & Singh 2010). Jedná se o modely, se kterými se 

pracuje v podmínkách laboratoře a výzkum probíhá tzv. „ve skle“ nebo také „ve zkumavce“ 

(Boyuklieva et al. 2023). Představují vhodnou alternativu k in vivo modelům, které využívají 

pro svůj výzkum zvířat či lidí. Ačkoliv in vivo modely poskytují přesnější výsledky, jejich 

užití je náročné časově a finančně. Zároveň jsou modely in vitro upřednostňovány z důvodu 

etického (Kong & Singh 2008). V současné době existuje mnoho různých in vitro trávicích 

modelů. Výběr konkrétního modelu je dán typem výzkumu a předmětem zkoumání (Alminger 

et al. 2014). Jedním z primárních způsobů, jak třídit tyto modely je jejich rozdělení na modely 

statické a dynamické (Kong & Singh 2008). 

Statické trávicí modely jsou koncipovány k simulaci procesů lidského trávení, 

využívající skleněné nádoby. Jejich užití ovšem nedokáže dostatečně nasimulovat podmínky, 

kterým potravina čelí v trávicím traktu. I přes tuto skutečnost mohou být modely statické 

modely praktické. Jejich výhodou je, že jsou levné a proveditelné u velkého množství vzorků 

(Sensoy 2021). Nicméně při trávení se musí brát v potaz poměr enzym-substrát, pH 

a transport produktů natrávené potravy. Z tohoto důvodu jsou statické modely značně 

limitované, jelikož tyto parametry nelze během procesu trávení upravovat. Následkem toho 

nelze přesně vyhodnotit transformaci potravin během trávení a lze pouze omezeně predikovat 

dostupnost živin. Tato značná omezení lze kompenzovat využitím dynamických systémů, 

které dokáží lépe nasimulovat podmínky lidského trávicího traktu a zajistit vhodnější 

reprodukovatelnost pro vědecké studie (Dupont et al. 2019). Jejich výhodou je, že mohou 

samostatně napodobovat změnu pH, sekreci enzymů, peristaltické síly a mikrobiální 

fermentaci (Liu et al. 2019).  

 Dynamické systémy se dále dělí na modely monokompartmentové 

a multikompartmentové. Monokompartmentové sytémy zahrnují dynamický model žaludku 

(DGM), simulátor lidského žaludku (HGS), simulátor trávení žaludku (GDS), mechanický 

žaludeční systém in vitro (IMGS) a model umělého tlustého střeva (ARCOL). Zatímco 

mezi multikompartmentové neboli vícekomorové systémy se řadí dynamický 

gastrointestinální digestor (DIDGI), TNO gastrointestinální model (TIM), simulátor lidského 

střevního mikrobiálního ekosystému (SHIME), simulátor gastrointestinálního traktu (SIMGI), 

upravený žaludek a model tenkého střeva (ESIN) (Ji et al. 2022).  

Pro studium střevního mikrobiomu a jeho vlivu na trávení potravy a vstřebávání živin 

bylo v posledních desetiletích vytvořeno několik modelů střevní fermentace in vitro (Guerra 

et al. 2012). Mezi ně patří například model vsádkové fermentace, PolyFermS, MiniBio, TSI, 

TIM-2 a některé již výše uvedené jako je SHIME a SIMGI (Nissen et al. 2020). Tyto modely 

napodobují lidské trávení potravin nebo jejich jednotlivých složek (Guerra et al. 2012). 

Zároveň umožňují porozumět faktorům ovlivňujících střevní mikrobiom. Mezi ně patří 

například dietní sloučeniny, mikrobiální patogeny, bioaktivní látky, léčiva a toxické látky. 
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Principem těchto modelů je kultivace střevních mikroorganismů člověka za přesně daných 

podmínek a následné studium mikrobiálního metabolismu v průběhu času. Pro co nejpřesnější 

napodobení ekosystému tlustého střeva se často využívá fekálního inokula od zdravých 

či nemocných dárců (Nissen et al. 2020).  

Právě in vitro modely napomáhají při studiu mechanismů metabolismu sloučenin 

získaných z potravy, což přispívá k porozumění jejich metabolických drah a biochemických 

procesů v organismu. 

3.3 Metabolismus rutinu v trávicím traktu  

Trávící trakt tvoří skupina orgánů, která má za úkol rozkládat potravu a získávat 

z ní živiny nezbytné pro organismus. Začíná v dutině ústní. Dále zahrnuje hltan, jícen, 

žaludek, tenké střevo, tlusté střevo a řitní otvor. Během procesu příjmu potravy dochází 

k mechanickému a chemickému zpracování, vstřebávání živin a vyloučení nestravitelných 

zbytků (Sensoy 2021). 

Rutin se dostává do organismu rostlinnou potravou (Manach et al. 1997). A vzhledem 

k tomu, že nedokáže být dostatečně absorbován, přesouvá se jeho velká část v nezměněné 

formě až do tlustého střeva. Zde je působením mikrobiálních glykosidas rozkládán (Kim et al. 

2005). Přesněji střevní bakterie tlustého střeva zhydrolyzují rutin, odstraní cukernou část 

a usnadní tak vstřebávání aglykonu (Amaretti at al. 2015).  

Dle výzkumu Riva et al. (2020) vyplývá, že střevní bakterie, které mají schopnost 

metabolizovat rutin obsahují enzym alfa-rhamnosidasu nebo beta-glukosidasu. Díky nim 

mohou postupně přeměnit rutin na kvercetin-3-glukosid a kvercetin-3-glukosid na kvercetin 

(obr. 3). Přímou přeměnu rutinu na kvercetin umožňuje enzym beta-rutinosidasa (Nam et al. 

2012).  Alfa-rhamnosidasy byly nalezeny například u Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

acidophilus (Beekwilder et al. 2009) a Bifidobacterium dentium (Bang et al. 2015). Dále bylo 

zjištěno, že rutin může být degradován také například pomocí Bacteroides ovatus, 

Bacteroides uniformis a Parabacteroides distasonis (Bokkenheuser et al. 1987). Eubacterium 

ramulus a Enterococcus casseliflavus jsou zodpovědné za konverzi kvercetin-3-glukosidu 

na kvercetin (Schneider et al. 1999). Beta-glukosidasa byla zjištěna i u bakterií, 

které zaujímají většinovou část lidské střevní mikrobioty. Mezi ně patří Bifidobacterium 

adolescentis, Bifidobacterium longum, Enterococcus faecalis, Bacteroides ovatus, 

Bacteroides uniformis, Parabacteroides distasonis a Escherichia coli (Schloissnig et al. 

2013). Studie Braune & Blaut (2016) shrnula, že schopnost odštěpovat glukosovou skupinu 

mají Bifidobacteriaceae (přesněji 10 druhů Bifidobacterium) a ve většině případů se vyskytují 

i u Lactobacillaceae (5 druhů Lactobacillus), Lachnospiraceae (4 druhy) a Enterococcaceae 

(4 druhy Enterococcus). O výskytu beta-rutinosidasy u mikroorganismů neexistuje dostatečné 

množství informací. Nicméně se jí podařilo izolovat například z pohanky obecné (Baumgertel 

et al. 2003). 
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Obrázek č. 3: Schématické znázornění degradace rutinu (upraveno dle: Riva et al. 2020) 

 

Po hydrolyzaci aglykonu kvercetinu vznikají následně další produkty jako je kyselina 

3,4-dihydroxyfenyloctová (3,4-diOHPAA), 3-hydroxyfenyloctová (3-OHPAA), 

3-(3-hydroxyfenyl) propionová (3-OHPPA) a 3-(3,4-dihydroxyfenyl) propionová 

(3,4-diOHPPA) (Havlik et al. 2020). 

Za použití prasečího slepého střeva bylo zjištěno, že se kvercetin dále metabolizuje 

na floroglucinol a 3,4-dihydroxytoluen (Labib et al. 2004). Zatímco studie využivající 

anaerobní bakterii Eubacterium ramulus zjistila, že jako meziprodukty při konverzi 

kvercetinu na 3,4-diOHPAA vzniká alphitonin a taxifolin (Braune et al. 2001). 

3.4 Buněčné kultury 

Buněčná kultura je systém, ve kterém jsou eukaryotické, prokaryotické nebo rostlinné 

buňky in vitro kultivovány za vhodných fyziologických podmínek (včetně média, vhodné 

teploty a pH). Její užití má mnoho výhod, mezi které patří snadná manipulace, dobrá 

dostupnost a reprodukovatelnost dat získáných při výzkumu na buněčných kulturách (Zhao 

2023). Pro kultivaci in vitro se využívají primární kultury nebo trvalé buněčné linie (Schaeffer 

1979). 

Primární kultury vznikají z primárních buněk, které se získávají přímo z tkání. Primární 

buňky mohou být 2 typů: adherentní a suspenzní. Adherentní buňky se při kultivaci 

přichytávají na povrch kultivační baňky a dále rostou v monovrstvě. Uvádí se, že tyto buňky 

jsou zpravidla získávány z tkání orgánů. Suspenzní buňky jsou buňky, které jsou volně 

v kultivačním médiu a na povrch kultivační baňky se nepřichytávají. Většina těchto buněk 

je získávána z krevního řečiště. Primární kultury nachází využití zejména při vývoji vakcín, 

léčiv, ve virologii, genovém inženýrství a výzkumu nádorových onemocnění. Nicméně jejich 

limitním faktorem je krátká životnost, která je dána replikativním stárnutím (Zhao 2023).  
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 Buněčnou linií je označována trvale zavedená buněčná kultura, které byla získána 

pasážováním a nyní je schopna neomezeného množení (Masters 2000). Její využití je snadné, 

levné a poskytuje neomezený přísun materiálu (Kaur & Dufour 2012). Buněčná linie získaná 

z tkáně, která je zasažena onemocněním, může pomoci při odhalování patologických jevů, 

které by jinak nemohly být identifikovány. Zejména nádorové buněčné linie jsou často 

užívanými ve studiu nádorového onemocnění (Monks et al. 1991). Dále se buněčné linie 

využívají při testování metabolismu léků a cytotoxicity (Steinbrecht et al. 2019), při vývoji 

vakcín (Genzel 2015), produkci protilátek (Kunert & Reinhart 2016) a tvorbě umělých tkání 

(např. umělé kůže) (Schurr et al. 2009). I přes všechny výhody je třeba s buněčnou linií 

pracovat opatrně. Ačkoliv by měla mít všechny funkční vlastnosti podobné primárním 

buňkám, může se stát, že buněčná linie změní fenotyp buněk, jejich přirozenou funkci 

nebo schopnost reagovat na podměty kvůli genetické manipulaci (Kaur & Dufour 2012). 

