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VIiv resveratrolu na metabolom stolice

Souhrn

Resveratrol je sekundarni metabolit nékterych druhii rostlin a fadi se mezi
nejvyznamnéjsi zastupce stilbenoidd. Jedna se o chemickou latku, kterd ma nizkou
biodostupnost a podléhd rychlému metabolismu v jatrech a stievech. PredevSim v tlustém
sttevé dochazi k oboustranné interakci mezi resveratrolem a stfevni mikrobiotou.
Tato vzajemna komunikace vyrazné ovlivituje metabolismus resveratrolu, slozeni stfevniho
metabolomu i sloZeni samotného mikrobiomu. Resveratrol ma mnoho pozitivnich uéinku
na lidsky organismus. Znama je zejména ochrana proti kardiovaskuldrnim chorobam, ale také

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na vyzkum mikrobidlniho metabolismu
resveratrolu a jeho vlivu na stievni metabolom v in vitro fekalnim fermentaénim systému.
Jako inokulum byly vyuzity Cerstvé vzorky stolice od 20 riznych darct. V péti ¢asovych
bodech 0, 2, 4, 8 a 24 hodin byly z fermenta¢niho systému odebirany vzorky pro méfeni.
Vzorky byly podrobeny NMR analyze a UHPLC/Q-TOF analyze. Ziskana data byla nasledné
analyzovana pomoci vystupnich programti (Chenomx 8.5, XCMS), a nakonec statisticky
vyhodnocena v Microsoft Excel a IBM SPSS Statistics 28. Cilem praktické ¢asti bylo stanovit
hlavni katabolity resveratrolu v modelu tlustého stfeva a vyhodnotit, jakym zpiisobem piidavek
resveratrolu ovlivnil metabolom stolice.

Vysledky z této studie ukazuji, Ze resveratrol byl metabolicky transformovan stfevni
mikrobiotou. Identifikovany byly dva hlavni metabolity resveratrolu, a to dihydroresveratrol
a lunularin. Nicméné lunularin byl na rozdil od dihydroresveratrolu detekovan pouze pomoci
kapalinové chromatografie. Dihydroresveratrol vznikal u vSech dérct, ale byly zjistény velké
interindividudlni rozdily v jeho produkci. Naopak lunularin byl nalezen pouze u deviti darcii
s pfevahou producenti s vékem do 45 let (6 darchi). Dale bylo zjiSténo, Zze po piidani
resveratrolu doSlo ke sniZeni koncentrace mastnych kyselin s kratkym uhlikatym fetézcem
a ke zvyseni koncentrace glukozy a trehaldzy v Case. V oSetienych variantach byly pozorovany

také rozdily v produkeci acetatu, izobutyratu a glukdzy mezi v€kovymi skupinami.

Klic¢ova slova: kapalinova chromatografie, metabolomika, mikrobiota, NMR, resveratrol



The effect of resveratrol on faecal metabolome

Summary

Resveratrol is a secondary metabolite of some plant species and one of the most
important representatives of stilbenoids. It is a chemical compound that has low bioavailability
and rapid metabolism in the liver and intestine. Especially in the colon, there is a bilateral
interaction between the resveratrol and the gut microbiota. This interaction significantly affects
the metabolism of resveratrol, the composition of the intestinal metabolome
and the composition of the microbiome itself. Resveratrol has many positive effects
on the human organism. It is known for protection against cardiovascular disease, but also
for antioxidant, anti-inflammatory and other health benefits.

The practical part of this thesis was focused on the research of microbial metabolism
of resveratrol and its effect on the intestinal metabolism in the in vitro faecal fermentation
system. Fresh stool samples from 20 different donors were used as inoculum. At five time points
0, 2, 4, 8 and 24 hours, samples were taken from the fermentation system for measurement.
The samples were subjected to NMR analysis and UHPLC/Q-TOF analysis. The obtained data
were subsequently analysed using output programs (Chenomx 8.5, XCMS), and finally
statistically evaluated in Microsoft Excel and IBM SPSS Statistics 28. The aim of the practical
part was to determine the main catabolites of resveratrol in the colon model and evaluate how
the addition of resveratrol affected the stool metabolome.