3.4.1 Caco-2 buněčná linie 

Buňky Caco-2 pocházejí z lidského kolorektálního adenokarcinomu. Tato buněčná linie 

byla založena Jorgenem Foghem ve Sloan Keterring výzkumném institutu nádorového 

onemocnění (Fogh et al. 1977). Při kultivaci ve vhodném médiu buněčná linie diferencuje 

(obr. 4). Diferenciace začíná zpravidla po 7 dnech kultivace a je dokončena po 21 dnech. 

Diferencované monovrstvy Caco-2 slouží k simulaci střev in vitro, zatímco buňky, jež nebyly 

ponechány řádně diferenciaci jsou využívány pro analýzu antioxidačních a protinádorových 

aktivit aktivních látek. (Ding et al. 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Diferenciace Caco-2 buněk na kultivačním médiu (Lea 2015). 

 

Caco-2 buňky, které jsou kultivované na propustném filtru, mají podobné morfologické 

a funkční vlastnosti jako enterocyty (Panse & Gerk 2022). Jejich povrch je pokryt mikroklky 

a mají stejnou absorpci, metabolismus a schopnost vylučování léčiva (Murota et al. 2000). 

Produkují také enzymy kartáčového lemu jako jsou sacharasa-isomaltasa (Fleet et al. 2003) 

a alkalická fosfatasa placentárního typu (Souleimani & Asselin 1993). Transportní 

mechanismus v Caco-2 buňkách zajišťují různé transportéry. Nicméně nejdůležitější jsou 

P-glykoprotein (P-gp) a multirezistentní proteiny (MRP) (Gutmann et al. 1999). P-gp a MRP 

patří do superrodiny transportérů ATP-binding cassette (ABC). Přesto MRP vykazují jinou 

substrátovou specifitu a mohou být zodpovědné za rezistenci vůči léčivům (Marquez & van 
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Bambeke 2011). Buňky také disponují cytochromem P450 a UDP-glukuronsyltransferasou, 

které se podílejí na metabolizaci léků (Lampen et al. 2004). 

Studie Zhang et al. (2013) zkoumala absorpční a metabolické aktivity rutinu v Caco-2 

buňkách. Pozorována byla částečná metabolizace rutinu na glukuronidovaný rutin a zároveň 

byl sledován transport rutinu a jeho glukuronidovaného metabolitu v apikálním 

až bazolaterálním směru a opačně. Rutin a glukuronidovaný rutin měly rozdílnou 

vstřebatelnost přes apikální a bazolaterální membránu. U rutinu byl zaznamenán větší 

transport z bazolaterálního směru do apikálního, zatímco u glukuronidovaného rutinu byla 

rozdílná rychlost přestupu v obou směrech. Na transportu a intracelulární akumulaci se 

podílely P-gp a MRP. Tyto informace jsou důležité zejména při inovaci léků s vysokou 

vstřebatelností. 

I přes veškerou podobnost s normálním střevním epitelem bylo u Caco-2 buněčné linie 

nalezeno několik omezení. Běžný střevní epitel zdaleka neobsahuje jen jeden typ buněk, 

zatímco u Caco-2 buněk jsou přítomné pouze enterocyty. Zároveň Caco-2 buňky nezajišťují 

produkci hlenu, který je charakteristický pro střevní sliznici (Lea 2015). Hlen ve střevní 

sliznici plní ochrannou funkci a slouží jako bariéra pro určité léky, transportní systémy 

a je nepropustný pro většinu bakterií a toxinů (Macedo et al. 2021). Dále se na Caco-2 

buněčném modelu nevyskytují nebuněčné látky jako například fosfolipidy a žlučové kyseliny 

(Lea 2015). Z důvodu těchto odlišností a co největšího nasimulování buněk tenkého střeva 

byly navrženy modely kokultury Caco-2 buněk a HT29-MTX. Jedná se o pohárkové buňky, 

které jsou schopné produkce hlenu (Reale et al. 2021). Zároveň buňky HT29 snižují těsnost, 

čímž je zvýšena paracelulární transportní cesta (transport látek přes mezibuněčné prostory 

buňky) (Chen et al. 2010). Tento model je mimo jiné často využíván při studiu transportu 

(Strugari et al. 2018), adheze patogenních bakterií (Dostal et al. 2014) a interakcí nanočástic 

(Akbari et al. 2017). 

3.5 Střevní mikrobiom  

Střevním mikrobiomem je označován souhrn mikroorganismů, bakterií, virů, prvoků, 

hub a genetického materiálu, který je přítomen v gastrointestinálním traktu savců (Cresci & 

Izzo 2019). Uvádí se, že lidský střevní mikrobiom dospělého člověk obsahuje 3,8 x 1013 

různých mikroorganismů a naprostá většina se nachází v tlustém střevě (Sender et al. 2016). 

Střevní mikrobiom každého z nás je osídlen minimálně 160 druhy z celkových 

1150 odhadovaných bakteriálních druhů (Qin et al. 2010), přičemž je složen převážně 

z 5 hlavních kmenů. Řadíme mezi ně kmeny Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, 

Proteobacteria a Verrucomicrobia – kmeny Bacteroidetes a Firmicutes dokonce tvoří 

více než 90 % bakterií (Arumugam et al. 2011). 

Střevní mikrobiom se formuje již od narození a jeho složení se v průběhu života mění. 

V úplně nejranějším stadiu života je střevní mikrobiom ovlivněn způsobem porodu. Při něm 

dochází ke kolonizaci mikrobiomu novorozence v závislosti na tom, s jakou mikrobiotou se 

novorozenec setkal během porodu. V případě vaginálního porodu dítě přejímá vaginální 

mikrobiotu, ovšem v případě císařského řezu se novorozenec dostává do kontaktu s kožní 

mikrobiotou (Clemente et al. 2012). Děti narozené vaginálně mají následně vyšší kolonizaci 

kmenem Bacteroidetes v porovnání s dětmi narozenými císařským řezem (Jakobsson et al. 
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2014). Bylo zjištěno, že existuje také různé mikrobiální zastoupení u dětí kojených 

a krmených dětskou výživou. U dětí, které byly krmeny mateřským mlékem bylo pozorováno 

vyšší zastoupení bifidobakterií oproti dětem krmených umělou výživou (Balmer & Wharton 

1989). Bifidobakterie zvyšují hladinu imunoglobinu A, který dokáže vázat patogeny ve střevě 

a vyloučit je bez vyvolání zánětlivé reakce (Ouwehand et al. 2002). Složení střevní 

mikrobioty je z velké části ovlivněno stravou. Děti přijímající pouze umělou výživu 

a mateřskou výživu mají střevní mikrobiom uzpůsobený pro lepší využití laktátu a jejich 

mikrobiom není nijak zvlášť diverzifikován (Salazar et al. 2014). S přechodem na pevnou 

stravu se mění složení střevní mikrobioty, kde dříve dominoval rod Bifidobacterium 

a postupně se mění na mikrobiotu dospělého jedince s dominujícími kmeny Bacteroidetes 

a Firmicutes (Koenig et al. 2011). 

Mikrobiální rozmanitost je dále ovlivněna v závislosti na geografickém původu 

a etnicitě. Studie Yatsunenko et al. (2012) zkoumala stolici 531 jedinců a sledovala genový 

obsah jejich mikrobiomů. Kohorta zahrnovala jedince od kojenců až po dospělé z Amazonie, 

Malawi a USA. Mikrobiální diverzita byla rostoucí s věkem ve všech oblastech, přičemž 

při porovnání diverzity mezi dospělými jedinci měli obyvatelé USA nejmenší variabilitu. 

Jak se ukázalo, strava se zdá být faktorem, který nejvíce ovlivňuje střevním mikrobiom. 

Příjem ovoce, zeleniny, vlákniny a pestrý jídelníček je zodpovědný za dostatečně 

diverzifikovaný mikrobiom. Na druhou stranu západní strava, která je bohatá na cukry, tuky 

a živočišné bílkoviny je jeho pravým opakem (Cresci & Bawden 2015). Při rostlinné stravě 

jsou pozorovány vyšší počty Bacteroides a Firmicutes, u diet s vysokým obsahem vlákniny 

jsou vysoké počty Prevotelly. Dále strava bohatá na živočišné bílkoviny a tuky je spojena 

s vysokým zastoupením Bacteroides (Wu et al. 2011b, David et al. 2014). 

Negativně střevní mikrobiom ovlivňují antibiotika. Jejich užití je primárně zaměřeno 

na patogenní mikroorganismy, nicméně jsou zasaženy i příbuzné mikrobiální kmeny. 

Mikrobiota je následně negativně ovlivněna i po doužívání antibiotik (Jernberg et al. 2007). 

Následkem toho vzniká dysbióza a jedinec může být náchylný k nemoci (Cresci & Bawden 

2015). 

 Studie ukazují, že jedinci trpící systémovými onemocněními mají odlišné mikrobiální 

osídlení a liší se v metabolických procesech ve střevě. To se týká například diabetu mellitu 

(Larsen et al. 2010), artritidy (Scher et al. 2015), aterosklerózy (Jie et al. 2017) a obezity 

(Santacruz et al. 2010). Studie Larsen et al. (2010) uvádí, že diabetičtí pacienti mají vyšší 

zastoupení Bacteroidetes a Proteobacteria a zároveň nižší výskyt kmene Firmicutes a třídy 

Clostridia. Některé studie dokonce uvádí, že abnormální metabolismus a odlišné osídlení 

střevní mikrobioty může souviset se vznikem poruch pozornosti (ADHD) a autistického 

spektra (Ming et al. 2012). Při poruše autistického spektra byl zaznamenán vyšší výskyt 

Bacteroidetes a Proteobacteria a nedostatečný výskyt Firmicutes a Actinobacteria, hlavně 

Bifidobacteria (Finegold et al. 2010, Finegold et al. 2012). V případě Parkinsonovy choroby 

byly u kohorty 72 jedinců vyšší počty Enterobacteriaceae a snížené počty Prevotellaceae, 

tento rod bakterií poskytuje mastné kyseliny s krátkým řetězcem (SCFA), folát a thiamin 

rozkladem komplexních sacharidů. Tyto vedlejší produkty se podílí na udržení správného 

střevního mikrobiomu (Pedriali et al. 2008). 
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3.5.1 Vliv polyfenolů na mikrobiální rozmanitost  

Z dostupné literatury je známo, že flavonoidy a jejich metabolity mohou mít vliv 

na mikrobiální rozmanitost. Xiong et al. (2023) uvádí, že se podílejí na modulaci střevní 

mikrobioty tím, že pozitivně podporují růst prospěšných mikroorganismů a zároveň inhibují 

bakterie patogenní. Díky prebiotickým vlastnostem, kterými rostlinné polyfenoly oplývají 

tak mohou ovlivnit složení střevní mikrobioty a vést k pozitivním účinkům na zdravotní stav 

člověka (Cardona et al. 2013). Ve studii Dolara et al. (2005), ve které byly potkanům 

podávány polyfenoly bylo shledáno vyšší zastoupení Bacteroides, Lactobacillus 

a Bifidobacterium spp. oproti kontrolní skupině, u nichž převládající mikroorganismy byly 

Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium spp. Podobně byl suplementován resveratrol 

potkanům v množství 1 mg/kg/den, v důsledku toho byl zvýšen počet lactobacilů, 

bifidobakterií a snížen výskyt enterobakterií (Larrosa et al. 2009). Příjem polyfenolů díky 

konzumaci červeného vína po dobu 4 týdnů dokázal proměnit mikrobiální zastoupení a zvýšit 

zastoupení Bacteroides, Bifidobacterium, Enterococcus, Prevotella, Eggerthella lenta 

a Blautia coccoides (Queipo-Ortuño et al. 2012). Studie Lee et al. (2006) zkoumala kultivaci 

bakterií s čajovými fenolickými látkami. Bylo zjištěno, že patogenní bakterie, jako jsou 

Clostridium perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp., jsou účinkem fenolických 

látek inhibovány. Dále díky dlouhodobé konzumaci nápoje z divokých borůvek byl shledán 

zvýšený výskyt bifidobakterií, jež byl přisuzován bohatému výskytu polyfenolů v lesních 

borůvkách (Vendrame et al. 2011). Eid et al. (2014) se zabývali bakteriálními změnami 

vzniklými díky extraktu z celé datle na smíšených kulturách napodobující distální část 

tlustého střeva. Zaznamenali zvýšení počtu bifidobakterií a zároveň došli k závěru, že příjem 

datlí může být prospěšný pro modulaci diverzity, správnou funkci střev a pro snížení vzniku 

kolorektálního karcinomu. Také extrakt z hroznových semínek podávaný jedincům po dobu 

2 týdnů dokázal výrazně ovlivnit mikrobiální prostředí a zvýšit zastoupení Bifidobacterium 

a snížit počet Enterobacteriaceae (Yamakoshi et al. 2001). Ve studii Parkar et al. (2008) 

zkoumali autoři antibakteriální aktivitu ovocných polyfenolů. Zjistili, že víceméně všechny 

testované polyfenoly kromě rutinu ovlivňovaly vybrané bakterie (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium a Lactobacillus rhamnosus). Naringenan 

a kvercetin vykazovaly nejvyšší aktivitu s nejnižšími minimálními inhibičními koncentracemi 

u těchto bakterií. Celkově byl jako nejcitlivější k polyfenolům vyhodnocen Staphylococcus 

aureus. 
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3.6 Metabolomika 

Metabolomika je vědní obor, zabývající se profilováním metabolitů a metabolismu 

v živých organismech a mimo ně (Wishart 2016). Byla vyvinuta z důvodu možného odhalení 

poruch v metabolomu, které mohou vzniknout geneticky nebo enviromentálními vlivy 

(Johnson et al. 2012). Pojem „metabolom“ byl poprvé zaznamenán ve studii Oliver et al. 

(1998). Je klasifikován jako kvalitativní a kvantitativní soubor molekul s nízkou molekulovou 

hmotností (Harrigan & Goodacre 2003), které se mohou vyskytovat v buňce, tkáni 

nebo v biologickém materiálu jako je třeba moč, sliny, krev a mozkomíšní mok (Johnson et 

al. 2012). Rozsáhlost metabolomu je velmi variabilní. Obecně závisí na předmětu zkoumání. 

Například Saccharomyces cerevisiae zahrnuje kolem 600 metabolitů (Förster et al. 2003). 

Rostliny obsahují přibližně 200 000 primárních i sekundárních metabolitů (Fiehn 2002). 

A metabolom člověka bude pravděpodobně mnohem větší (Dunn & Ellis 2005). Kromě 

stanovení genové funkce u rostlin (Roessner et al. 2002), mikroorganismů (Raamsdonk et al. 

2001) a zvířat se metabolomika využivá i v mnoha jiných případech. Mezi ně patří například: 

stanovení metabolických biomarkerů, které působí jako indikátor vznikající nemoci (Bragg et 

al. 2022), stanovení mikrobiálního oxidačního stresu (Pan et al. 2021), charakterizace bakterií 

(Bertini et al. 2014), hodnocení zdravotního stavu člověka a výživy (Watkins & German 

2002a) a využívá také nachází při vývoji léků (Alarcon-Barrera et al. 2022) 

Pro usnadnění metabolomického výzkumu byla v roce 2007 sestavena databáze 

lidského metabolomu. Jedná se o volně dostupný webový zdroj. Konkrétně tato sbírka 

obsahuje seznam 114 100 metabolitů a 25 570 metabolických drah (Wishart et al. 2018). 

Pro představu lidský metabolom obsahuje všechny malé molekuly, které jsou přítomné 

v lidském těle (lipidy, peptidy, aminokyseliny, nukleové kyseliny, organické kyseliny, 

sacharidy, biogenní aminy, minerální látky, vitamíny, polyfenoly, alkaloidy) a jakékoliv 

chemické látky se kterými člověk přichází do styku a jež se v těle dále metabolizují (Wishart 

2008).  

Metabolom organismu je ovlivňován geny, životním stylem, stravou a střevní 

mikrobiotou (Mi et al. 2020). Navíc se ukazuje, že metabolický fenotyp jedince může 

poukázat na abnormální fyziologický nebo biochemický stav (Burgdorf et al. 2010).  

3.6.1 Metabolická dysregulace 

Metabolity vznikají jako meziprodukty nebo konečné produkty metabolismu. 

Jsou součástí biochemických drah a jsou dále přeměňovány na látky jednodušší nebo naopak 

složitější. Využívají se ke skladování a získávání energie, přenosu signálu nebo jsou 

vyloučeny jako odpadní látka organismu (Johnson et al. 2016).  

Narušená metabolická regulace je příčinou různých onemocnění, jako jsou například 

kardiovaskulární (Bi et al. 2021), neuronální (Yan et al. 2020), nádorová onemocnění (Erez & 

DeBerardinis 2015) a diabetes mellitus (Fiehn et al. 2010). Dochází při ní k abnormální 

výměně látek, energie, ke vzniku změn v metabolických drahách a výkyvům meziproduktů 

nebo konečných produktů. Na druhou stranu tyto změny mohou často sloužit jako vhodné 

biomarkery sloužící pro diagnostiku onemocnění nebo lze dle nich určit terapeutické cíle 

(Krumsiek et al. 2012).  
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Studie Mi et al. (2020) tvrdí, že většina metabolitů, které souvisí s onemocněním se 

soustřeďují převážně v metabolických drahách metabolismu aminokyselin a metabolismu 

lipidů. Zároveň uvádí, že onemocnění jako je Crohnova choroba, Alzheimerova choroba 

a kolorektální karcinom korelují s metabolismem aminokyselin.  

Ve studii Zhou et al. (2016) analyzovali metabolické vzorce u pacientů s revmatoidní 

artritidou a porovnávali je s kontrolní skupinou. Jejich výzkum ukázal výrazné rozdíly 

v metabolických profilech mezi pacienty s revmatoidní artritidou a zdravou kontrolní 

skupinou. Paige et al. (2007) provedli podobnou analýzu u pacientů s depresí a porovnávali je 

s jedinci v remisi a jedinci, kteří nikdy netrpěli depresemi. Jejich výsledky naznačily, 

že jedinci s depresí vykazovali změny v metabolismu lipidů a neurotransmiterů.  