The results of this study show that resveratrol was metabolically transformed by
gut microbiota. Two major metabolites of resveratrol have been identified, dihydroresveratrol
and lunularin. However, unlike dihydroresveratrol, lunularin was detected only by liquid
chromatography. Dihydroresveratrol was produced by all donors, but large interindividual
differences in its production were found. In contrast, lunularin was found in only nine donors
with a predominance of producers under the age of 45 (6 donors). Furthermore, the addition
of resveratrol was found to reduce the concentration of short carbon chain fatty acids and
increase the concentration of glucose and trehalose over time. Differences in the production of

acetate, isobutyrate and glucose among age groups were also observed in the treated variants.

Keywords: liquid chromatography, metabolomics, microbiota, NMR, resveratrol
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1 Uvod

Predmétem této prace je vyzkum metabolismu resveratrolu v in vitro modelu tlustého
stieva a déle jeho vliv na slozeni stfevniho metabolomu. Resveratrol je pfirodni chemicka latka,
jejiz vznik je odvozen od Sikimatové drahy v rostlinach. Vysoky obsah resveratrolu byl nalezen
v kiidlatce japonské (Polygonum cuspidatum), révé vinné (Vitis vinifera), ale také v plodech
podzemnice olejné (Arachis hypogaea) (Riccio et al. 2020). Resveratrol patii mezi
nejvyznamnéjsi zastupce stilbent, které spadaji do velké skupiny polyfenoli. Pfedpoklada se,
ze stilbeny mohou slouzit jako prevence proti nékterym chronickym onemocnénim, jako jsou
kardiovaskularni choroby, neurodegenerativni onemocnéni a dalsi (Dvorakova & Landa 2017).
Z tady studii vyplyva, Ze resveratrol ma n€kolik pozitivnich biologickych vlastnosti. Pfikladem
zdravotné prospéSnych vlastnosti pro Clovéka muze byt kardioprotektivni, antioxidacni,

Stilbenoidy maji velmi nizkou biodostupnost, kterd je z velké €asti zplisobena jejich
rychlym metabolismem v jatrech a ve stfevech. Resveratrol nejvice podléhda metabolismu
Vv tlustém stieve, a to za Gcasti stievni mikrobioty, kterd ovliviiuje vznik metabolitd. Z divodu
rozdilného sloZzeni stfevni mikrobioty probiha metabolismus u kazdého jedince jinak (Bode et
al. 2013). Slozeni stievni mikrobioty se vyviji cely zivot a je zavislé na mnoha faktorech.
Jednim z faktort, ktery ma vliv na diverzitu stfevnich mikroorganismil je zptisob porodu.
Ve studiich byl zjistén vyznamny rozdil v druhovém zastoupeni bakterii mezi détmi, které byly
piivedeny na svét porodnimi cestami a cisafskym fezem (Lynch & Pedersen 2016).
Na formovani mikrobioty v brzkém véku se vyrazn€ podili také kojeni a specifické slozeni
matefského mléka. V neposledni fadé hraje vyznamnou roli strava a v€k jedince. Stfevni
mikrobiom je v dospélosti relativné stabilni, nicméné starnutim dochazi k naruSeni jeho
stability i funkce (Lynch & Pedersen 2016; Rinninella et al. 2019).

Osud resveratrolu v travicim traktu a jeho vliv na mikrobiotu jsou pfedmétem mnoha
invitro i in vivo studii. V doposud provedenych studiich byly nalezeny 3 hlavni metabolity
resveratrolu: dihydroresveratrol, trans-3,4'-dihydroxystilben a lunularin. Nové vzniklym
katabolitim se vénuje zvySena pozornost, jelikoz jsou povazovany za biologicky vyznamnéjsi
formy s moznymi fyziologickymi u¢inky (Jung et al. 2009; Bode et al. 2013; Jarosova et al.
2019). Predmétem vyzkumd je také schopnost resveratrolu ménit pribéh metabolickych drah,
coz zpusobuje zménu v metabolomu moci a stolice (Torres Santiago et al. 2019).

Charakterizaci a identifikaci metabolomu se zabyva vé&dni disciplina zvana
metabolomika, jejiz vyznam v poslednich letech vyrazné roste (Pinu et al. 2019). V soucasné
dobé¢ jsou v metabolomice nejvice vyuzivany analytické metody, jako je nukledrni magneticka
rezonance (NMR) ahmotnostni spektrometrie ve spojeni s chromatografii (plynovou,
kapalinovou) nebo elektroforetickou separaci (Dunn et al. 2011). Je zapotiebi brat v potaz,
ze kazda metoda ma své pro a proti. Napiiklad NMR je spolehlivéjsi pro stanoveni koncentraci
a ma vyssi reprodukovatelnost, naopak hmotnostni spektrometrie je citlivéjsi (Jin et al. 2019).
| pfesto, ze metabolomika je mlada védni disciplina, tak je zfejmé, Ze ndm v budoucnu miize
pomoct Kk hlubsimu pochopeni nékterych mechanismi. Kupfikladu znalosti z oblasti
metabolomiky mohou mit vyznamny dopad na prosazovani personalizovanych terapeutickych
pristuptt k prevenci a 1écbé chronickych onemocnéni, ale mohou byt vyuzity iV jinych
odvétvich nez pouze ve zdravotnictvi (napiiklad v potravinafstvi) (Kim et al. 2018).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe zaméfené
na metabolomiku a osud resveratrolu v travicim traktu ¢loveéka. Cilem praktické casti bylo
stanovit hlavni katabolity resveratrolu v modelu tlustého stieva s vyuzitim stolice darcii ze dvou
vekovych skupin (do 45 let a nad 70 let) pomoci nuklearni magnetické rezonance. Dal§im cilem
bylo vyhodnotit, jakym zptisobem piidavek resveratrolu ovlivnil metabolom stolice.

Hypotézy:

1) Resveratrol je mikrobialn¢ transformovan mikrobiotou tlustého streva.

2) Piidavek resveratrolu ovlivituje sttevni metabolom.

3) Slozeni sttevniho metabolomu se mezi dvéma sledovanymi vékovymi skupinami lisi.



3 Literarni reSerse
3.1 Stievni mikrobiota

Mikroorganismy osidlujici prostfedi lidského stfeva jsou souhrnné oznaCovany
jako stfevni mikrobiota. Do této skupiny se fadi jak bakterie, tak archea, houby a viry (Fan &
Pedersen 2021). Dominujicimi kmeny bakterii jsou Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria.
V men$im mnozstvi se vyskytuji bakterie z kmene Proteobacteria a VVerrucomicrobia (Tuohy
& Scott 2015). Vétsina patii mezi komenzalni nebo mutualistické mikroorganismy. Slozeni
sttevni mikrobioty je u kazdého jedince jedine¢né nejen kviili diverzité mikrobialnich kmend,
rozdilnym rychlostem ristu a strukturdlnim variantdim mikrobidlnich gent, ale také proto,
ze kazdy hostitel mé specificky geneticky materidl a je vystaven rozdilnym vliviim z prostiedi
(Fan & Pedersen 2021).

Slozeni stfevni mikrobioty je formovano jiZ na zacatku zivota kazdého z néas ihned
pfi porodu a vyviji se cely zivot. Predpoklada se, Zze rozdilné zastoupeni mikroorganismu
ve stieveé je zpusobeno typem porodu (porodnimi cestami, cisaiskym fezem), ale také tim,
zda je dit¢ kojeno ¢i nikoliv (Lynch & Pedersen 2016). Dominguez-Bello et al. (2010) se ve své
studii zabyvaji pravé zminénou diverzitou stfevnich mikroorganismti u déti, které byly
privedeny na svét porodnimi cestami a cisafskym fezem. Bylo zjisténo, Ze zatimco ptirozenym
porodem ziskavaji novorozenci bakterie podobajici se spiSe vagindlni mikrobioté matky
(Lactobacillus spp., Prevotella spp., Sneathia spp.), tak po porodu cisafskym fezem se rozviji
predev§im bakterie podobné tém, které se vyskytuji na matciné kuzi (Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp., Propionibacterium spp.) (Dominguez-Bello et al. 2010). Dalsim
dilezitym faktorem, ktery plisobi na rozmanitost stfevni mikrobioty, je jiz zminéné mateiské
mléko. Matetské mléko je pro kojence velmi dilezité zejména proto, ze formuje stievni
mikrobiotu tak, aby se co nejvice podobala té v dospélosti (Lynch & Pedersen 2016). Mimo jiné
obsahuje oligosacharidy, které maji ochranny prebioticky efekt snizujici pocet patogennich
mikroorganismu. Laktoferin je dal$i znamou slozkou matefského mléka a pfispiva k vyvoji
prospé$nych mikroorganismi zejména u piedéasné narozenych déti (Rinninella et al. 2019).
Po ptechodu z mlécné vyzivy na normalni se zvySuje diverzita mikrobioty. BEéhem dospivani
se stfevni mikrobiota postupné stdva vice stabilni a az v dospé€losti se o ni da fici, ze zlstdva
témet neménna. AvSak u starSich lidi se mikrobidlni pocet 1 rozmanitost sniZzuje zejména
v disledku snizené imunokompetence (Lynch & Pedersen 2016).