3.6.2 Mikrobiální metabolomika  

Mikrobiální metabolomika se zabývá kvalitativním a kvantitativním vyhodnocováním 

nízkomolekulárních látek mikroorganismů pomocí metabolomických metod (Muthubharathi 

et al. 2021). Popisuje vzájemné vztahy a přenos informací mezi mikroorganismy s ohledem 

na změny v metabolitech. A zároveň napomáhá lepšímu porozumění fyziologickému stavu 

mikroorganismů (Covington et al. 2017). Jedná se o obor systémové biologie, který zároveň 

dokáže přiblížit vliv mikroorganismů na metabolismus hostitele. V poslední době 

je mikrobiální metabolomika užívaná zejména pro studium reakce bakterií na antibiotika 

(Lobritz et al. 2015, Belenky et al. 2015), identifikaci nových bakteriálních druhů (Palama et 

al. 2016) a vliv střevního mikrobiomu na vznik onemocnění (Nemet et al. 2020). 

Výzkum v oblasti střevní mikrobiální metabolomiky je jedinečním nástrojem 

pro mapování metabolických vzorců střevního mikrobiomu a vyhodnocení vztahu 

mezi střevní mikrobiotou a hostitelem. V této oblasti výzkumu ovšem panují značná omezení, 

které zabraňují bližšímu porozumění. Konkrétně zde panuje otázka, z jakého důvodu 

metabolické změny vznikají a které střevní bakterie je způsobují. Vyhodnocení komplikuje 

i to, že střevní metabolity jsou značně heterogenní vzhledem k tomu, že vytvářejí směs spolu 

s nestrávenou potravou a sekrety hostitele. Zároveň vyhodnocení komplikují dostupné 

databáze, které nejsou dostatečně komplexní, což představuje překážku pro celkové 

hodnocení v rámci vysoce výkonných metabolomických studií (Yan et al. 2016). 
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3.6.3 Analytické metody v metabolomice 

Pro identifikaci metabolitů existuje hned několik metod. Mezi ty nejčastěji využívané 

patří NMR (nukleární magnetická rezonance) a plynová chromatografie (GC), kapalinová 

chromatografie (LC), kapilární elektroforéza (CE), které se využívají ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií (MS). Pro získání širokého pohledu na metabolom je zapotřebí kombinace 

metod, jelikož každá analytická metoda se liší analýzou rozsahu polarity a molekulové 

hmotnosti. Zárověň má každá technika své výhody a nevýhody (tab. 1) (Shulaev 2006). 

 

Tabulka č. 1: Výhody a nevýhody analytických metod používaných v metabolomice 

(upraveno dle: Shulaev 2006).  

 

Analytické metody Výhody Nevýhody 

NMR • Rychlá analýza • Nízká citlivost 

 • Není nutná deprivatizace 

• Nedestruktivní 

 

• Knihovny omezené použití 

kvůli matrici 

GC-MS • Citlivá • Pomalá 

 • Velký lineární rozsah • Často vyžaduje derivatizaci 

 • Velké komerční a veřejné 

knihovny 

 

• Mnoho analytů tepelně 

nestabilních 

LC-MS • Obvykle není nutná 

derivatizace 

• Pomalá 

• Omezené komerční knihovny 

 • K dispozici mnoho způsobů 

separace 

 

 • Velká kapacita vzorků 

 

 

CE-MS • Vysoká separační síla • Omezené komerční knihovny 

 • Stačí malé množství vzorku 

• Rychlá analýza 

• Špatná reprodukovatelnost 

retenční doby 

 • Obvykle žádná derivatizace  
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3.6.3.1 Plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií  

Plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií (GC-MS) je v současné době 

oblíbená zejména pro rychlé profilování metabolitů. Díky ní lze identifikovat několik stovek 

chemických sloučenin, a to i sacharidy, cukerné alkoholy, většinu aminokyselin, organické 

kyseliny, aromatické aminy a mastné kyseliny (Roessner et al. 2000). Nicméně některé 

metabolity musí být nejdříve derivatizovány než jsou dále analyzovány pomocí GC-MS, 

kvůli snížení polarizace a usnadnění chromatografické separace (Halket et al. 2005). Ve studii 

Angioni et al. (2023) byla plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií užita například 

pro studium metabolických změn, které se vyskytují u žen s endometriózou, s cílem nalezení 

nových funkčních biomarkerů nemoci.  

Plynový chromatograf funguje na principu oddělování složek vzorku, které jsou 

převáděny do plynné fáze. Jednotlivé složky jsou tudíž rozdělovány mezi pohyblivou 

(mobilní) a nepohyblivou (stacionární) fázi. Mobilní fází v plynové chromatografii je nosný 

plyn. Zdrojem nosného plynu je tlaková láhev obsahující dusík, vodík, argon nebo helium. 

Stacionární fáze je umístěna v koloně. Vzorek je dávkován do proudu plynu (obr. 5). Nástřik 

musí zajistit odpaření vzorku v co nejkratším možném čase. Následně je vzorek unášen 

kolonou (Bartle & Myers 2002) a dochází k opakované sorpci a desorpci ke které dochází 

pohybem analytů kolem stacionární fáze nosným plynem. Separace je uskutečněna díky 

rozdílu v distribučních koeficientech složek ve směsi (Niessen 2001). Následně je napojen 

hmotnostní spektrometr, který zajišťuje identifikaci. Zde vzorek ionizuje. Ionty jsou odděleny 

podle poměru hmotnosti k náboji v hmotnostním analyzátoru. Následně jsou separovány 

hmotnostním filtrem a detekovány pomocí detektoru, který převádí ionty na elektrické 

signály. Posledním krokem je vyhodnocení signálu, který je přenesen do počítače (Hoffmann 

& Stroobant 2007). 

 

1 dávkovač, 2 vstup nosného plynu, 3 kolona, 4 iontový zdroj, 5 vlákno, 6 hmotnostní 

analyzátor, 7 vakuový systém, 8 detektor, 9 výstup a analýza dat 

 

Obrázek č. 5: Schéma hlavních komponent přístroje GC-MS (upraveno dle: Emwas et al. 

2015).  
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 3.6.3.2 Kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

Kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií (LC-MS) disponuje vysokou 

citlivostí a rozsahem polarity analytu a molekulové hmotnosti, která je širší než u GC-MS. 

Právě proto je tato metoda v metabolomice stále používanější. Její výhodou je, že oproti 

metodě GC-MS není potřeba chemická derivatizace metabolitů. Ta je vyžadována při užití 

GC-MS metody u netěkavých sloučenin. Podstatnou nevýhodou LC-MS je nedostatečné 

množství přenositelných knihoven hmotnostních spekter. Nicméně ji lze využít ke znázornění 

struktury neznámých sloučenin (Shulaev 2006). Pro lepší kvantifikaci metabolitů 

v biologických systémech je třeba velmi často kombinovat více technik pro profilování 

metabolitů, například hmotnostní spektrometr s elektrosprejovou ionizací (Tolstikov & Fiehn 

2002). 

LC-MS (obr. 6) využívá čerpací systém, jež se liší ve výkonnosti u vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie (HPLC) a ultravysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(UHPLC). Dále LC-MS využívá dávkovač a kolonu, která je s hmotnostním spektrometrem 

spojena přes odpařovací ionizační rozhraní. Řízení průtoku mobilní fáze, gradientu 

rozpouštědla, spuštění nástřiku a gradientového běhu má na starosti počítačový systém. 

Ten dále řídí hmotnostní detektor a zajišťuje spouštění signálu. Tento signál je následně 

digitalizován a převeden na data, která jsou odeslána z hmotnostního spektrometru 

do počítače. Na základě detekce v hmotnostním spektrometru vzniká spektrum, které je 

vytvořeno v závislosti na retenčním čase, intenzitě iontů a poměru hmotnosti a náboje (m/z) 

(McMaster 2005). 

 V metabolomice se kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií často užívá 

ke studiu metabolismu léčiv (Chen et al. 2007). Nicméně užití metody založené na LC-MS 

bylo zaznamenáno také například u posuzování masných výrobků (Harlina e al. 2022), 

identifikaci metabolitů rostlin (Guo et al. 2022), biomarkerů karcinomu močového měchýře 

(Oto et al. 2022) a při studiu buněčných metabolických profilů (Schönberger et al. 2023). 

 

 
Obrázek č. 6: Schématický diagram systému LC-MS (upraveno dle: Kailasam 2021). 
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3.6.3.3 Kapilární elektroforéza s hmotnostní spektrometrií 

Kapilární elektroforéza s hmotnostní spektrometrií (CE-MS) se v metabolomice 

využivá oproti všem separačním technikám méně častěji. Důvodem je, že tato analytická 

metoda je stále vnímána jako metoda se špatnou reprodukovatelností a nízkou citlivostí 

(Ramautar 2016). Z tohoto důvodu není brána jako dostatečně spolehlivá pro globální 

screening a vysoce citlivé analýzy stopových hladin metabolitů (Zhang et al. 2019).  

CE-MS je zvláště účinná pro profilování polárních a nabitých metabolitů. Například 

pro třídy sloučenin, kam patří aminokyseliny, fosforylované, sulfátové sloučeniny (Drouin et 

al. 2018) a nukleotidy (Liu et al. 2014). Kapilární elektroforéza s hmotnostní spektrometrií je 

oblíbená v případech, kde je analyzováno velmi malé množství vzorku, a to od tělesných 

tekutin malých zvířecích modelů až po nízký počet savčích buněk (Zhang et al. 2017). 

Této skutečnosti využila například studie Segers et al. (2020), která analyzovala myší plazmu 

a zkoumala, jaké metabolity mohou souviset s aktivitami, které vedou k epileptickým 

záchvatům.  

Principem kapilární elektroforézy je separace sloučeniny na základě rozdílů 

pohyblivosti v elektrickém poli. Ta je ovlivněna velikostí a nábojem analytu. Čím vyšší je 

elektrické pole, tím větší je pohyblivost. Separace se odehrává v kapiláře, která je naplněna 

separačním pufrem, pod vlivem elektrického pole. Oproti chromatografickým metodám je 

separační účinnost kapilární elektroforézy daleko vyšší, jelikož zde neprobíhá přenos hmoty 

mezi fázemi (Zhang et al. 2017). 

Kapilární elektroforéza kombinovaná s elektrosprejovou ionizační hmotnostní 

spektrometrií (ESI-MS) je uznávaná jako jeden z velmi důležitých nástrojů, které se využívají 

pro analýzu ionizovatelných polárních sloučenin (Ramautar et al. 2009). ESI-MS vyžaduje 

chemickou separaci před ionizací, tím dochází ke zvýšení selektivity, snižuje přetíženost 

hmotnostního spektra a částečně potlačuje ionizaci u elektrospreje (Kelly et al. 2014). 

Ve studii Ramautar et al. (2012) demonstrovali proveditelnost CE-MS konkrétně 

s bezplášťovým nanosprejovým rozhraní za užití nízkoobjemových biologických vzorků 

experimentálních zvířat. A následně došli k závěru, že tato metoda lze účinně aplikovat 

pro citlivé metabolické profilování mnoha biologických vzorků.  

Kapilární elektroforéza ve spojení s TOF hmotnostním spektrometrem (obr. 7) 

umožňuje větší spolehlivost například při kontrole kvality potravin (Pont et al. 2020). Využita 

byla například ve studii Mever et al. (2022), jež hodnotila kvalitu polských vín za užití 

necílené metabolomiky CE-TOF-MS, kde sloužila pro profilaci polárních ionogenních 

metabolitů. Jiné využití našla ve studii Taniguchi et al. (2020), kde CE-TOF-MS sloužila 

pro profilování metabolitů plazmy prasat. Jejíž výsledky pomohly navržení biomarkerů 

pro obsah intramuskulárního tuku v oblasti beder, jež slouží jako indikátor kvality vepřového 

masa. 
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Obrázek č. 7: Schéma systému CE-MS (upraveno dle: Mischak-Weissinger & Mischak 

2004). 

 

3.6.3.4 NMR 

V oblasti metabolomické analýzy patří mezi významné metody i spektroskopie 

nukleární magnetické rezonance (NMR) (Lambert et al. 2019). Jedná se o nedestruktivní, 

rychlou a poměrně výkonnou metodu s minimální potřebou přípravy vzorku (Shulaev 2006). 

NMR umožňuje detailní analýzu dynamiky, struktury a kinetiky ve velkém množství 

chemických látek (Abhyankar & Szalai 2021). Ovšem její relativně nízká citlivost 

při profilování metabolitů je důvodem, proč není ideální pro výzkum metabolitů s omezeným 

výskytem (Shulaev 2006). Její výhodou je, že dokáže vyhodnotit všechny tři stavy hmoty. 

Navíc, pro vznik některých spekter stačí dokonce méně než mikrogram materiálu (Lambert et 

al. 2019).  

 NMR vyniká mezi jinými spektroskopickými metodami tím, že zkoumá atomová jádra 

a pracuje s měřením energie v oblasti radiofrekvenční. Pracuje na analýze jader, která mají 

tzv. moment hybnosti, který je definován charakteristickým spinovým kvantovým číslem (I). 

Mezi nejčastěji studovanými jádry jsou protony 1H a izotopy 13C, 31P a 19F, která všechna 

sdílejí spin I=1/2. Tato jádra jsou nabitá a jejich spinový náboj vytváří magnetické pole. 

Dalo by se říct, že jádra se chovají jako malé magnety, které interagují s vnějším 

magnetickým polem (B0) (Reuhs & Simsek 2017). Jádra atomů s jaderným spinem mohou 

zaujmout dvě orientace. První se nazývá paralelní +1/2 (ve shodě se směrem vnějšího 

magnetického pole) a odpovídá nejnižší energetické hladině jádra. Druhá orientace se nazývá 

antiparalelní −1/2 (proti směru vnějšího magnetického pole) a je spojována s nejvyšší 

energetickou hladinou jádra (Wider 2000). Ve chvíli, kdy jsou jádra ozářena radiofrekvencí, 

dochází k magnetické rezonanci, což zahrnuje přechody mezi energetickými hladinami 

a změny v orientaci jaderných spinů (Carreras 2021). 

            NMR se skládá ze 3 částí: výkonného kryomagnetu se sondou (dovnitř magnetu se 

umisťuje vzorek), komplexního elektronického systému (konzole) pro přenos, sběr 
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a transformaci elektrických signálů ze, nebo do sondy a pracovní stanice (obr. 8). V současné 

době se využívají supravodivé magnety, které musí být udržovány při nízké teplotě. 

Proto NMR obsahuje chladící systém, který je složen z vnitřního pláště s kapalným heliem 

a vnějším pláštěm s kapalným dusíkem (Reuhs & Simsek 2017). 

 
 
Obrázek č. 8: Obecná konstrukce NMR spektrometru (upraveno dle: Carreras 2021). 

 
Magnet, který je ochlazen na provozní teplotu pomocí chladící kapaliny a je trvale 

napojen na napájecí zdroj si dokáze udržet svoje magnetické pole a náboj roky. Důležité 

je ovšem pravidelné doplňování chladící kapaliny. Při nedostatečné údržbě magnet ztratí svůj 

náboj (Reuhs & Simsek 2017). 

 Uprostřed magnetu se nachází válcovitá komora, která se nazývá sonda. Zde se 

umisťuje vzorek. Uvnitř sondy jsou umístěny malé magnetické cívky. Tyto cívky jsou 

napojeny na hardware NMR a lze pomocí nich upravovat homogenitu magnetického pole. 

Dále sonda obsahuje cívky, které mají na starosti vysílání a příjem radiofrekvenční energie. 

Magnetická sonda je napojena na konzoli, která slouží jako vysílač, přijímač a systém 

pro regulaci teploty vzorku (Reuhs & Simsek 2017). 

  Při analýze v NMR dochází k absorpci a opětovné emisi elektromagnetického záření 

v rezonanční frekvenci, která se pohybuje zpravidla mezi 40–1000 MHz (oblast 

radiofrekvenčního pásma) (Rhodes 2017). Využívá se působení radiofrekvenčních pulzů 

a silných magnetických polí na jádra atomů. Vlivem magnetického pole dojde u jader atomů 

s nenulovým spinovým kvantovým číslem (např. 13C) nebo (1H) k orientaci jejich 

magnetického momentu vzhledem k magnetickému poli. Absorpcí elektromagnetického pulzu 

jsou jádra převedena do vyšší energetické úrovně. Po ukončení pulzu se tato jádra vrací zpět 

do původního stavu. Při návratu atomových jader na nižší energetickou úroveň emitují energii 

ve formě radiových vln. A tento emitovaný signál je následně zachycen a analyzován (Dunn 

et al. 2005). 
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3.7 Využití NMR  

NMR vykazuje rozsáhlou škálu využití, zahrnující charakterizaci přírodních extraktů, 

biologických vzorků a potravin (Larive et al. 2015, Hatzakis 2019). Například Klünemann et 

al. (2021) v rámci svého výzkumu využili NMR k analýze extraktů mikroorganismů 

ze střevního mikrobiomu, s cílem porozumět bioakumulaci terapeutických léků ve střevě. 

Kostidis et al. (2017) taktéž využili vlastností NMR pro analýzu intra a extracelulárního 

metabolismu u savčích buněk. NMR se rovněž osvědčila při identifikaci primárních 

a sekundárních metabolitů rostlin (Kim et al. 2010). V potravinářství byla tato metoda 

úspěšně využita například pro analýzu chemického profilu vína a hodnocení jeho pravosti 

(Solovyev et al. 2021). Rovněž byla úspěšně aplikována pro analýzu biofluidních tekutin 

jako je plazma, moč, sérum a tkáňové extrakty (Beckonert et al. 2007).  

NMR je klíčovou metodou pro metabolomickou analýzu zejména díky své široké 

použitelnosti (Watkins & German 2002b). Výhodou je její vysoká reprodukovatelnost, 

která je klíčovým prvkem v epidemiologických studiích. V rámci těchto studií se NMR 

obvykle využívá k odhalování biomarkerů spojených s nástupem a progresí onemocnění. 

Cílem je identifikovat metabolity spojené s konkrétními onemocněními, což následně 

usnadňuje diagnostiku a léčbu daného onemocnění (Emwas et al. 2013). Sledování poruch 

metabolitů a identifikace metabolických drah se ukázalo jako užitečné například při studiu 

reakce organismu na léčbu nádoru (Morvan & Demidem 2007). Také umožňuje brzkou 

diagnostiku možné sepse a septického šoku u pacientů na jednotce intenzivní péče (Garcia-

Simon et al. 2015). Tímto způsobem NMR přináší cenné informace, které mohou přispět 

k lepšímu pochopení patofyziologie a léčby různých onemocnění.  
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4 Metodika 

4.1 Buněčné kultury  

Lidská epiteliální střevní buněčná linie Caco-2 byla získána z American Type Tissue 

Collection (Rockville, Maryland, USA). Buňky byly kultivovány v DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagles medium) s přídavkem 10 % fetálního bovinního séra (FBS), 1 % 

neesenciálních aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu. Všechny tyto sloučeniny byly 

pořízeny od společnosti Sigma-Aldrich. Petriho misky byly uchovávány v CO2 inkubátoru 

(37 °C a 5% CO2 atmosféra). Médium bylo měněno každé dva až tři dny a buňky byly 

pasážovány každý týden. 