Stfevni mikrobiota se v lidském organismu G€¢astni mnoha déji. Podili se na metabolismu
slozek potravy a na spravné funkci imunitnich reakci (Patterson et al. 2014). Dale také slouzi
jako ochrana proti ristu patogennich mikroorganismil, syntetizuje vitamin K 1 nékteré slozky
vitamini skupiny B a metabolizuje nékteré¢ léky (Jandhyala 2015). Pfi metabolismu
jednotlivych slozek potravy vznika velké mnoZstvi bioaktivnich latek, nékdy také nazyvané
jako ,,farmabiotika“. Bioaktivni latky produkované stfevni mikrobiotou, pfikladem jsou mastné
kyseliny s kratkym uhlikatym fetézcem, exopolysacharidy (B-glukany), konjugovana linolova
kyselina a neuroprotektivni metabolity (serotonin, y-aminomaselna kyselina), mohou piimo
¢i nepiimo ovliviiovat fyziologické a metabolické procesy v lidském téle (Patterson et al.
2014). Zatimco izomery (Cis-9, trans-11 a trans-10, cis-12) zminéné konjugované linolové
kyseliny jsou znamy svymi antidiabetickymi, antiaterogennimi a hypolipidemickymi ucinky,
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mastné kyseliny s kratkym uhlikatym fetézcem hraji dilezitou roli jak v prevenci a 1écbé
nemoci (idiopatické stievni zanéty), tak v energetickém metabolismu hostitele (Patterson et al.
2014; Jandhyala 2015).

Velké rozmezi metabolickych funkci, které jsou zakdodované ve sttevnim mikrobiomu,
ud€luje lidskému t€lu biochemickou flexibilitu zpracovavat Sirokou skalu latek.
Kromé metabolismu zakladnich sloZzek potravy (sacharidi — Obrazek ¢. 1, proteind a lipidi)
se vV poslednich letech zvysil zajem o vyzkum mikrobidlnich pifemén rostlinnych latek,
ptikladem mohou byt polyfenoly (fenolové kyseliny, flavonoidy, lignany, stilbeny a tfisloviny)
a dalsi fytoestrogenni latky (Rowland et al. 2018). Diivodu pro¢ za poslednich par let narostl
pocet studii zabyvajicich se metabolismem fytoestrogennich latek existuje hned nékolik,
ale hlavnim divodem je pravdépodobné pochopeni G¢inku jejich metabolitti na lidské zdravi
a potencialni 1ékaiské vyuziti (Seyed Hameed et al. 2020).

Sacharidy
Hexosy/pentosy Fukosy/rhamnosy
l Glykolyza i
Fosfoeuolp}ﬁ"uVét € - DHAP + L-laktaldehyd
FORMIAT Pyruvat ——»( Oxalacetat
Bacteroidetes
Veillonell s
Eubacterium hallii CROTEITRE
Anaerostipes spp. y s
Veillonella spp. 2056()1/7 ¥ 5pp-
- g Con uminococcus
P 4 v v obeum
LAKTAT SUKCINAT
?{’" m_ lococcus Phascolarcto-
romi Coprococcus catiis MR
@cetaldehyd Megasphaera elsdenii SUCCHIAUES iy
i Propan-1,2-diol
Ethanol Coprococcits spp.

Roseburia spp.

Eubacterium hallii v

EIIb(ICf?I‘IIIIII ziecm/e L » PROPIONAT <

Faecalibacterium prausnit=ii

v
BUTYRAT

Obrazek 1 Metabolicka draha sacharidu (pfevzato a upraveno z Rowland et al. 2018)

V prvni fadé€ se provadi vyzkumy zamétené na to, jak metabolismus danych latek vibec
probiha a na jaké metabolity jsou vstupni slouceniny stfevni mikrobiotou metabolizovany,
protoze né&které metabolity maji vysSi biologickou aktivitu a tim padem i lepsi vyuziti
nez ostatni (van Duynhoven et al. 2011). Dale jsou zkoumany procesy také z druhé strany,
a to jaky maji vliv rostlinné latky (pfedevSim jiz zminéné polyfenoly) na stfevni mikrobiotu
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a metabolom, jelikoz se predpoklada, ze existuji interakce v obou smérech a vzniklé metabolity
ovliviuji rast nekterych bakterialnich rodt (Valdés et al. 2015).

3.2 Stilbenoidy

Stilbenoidy jsou fenolické sekundarni metabolity produkované mnoha rostlinnymi druhy,
mezi které patii réva vinna (Vitis vinifera), podzemnice olejna (Arachis hypogaea),
¢irok dvoubarevny (Sorghum bicolor), brusnice bortivka (Vaccinium myrtillus) a také nékteré
druhy stromt (Pinus spp. a Picea spp.) (Reinisalo et al. 2015). Jejich zakladni chemicka
struktura (Obrazek €. 2) je sloZena ze dvou aromatickych jader, ktera jsou spojena ethylenovym
mustkem a diky nému mohou existovat ve formé Cis- a trans-izomert. Na aromaticka jadra jsou
dale vazany substituenty (glykosylové, hydroxylové, methylové nebo isopropylové skupiny),
jez umoznuji vznik rozmanitych derivatd (El Khawand et al. 2018). Doposud bylo
identifikovano vice nez 400 latek, avSak jednou z nejznaméjSich je resveratrol, od kterého se
mimo jiné nékteré dalsi stilbenoidy odvozuji (Shen et al. 2009). Do skupiny derivath
odvozenych od resveratrolu patii oxyresveratrol, gnetol, piceatanol, pterostilben,
rhapontigenin, pinosylvin a dalsi (Dvorakova & Landa 2017; Akinwumi et al. 2018).

Monomery stilbenoidti maji nizkou biologickou dostupnost, coz je do jisté miry
zpiisobeno jejich rychlym metabolismem ve stfeve, ale i v jatrech za vzniku novych produktt
(Akinwumi et al. 2018). Ve stfevnich epitelialnich bunkach probiha jejich intenzivni pfeména
Vv konjugované formy (nejcastéji O-B-glukuronidy, 3-O-sulfaty a jejich methoxy-derivaty).
Vzniklé konjugaty bud’ prechdzi skrz bazolaterdlni membranu nebo podléhaji dal§imu
katabolismu, ale tentokrat mikrobialnimu. (Jarosova et al. 2019).

Obrazek 2 Zakladni struktura stilbenoidu

Témto fenolickym latkdm je vénovana zvysSend pozornost zejména diky pfedpokladanym
zdravotné prospéSnym vlastnostem. Stilbeny jsou zndmy piedevSim svymi antioxidac¢nimi,
et al. 2012; Krawczyk 2019). Nicméné je nutné podotknout, Ze stilbeny slouzi jako prevence
proti onemocnénim (zejména chronickym — diabetes mellitus, rakovina, kardiovaskularni
choroby, neurodegenerativni onemocnéni) nikoliv jako pifimé lécba u probihajicich nemoci
(Dvorakova & Landa 2017).