4.2 Hodnocení cytotoxicity 

K určení bezpečných koncentrací mikrobiálních katabolitů rutinu a jejich strukturálně 

podobných látek, které byly aplikovány v následujícím metabolomickém experimentu na linii 

buněk Caco-2, byl realizován předběžný test cytotoxicity. Tento test využíval činidlo WST-1 

(vodou rozpustná tetrazoliová sůl) k posouzení schopnosti buněk redukovat toto činidlo 

na formazon, čímž se zvýší absorbance měřeného vzorku, která signalizuje přítomnost živých 

buněk. Pro tento účel byly buňky distribuovány do 96-jamkových destiček o hustotě 2 × 104 

buněk na jamku a byly inkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a 5% CO2. Poté byly buňky 

vystaveny různým koncentracím katabolitů: c1= 400 µg/ml, c2= 200 µg/ml, c3= 100 µg/ml, 

c4= 50 µg/ml, c5= 25 µg/ml, c6= 12,5 µg/ml, c7= 6,25 µg/ml, a kontrolní skupina c0= 0 µg/ml, 

a inkubovány dalších 24 hodin za stejných podmínek. Po uplynutí 24 hodin bylo médium 

s testovanými látkami odsáto a do každé jamky bylo následně přidáno 110 µl média s WST-1 

reagencií v poměru 10:1. Po hodinové inkubaci byla změřena absorbance každé jamky 

pomocí spektrofotometru (Perkin Elmer Victor 2 V, USA). Životaschopnost buněk byla 

vyčíslena z porovnání absorbance ošetřených a kontrolních buněk, přičemž test byl proveden 

ve třech opakováních. Průměrná životaschopnost nižší než 90 % byla považována za indikaci 

toxické koncentrace použitých katabolitů. Pro účely metabolomického studia byly vybrány 

koncentrace desetkrát nižší než nejnižší koncentrace vykazující toxicitu (tab. 2). 
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Tabulka č. 2: Finální koncentrace mikrobiálních katabolitů rutinu a jim strukturálně 

podobných látek použitých při metabolomickém experimentu na Caco-2 buněčné linii, 

stanovené testem viability 

 

Látka Koncentrace látky 

3-OHPAA 40 µg/ml 

4-OHPAA 40 µg/ml 

3-OHPPA 40 µg/ml 

3,4-diOHPAA 10 µg/ml 

Kvercetin  2,5 µg/ml  

Kyselina kávová 40 µg/ml 

Kyselina dihydrokávová 20 µg/ml 

Rutin 10 µg/ml 

Kontrolní medium 

(DMEM+10%FBS) 

0 µg/ml 

4.3 Metabolomický experiment na Caco-2 buněčné linii 

Buňky linie Caco-2 byly nejprve pročištěny od původního média, následně 

resuspendovány v DMEM při hustotě 6 × 105 buněk na 1 ml a vysázeny na Petriho misky 

o průměru 100 mm. Inkubace (37 °C a 5% CO2 atmosféra) buněk probíhala v 10 ml DMEM 

s přídavkem 10 % ml fetálního bovinního séra (FBS), 1 % neesenciálních aminokyselin 

(NEAA) zakoupených od společnosti Sigma-Aldrich. Proces diferenciace trval 14 dní, během 

kterých bylo médium pravidelně obměňováno každé 2-3 dny. Poté byly buňky ošetřeny 

DMEM obsahujícím mikrobiální katabolity rutinu a jim strukturálně podobné látky 

v koncentraci určené cytotoxickým testem (tab. 2) a 10 % FBS, 1 % NEAA a inkubovány 

24 hodin při stejných podmínkách. Experiment byl zhotoven ve třech biologických 

opakováních, ke kterým byly použity devátá, desátá a jedenáctá buněčná pasáž. 

4.4 Příprava vzorků média 

Po 24hodinové inkubaci bylo z Petriho misek odebráno 2 ml média, které bylo přidáno 

do zkumavky obsahující 4 ml chlazeného 90% methanolu (předem chlazeného na -80 °C 

po dobu 24 hodin) za účelem rychlé inaktivace enzymů. Tyto zkumavky byly ihned 

přemístěny do -20 °C a do 30 minut centrifugovány (4 °C, 16 000 g, 10 min). Následně bylo 

odebráno 5 ml supernatantu, který byl převeden do lyofilizátoru a sušen do sucha po dobu 

24 hodin. Vysušené vzorky byly uloženy při -80 °C do doby analýzy pomocí 1H NMR 

spektrometrie. 

4.5 Příprava vzorků pro NMR analýzu 

Odpařená média v 15 ml falkonkách byla resuspendována v 700 μl deuterované vody 

(D2O). Pro zhomogenizování byl u jednotlivých vzorků použit Vortex po dobu 30 sekund. 

Veškerý obsah falkonek byl převeden do mikrozkumavek Eppendorf. Jednotlivé vzorky byly 

pročištěny centrifugací (5 min, 4 °C, 15 000 rpm). Poté bylo z každé mikrozkumavky 

odebráno 630 μl supernatantu a převedeno do předem připravených a nových 
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mikrozkumavek. Do nich bylo přidáno 70 μl NMR pufru (s TSP, pH 7.4). Následně byly 

znovu podrobeny Vortexu a centrifugaci (5 min, 4 °C, 15 000 rpm). Nakonec bylo odebráno 

600 μl supernatantu do NMR zkumavky. 

4.6 1H NMR spektrometrie 

Spektra byla změřena na spektrometru Bruker Avance III vybaveném broadband 

observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH, 

Rheinstetten, Německo), který k práci využívá protonovou frekvenci 500,23 MHz. Teplota 

měřění byla 298 K (25 °C). 1H NMR spektra byla získána a zpracována za stejných 

podmínek. Pro potlačení signálu vody byla použita pulzní sekvence noesypr1d při 4,704 ppm. 

Pro každý vzorek byl použit jednodimenzionální 1H experiment s následujícími parametry: 

počet skenů NS 128, počet datových bodů 32k při šířce spektra 16 ppm, relaxační prodleva 

1 s, akviziční čas 4 s, směšovací čas 0,1 s. Ladění přístroje, kalibrace 90º pulzu a šimování 

byly optimalizovány automaticky pomocí standardních automatických rutin (atma, lock, rga, 

pulsecal a topshim). Signál volné precese (FID) byl před Fourierovou transformací zpracován 

zero filling, line broadening 0,3 Hz a exponenciální multiplikací. Spektra byla manuálně 

fázována a referencována na TSP 0.00 ppm v programu Topspin. Alignment a export spekter 

byl proveden v programu Mestrenova, anotace látek a kvantifikace v programu Chenomx 8.5. 

4.7 Zpracování spekter 

Spektra byla referencována na TSP (0.00 ppm) v programu Topspin. Manuální 

fázování, úprava základní čáry referenční linie, alignment a export spekter byl proveden 

v programu Mestrenova verze 14.2.3. Podmnožina spekter byla anotována pomocí Chenomx 

Profiler verze 8.6, využívající předinstalovanou spektrální knihovnu a vlastní interní databázi. 

Pro každou anotovanou sloučeninu byl vybrán reprezentativní, čistý, odlišný a kvantitativní 

interval ppm, na jehož základě byla další spektra kvantifikována pomocí regresních rovnic. 

4.8 Statistické vyhodnocení 

Pro vyhodnocení získaných dat byl použit statistický program IBM SPSS Statistics 

a Microsoft Excel. Byl využit párový t-test pro jednotlivá biologická opakování. 
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5 Výsledky 

V 1H NMR spektru bylo identifikováno celkem 34 metabolitů. Metodou, která byla 

použita pro kvantifikaci látek se podařilo z 34 metabolitů spolehlivě kvantifikovat 31. 

Jednotlivé metabolity zobrazuje tabulka č. 3.  

 

Tabulka č. 3: Přehled metabolitů ve vzorcích  

 

Kvantifikované látky Nekvantifikované látky 

Glycin      Isopropanol 

Alanin   Hydroferulová kyselina 

Valin  Glutamin 

Leucin   

Isoleucin   

Methionin   

Prolin  

Fenylalanin        

Tryptofan   

Threonin     

Asparagin  

Tyrosin     

Lysin        

Histidin    

Acetát  

Sukcinát  

Fumarát  

Formiát  

Laktát  

Pyroglutamát  

Glucosa  

Fruktosa  

Methanol  

Ethanol  

Glycerol  

Myo-Inositol  

2-hydroxyisovalerát  

3-hydroxyisovalerát  

2-methylglutarát  

Kyselina p-hydroxyfenyloctová  

Kyselina 3-hydroxyfenyloctová  

 

 Po kvantifikaci byl proveden párový t-test na základě buněčných pasáží a byly 

stanoveny signifikantní látky v porovnání s kontrolním vzorkem. Celkem bylo stanoveno 18 

signifikantních látek (tab. 4). V katabolitech 3-OHPPA a 4-OHPAA nebyl shledán žádný 

signifikantní metabolit. Z toho můžeme vyvodit, že 3-OHPPA a 4-OHPAA nijak neovlivnily 

metabolismus Caco-2 buněk, který by se projevil v médiu. Jiné katabolity rutinu naopak 

dokázaly ovlivnit metabolismus Caco-2 nárůstem nebo poklesem alespoň jedné látky 

v médiu.  
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Tabulka č. 4: Množství metabolitů v porovnání s kontrolním médiem  

 

Signifikantní 3,4-diOHPAA 

 

3-OHPAA 

 

Kvercetin 

 

Kys. 

kávová 

 

Kys. 

dihydrokávová 

 

Rutin 

Methionin 
   ↓   

Leucin 
  ↓    

Isoleucin 
 ↓     

Asparagin 
  ↑   ↑ 

Threonin 
 ↓     

Fenylalanin 
  ↓    

Histidin 
   ↑   

Glukosa 
   ↑   

Methanol 
 ↓     

Myo-inositol 
     ↑ 

Acetát 
   ↑   

Fumarát 
    ↓  

Sukcinát 
  ↓    

Formiát 
↑    ↑  

2-hydroxyisovalerát 
 ↓ ↓    

3-hydroxyisovalerát 
 ↓     

Kyselina p-

hydroxyfenyloctová 

   ↑   

Kyselina 3-

hydroxyfenyloctová 

    ↑  
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Inkubace 3,4-diOHPAA s buňkami Caco-2 vedla ke zvýšení koncentrace formiátu 

o 5 µg/ml (obr. 9). Byl zaznamenán nárůst o 6 % vůči kontrole se směrodatnou odchylkou 

(σ = 8,11 µg/ml). 

 
Obrázek č. 9: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace 3,4-diOHPAA 

 

Inkubace s 3-OHPAA naopak ovlivnila metabolismus Caco-2 buněk snížením 

koncentrace 5 látek (obr. 10). Přesněji isoleucinu o 118 µg/ml (pokles o 9 %, 

σ = 240,48 µg/ml), threoninu o 194 µg/ml (pokles o 12 %, σ = 347,82 µg/ml), methanolu 

o 1 339 µg/ml (pokles o 36 %, σ = 1406,22 µg/ml), 2-hydroxyisovalerátu o 8 µg/ml (pokles 

o 10 %, σ = 14,54 µg/ml) a 3-hydroxyisovalerátu o 7 µg/ml (pokles o 8 %, σ = 26,92 µg/ml). 

Nejvyšší rozdíl v koncentraci vůči kontrole byl pozorován u methanolu. Pro detailnější 

přehled rozdílu mezi koncentracemi byl graf rozdělen na dvě části. 

 

 
Obrázek č. 10: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace 3-OHPAA  
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Ve vzorcích s kvercetinem byly pozorovány v porovnání s kontrolou snížené 

koncentrace leucinu o 70 µg/ml (pokles o 9 %, σ = 125,16 µg/ml), fenylalaninu o 73 µg/ml 

(pokles o 7 %, σ = 164,65 µg/ml), sukcinátu o 10 µg/ml (pokles o 5 %, σ = 52,57 µg/ml), 

2-hydroxyisovalerátu o 18 µg/ml (pokles o 23 %, σ = 17,24 µg/ml) a zvýšené koncentrace 

asparaginu o 37 µg/ml (nárůst o 28 %, σ = 23,94 µg/ml) (obr. 11). 

 

Obrázek č. 11: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace kvercetinu 

 

V přítomnosti kyseliny kávové byla zaznamenána zvýšená koncentrace histidinu 

o 90 µg/ml (nárůst o 22 %, σ = 54,68 µg/ml), glukosy o 3 362 µg/ml (nárůst o 16 %, 

σ = 5 905,22 µg/ml), acetátu o 51 µg/ml (nárůst o 17 %, σ = 38,80 µg/ml) a kyseliny 

p-hydroxyfenyloctové z 0 µg/ml na 201 µg/ml, tudíž o 201 µg/ml (σ = 115,17 µg/ml). 

A naopak se snížila koncentrace methioninu o 307 µg/ml (pokles o 86 %, σ = 160,81 µg/ml) 

(obr. 12). 

 

 
Obrázek č. 12: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace kyseliny kávové 
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V přítomnosti kyseliny dihydrokávové byly pozorovány zvýšené koncentrace formiátu 

o 12 µg/ml (nárůst o 15 %, σ = 10,35 µg/ml), kyseliny 3-hydroxyfenyloctové o 22 µg/ml 

(nárůst o 733 %, σ = 14,47 µg/ml) a snížené koncentrace fumarátu o 3 µg/ml (pokles o 18 %, 

σ = 2,52 µg/ml) (obr. 13). 

 
Obrázek č. 13: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace kyseliny dihydrokávové 

 

Při inkubaci Caco-2 buněčné linie s rutinem byly zjištěny zvýšené koncentrace 

asparaginu o 85 µg/ml (nárůst o 64 %, σ = 43,46 µg/ml) a myo-inositolu o 132 µg/ml (nárůst 

o 30 %, σ = 113,56 µg/ml) (obr. 14).   

 

 

Obrázek č. 14: Rozdíly v koncentracích metabolitů vlivem aplikace rutinu  
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6 Diskuze 

Informace týkající se metabolismu mikrobiálních metabolitů na střevním epitelu jsou 

do současné doby značně omezené a neexistuje o něm dostatečné množství informací. 

Většina studií se zabývá pouze identifikací a stanovením koncentrací vznikajících 

mikrobiálních metabolitů z primárních sloučenin polyfenolů s využitím vsádkové 

fermentace. V této diplomové práci byly ovšem již známé mikrobiální metabolity rutinu 

aplikovány na Caco-2 buněčnou linii, která sloužila jako in vitro model střevního epitelu. 

Kromě toho byl zkoumán ještě vliv rutinu a látek strukturně podobných mikrobiálním 

metabolitům rutinu. Byly pozorovány změny v metabolismu Caco-2 buněk v důsledku 

inkubace s 3,4-diOHPAA, 3-OHPAA, 4-OHPAA, 3-OHPPA, kvercetinem, kyselinou 

kávovou, dihydrokávovou a rutinem. Výsledné koncentrace byly porovnány s kontrolním 

vzorkem.  

Výsledky výzkumu potvrzují hypotézu, že mikrobiální metabolity rutinu dokáží 

ovlivnit metabolismus střevních buněk. Ovšem vysvětlení, jak přesně tyto mikrobiální 

katabolity dokáží ovlivnit koncentrace jednotlivých vzniklých metabolitů nelze zatím 

ve všech případech přesně vysvětlit. Je zapotřebí dalšího výzkumu, který poslouží lepšímu 

porozumění.  

Dle výsledků výzkumu bylo zjištěno, že inkubace Caco-2 buněk s 3,4-diOHPAA 

vedla ke zvýšení koncentrace formiátu. Ten v organismu vzniká dvojím způsobem. Jako 

vedlejší produkt anaerobní fermentace některých druhů bakterií a zároveň endogenním 

metabolismem serinu, glycinu, methioninu, cholinu a methanolu (Pietzke et al. 2020). 

Přítomnost 3-OHPAA snížila koncentrace některých aminokyselin, přesněji isoleucinu 

a threoninu. Ačkoliv aminokyseliny mohou přes střevní membránu difundovat 

prostřednictvím vodních pórů nebo difuzních kanálů, v převážné většině jsou transportovány 

pomocí přenašečových systémů (Argiles & Lopez-Soriano 1990). Tudíž je možné, 

že 3-OHPAA dokáže zvýšit aktivitu transportních systémů pro isoleucin a threonin, které se 

v Caco-2 buňkách vyskytují a tím snížit jejich koncentrace v médiu v porovnání 

s kontrolním vzorkem. Toto tvrzení bude ovšem potřeba ještě ověřit v dalším výzkumu. 

Kromě toho inkubace s 3-OHPAA vedla ke snížení koncentrace methanolu, který je v těle 

přirozeně se vyskytující sloučeninou. V organismu může přirozeně vznikat díky 

metabolickým procesům zahrnující S-adenosyl methionin a fermentací střevními bakteriemi, 

ty se ovšem v našem střevním modelu nevyskytovaly. Mezi jeho hlavní exogenní zdroje 

v organismu patří ovoce, zelenina a alkohol (Dorokhov et al. 2015). Uvádí se, 

že při konzumaci 10-15 g pektinu, který se vyrovná 1 kg jablek/den vznikne 0,4-1,4 g 

methanolu. Zatímco endogenní produkcí vznikne za den přibližně 0,3-0,6 g methanolu 

(Lindinger 1997). Bez ohledu na jeho zdroj jsou ovšem v organismu koncentrace methanolu 

udržovány fyziologicky nízké, díky metabolické clearance (Dorokhov et al. 2015). 

A v neposlední řadě byl pozorován pokles 2-hydroxyisovalerátu a 3-hydroxyisovalerátu, 

což jsou organické hydroxykyseliny, které se liší způsobem vzniku. 2-hydroxyisovalerát 

vzniká katabolismem valinu, zatímco 3-hydroxyisovalerát vzniká katabolismem leucinu. 

Koncentrace těchto dvou sloučenin mohou sloužit v organismu jako biomarkery některých 

onemocnění (Vicente-Muñoz et al. 2015, Oh et al. 2024, OuYang et al. 2011). 
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 U inkubace s 4-OHPAA a 3-OHPPA nebyly zaznamenány žádné statisticky 

významné změny v metabolismu Caco-2 buněk, které by bylo možné pozorovat v médiu. 

Je možné, že jejich koncentrace ve vzorcích nebyly dostatečné nebo se opravdu nepodílejí 

na změně v metabolismu střevních buněk. 

V přítomnosti kvercetinu byla zaznamenána snížená koncentrace sukcinátu. Sukcinát 

vzniká v organismu hostitelskými buňkami jako intermediální metabolit cyklu trikarboxylové 

kyseliny produkovaný v mitochondriích nebo pomocí střevní mikrobioty mikrobiální 

fermentací sacharidů a aminokyselin. Nejedná se jen o pouhý vedlejší produkt některých 

bakterií, neboť je důležitým metabolitem křížového krmení (Fernández-Veledo & Vendrell 

2019). Nicméně jeho vysoké koncentrace ve střevě jsou spojeny s narušením rovnováhy 

střevního mikrobiomu, jelikož sukcinát ve střevním lumen podporuje množení patogenních 

mikroorganismů, které využívají sukcinát jako zdroj živin (Connors et al. 2019). Dále stejně 

jako u 3-OHPAA byla pozorována snížená koncentrace 2-hydroxyisovalerátu ve vzorku 

a zaznamenány změny v koncentracích některých aminokyselin, přesněji došlo k poklesu 

leucinu, fenylalaninu a vzestupu asparaginu. Možné ovlivnění koncentrací aminokyselin 

ve vzorcích, jak už již bylo zmiňováno, může být dáno ovlivněním jejich transportních 

systémů na apikální straně střevních buněk.  

Kromě mikrobiálních metabolitů rutinu byl dále zkoumán vliv kyseliny kávové. 

V důsledku její aplikace byla v médiu pozorována vyšší koncentrace acetátu, který je řazen 

mezi SCFA. SCFA jsou mastné kyseliny s krátkým řetězcem (méně než 6 atomů uhlíku) 

(Tan et al. 2014), které vznikají degradací nestravitelných polysacharidů střevní mikrobiotou 

(Fusco et al. 2023). Spolu s propionátem a butyrátem tvoří nejvíce zastoupené SCFA. Ty se 

ovšem v našich vzorcích identifikovat nepodařilo. Vliv kyseliny kávové na koncentrace 

acetátu zkoumala i studie Parkar et al. (2013) a potvrdila naše tvrzení. Kromě vlivu kyseliny 

kávové na koncentrace acetátu tato studie zkoumala i vliv rutinu, kvercetinu, kyseliny 

chlorogenové a inulinu na koncentrace všech tří SCFA (acetátu, propionátu a butyrátu) 

a došla k závěru, že všechny polyfenoly zvýšují produkci SCFA, nicméně nejvyšší změny 

v koncentracích jsou právě u kyseliny kávové. V našem výzkumu se ovšem zvýšení 

koncentrace acetátu vlivem aplikace rutinu a kvercetinu potvrdit nepodařilo. 

SCFA hrají v lidském organismu nezastupitelnou roli a zastávají hned několik 

zásadních funkcí od ovlivnění imunitního systému po regulaci metabolických drah 

až po obnovu střevní bariéry (Fusco et al. 2023). Jsou významným zdrojem energie 

pro kolonocyty a mají vliv na pohyblivost tlustého střeva, průtok krve tlustým střevem 

a gastrointestinální pH. Tyto parametry významně ovlivňují absporpci a příjem elektrolytů 

a živin (Tazoe et al. 2008). Koncentrace SCFA přirozeně kolísají v průběhu života, což je 

dáno složením střevního mikrobiomu a pestrostí stravy, která ovlivňuje množství vznikajích 

SCFA a množství substrátu, který jsou důležitý pro vznik SCFA (Fusco et al. 2023). 

Nedostatek SCFA může v organismu způsobit vznik různých onemocnění. Mezi některé 

z nich patří například alergie, astma, autoimunitní, nádorová, metabolická a neurologická 

onemocnění (Tan et al. 2014). To je jeden z důvodů, proč se některé studie zabývají tím, 

jak by jejich koncentrace v organismu mohly zvýšit (Lee et al. 2022, Vinelli et al. 2022). 

 Potvrdili jsme také již známé zjištění, že kyselina kávová má vliv na střevní absorpci 

glukosy (Welsch et al. 1989). Ve vzorcích inkubovaných s kyselinou kávovou byly stanoveny 

mnohem vyšší koncentrace v porovnání s kontrolou. Je to dáno tím, že kyselina kávová 



40 

inhibuje glukosové transportéry, čímž zpomaluje absorbci glukosy Caco-2 buněčnou linií. 

Klíčovými transportéry glukosy ve střevě jsou SGLT1 a GLUT2 (Koepsell 2020). Kyselina 

kávová přesněji inhibuje sodík-dependentní transportér SGLT1, který mimo jiné může být 

inhibován také kyselinou chlorogenovou, ferulovou (Welsch et al. 1989) a kvercentinovými 

glykosidy (Cermak et al. 2004). Transport glukosy pomocí GLUT2 bývá zase inhibován 

myricetinem, kvercetinem a apigeninem (Johnston et al. 2005). V současné době se více 

než vliv konkrétních látek zkoumá účinek extraktů z ovoce a bylin bohatých na polyfenoly 

s možným potenciálem při léčbě diabetu mellitu 2. typu (Neagu et al. 2023, Prpa et al. 2020). 

Dále přítomnost kyseliny kávové ovlivnila koncentrace kyseliny p-hydroxyfenyloctové, která 

je hlavním mikrobiálním metabolitem flavonoidů a měla vliv na koncentrace aminokyselin, 

kdy pravděpodobně inhibovala transportér pro histidin na apikální straně Caco-2 buněk a tím 

mohla zvýšit jeho koncentrace v médiu. Na druhou stranu pravděpodobně zvýšila přenos 

methioninu a tím jeho koncentraci ve vzorku snížila. Výzkum přenašečových systémů 

aminokyselin ve střevním epitelu je značně obtížný, vzhledem k tomu, že existuje mnoho 

transportních systémů s překrývajícími se specifiky. Nicméně se uvádí, že během několika 

posledních desetiletích se podařilo úspěšně identifikovat většinu epiteliálních transportérů 

aminokyselin (Bröer 2008). 

Přítomnost kyseliny dihydrokávové stejně jako 3,4-diOHPAA vedla ke zvýšení 

koncentrace formiátu a k tomu ještě kyseliny 3-hydroxyfenyloctové, která se řadí mezi 

mikrobiální katabolity rutinu. Možné mechanismy vzestupu nejsou do současné doby známy. 

Dále snížila koncentrace fumarátu, který patří mezi metabolity citrátového cyklu. 

V organismu vzniká dehydrogenací sukcinátu a je přeměňován na malát. Zároveň vzniká 

katabolismem některých aminokyselin a při detoxikaci amoniaku v močovinovém cyklu 

(Chandel 2021). Fumarát je řazen mezi onkometabolity. Studie Zheng et al. (2013) uvádí, 

že jeho akumulace v buňkách je zpravidla způsobena deficitem fumaráthydratázy a je spojena 

s výskytem leiomyomatózy a rakoviny ledvin. 

Přítomnost rutinu vedla ke zvýšení koncentrace myo-inositolu, což je cukerný alkohol, 

který má podobnou strukturu s glukosou a je v nízkých koncentracích běžně zastoupen 

v mnoha potravinách. Uvádí se, že myo-inositol má vliv na aktivaci glukosových transportérů 

a její utilizaci (Chukwuma et al. 2016). Některé studie uvádí, že suplementace myo-inositolu 

má vliv na metabolismus lipidů a glukosy, proto se jeví jako vhodné nutraceutikum u diabetu 

mellitu 2. typu (Yap et al. 2007, Maeba et al. 2008). Nicméně v tomto výzkumu žádný 

statisticky významný vliv na metabolismus glukosy nebyl pozorován. Kromě myo-inositolu 

měla inkubace s rutinem dále vliv i na koncentrace asparaginu stejně jako kvercetin. 
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7 Závěr 

Na základě výsledků této diplomové práce lze konstatovat, že rutin, mikrobiální 

metabolity rutinu a jim strukturně podobné metabolity dokáží ovlivnit metabolismus střevních 

epiteliálních buněk. Změny v metabolismu Caco-2 buněčné linie jsou natolik patrné, že lze 

potvrdit hypotézu diplomové práce. 

 Ve vzorcích média Caco-2 buněk bylo kvatinfikováno celkem 31 metabolitů. 

U 18 z nich byly pozorovány statisticky významné změny v koncentracích v důsledku 

aplikace příslušných látek. Metabolismus Caco-2 buněk byl nejvíce ovlivněn vlivem inkubace 

s kvercetinem, 3-OHPAA a kyselinou kávovou, přičemž každý z těchto katabolitů ovlivnil 

koncentrace pěti vzniklých metabolitů. Kyselina dihydrokávová ovlivnila koncenrace tří 

vzniklých metabolitů, rutin dvou a 3,4-diOHPAA jednoho. U 4-OHPAA a 3-OHPPA nebyly 

zaznamenány žádné statisticky významné změny v koncentracích metabolitů. Tyto poznatky 

příspívají k hlubšímu porozumění střevního metabolismu, mikrobiálním metabolitům 

polyfenolů a jejich vlivu na organismus člověka.  

Dále je důležité poznamenat, že výzkum vlivu mikrobiálních metabolitů na epitel 

střevních buněk touto závěrečnou prací nekončí. Stále existuje mnoho otázek, které je třeba 

zodpovědět. Dalším krokem k porozumění metabolismu rutinu a jeho interakce se střevními 

buňkami bude metabolomická analýza extraktů Caco-2 buněčné linie a stanovení transportu 

mikrobiálních metabolitů rutinu přes střevní buňky. Očekává se, že tím dojde k rozšíření 

našich poznatků a objasnění otázek, jež vzešly z této diplomové práce.  
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9 Seznam použitých zkratek a symbolů 

ABC ATP-binding cassette = ABC transportní proteiny 

CE-MS Kapilární elektroforéza s hmotnostní spektrometrií 

D2O Deuterovaná voda 

DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium 

ESI-MS Elektrosprejová ionizační hmotnostní spektrometrie 

FBS Fetální bovinní sérum 

GC-MS Plynová chromatografie s hmotnostním spektrometrií 

HPLC High-performance liquid chromatography = vysokoúčinná      

 

UHPLC 

 

kapalinová chromatografie 

Ultra-High-Performance Liquid Chromatography = ultra vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie 

LC-MS Kapalinová chromatografie s hmotnostním spektrometrií 

LDL Low density lipoprotein = nízkodenzitní lipoprotein 

MRP Multirezistentní proteiny 

NEAA Neesenciální aminokyseliny 

NMR Nukleární magnetická rezonance 

P-gp P-glykoprotein 

SCFA Mastné kyseliny s krátkým řetězcem  

SGLT Sodium-glukose transport protein = glukosový transportér 

TOF Time of fligh t = doba letu 

WST 

3,4-DHT                

Water soluble tetrazolium = vodou rozpustná tetrazoliová sůl 

3,4-dihydroxytoluen 

3,4-diOHPAA Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctová 

3-OHPAA Kyselina 3-hydroxyfenyloctová 

3-OHPPA Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl) propionová 

4-OHPAA Kyselina 4-hydroxyfenyloctová 
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