Ackoliv u stilbent zatim ptevazuji pozitivni vlastnosti nad témi negativnimi (naptiklad
genotoxickymi), u nékterych z nich jsou potifebné dalsi studie pred jejich pouzitim v primyslu,
aby byla zajisténa bezpe¢nost spotiebitelti (Medrano-Padial et al. 2021).
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3.2.1 Resveratrol

Resveratrol (Obrazek ¢. 3), strukturnim nazvem 3,5,4'-trihydroxy-trans-stilben, se fadi
mezi nejvyznamnéjsi zastupce stilbenoidi a poprvé byl objeven v kychavici velkokvété
(Veratrum grandiflorum) (Poulose et al. 2015). Diky tomu, ze resveratrol ve své chemické
struktufe obsahuje hydroxylové skupiny, aromaticka jadra a ethylenovy mistek, tak mize
podléhat fadé chemickych reakci (Tian & Liu 2020). Tato organicka sloucenina piirozené
vytvati dva izomery cis a trans, ale vyskytuje se pfedevsim ve formeé trans-izomeru, jenz je vice
stabilni i bioaktivngjsi (Chaplin et al. 2018; Tian & Liu 2020). Nicméné resveratrol je vysoce
fotosenzitivni a po vystaveni sluneénimu zafeni je jeho trans-izomer z velké ¢asti pfeménovan
(R. Neves et al. 2012). Dulezitou roli pfi vzniku novych fotoproduktt trans-resveratrolu
(cis-resveratrol, fenanthren-2,4,6-triol a 2-(4-hydroxyfenyl)-1-benzofuran-5,6-dion) hraje
predevsim UV B spektrum sluneéniho zafeni a délka jeho expozice (Zhao et al. 2015).
Resveratrol neni citlivy pouze k UV B zéfeni, ale také k oxidaci. Oxidace resveratrolu
je vyrazné ovlivnéna obsahem nékterych dalSich latek (ptikladem jsou hydrogenuhli¢itanové
ionty) i pH prostedi (Yang et al. 2010).

Resveratrol je syntetizovan skrze Sikimatovou drahu v Siroké Skale rostlinnych druhi.
Rostlinami je resveratrol vyuzivan jako ochrana proti mikrobidlnim infekcim (Casto zptisobené
plisni Botrytis cinerea), ale také proti ultrafialovému zafeni. Ziskava se z jejich kofent, stonk,
listh, kvéti, plodi a semen. Nachazi se napiiklad v kiidlatce japonské (Polygonum cuspidatum),
révé vinné a podzemnici olejné (Jung et al. 2009; Riccio et al. 2020).

OH

HO

OH

Obrazek 3 Chemicka struktura trans-resveratrolu

V soucasné dobé se jako zdroj pro jeho extrakci vyuZivaji zejména Cervené hrozny.
Uvadi se, Ze ve slupce &erstvych hroznil je obsah resveratrolu pfiblizné 5-10 x 102 g/kg (Tian
& Liu 2020). Konzumace Cerveného vina je spojovana stzv. francouzskym paradoxem.
na kardiovaskularni choroby, nez je tomu v jinych zemich (Velka Britdnie, Spojené staty
americké) 1 pfes to, Ze Francouzi konzumuji potraviny s vysokym obsahem nasycenych
mastnych kyselin (syry, fois gras apod.) (Renaud & de Lorgeril 1992). Moznym vysvétlenim
je mirnd a pravidelna konzumace cervené¢ho vina, ve kterém je obsazeno vys$S§i mnoZstvi
resveratrolu nez napiiklad v bilém viné. VyS$s§i koncentrace resveratrolu v cerveném viné
Je castecné zpusobena rozdilnymi postupy pfi technologickém zpracovani (Kopp 1998).
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Cervené vino a extrakty z vina neplisobi pozitivné pouze proti kardiovaskularnim
onemocnénim, ale také proti nezadoucim patogennim mikroorganismim (Jung et al. 2009).
Paulo et al. (2010) se ve svém in vitro vyzkumu zaméfili na to, proti kterym patogennim
bakteriim resveratrol pusobi. Bylo zjisténo, Ze resveratrol ma vétsSi antimikrobialni efekt
na grampozitivni bakterie (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a dalsi) pravdépodobné
z divodu odlisného strukturalniho a chemického slozeni. Zatimco U gramnegativnich bakterii
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae) byl pozorovan pouze
pokles ristu, tak u grampozitivnich bakterii bylo zcela zastaveno jejich mnozeni (Paulo et al.
2010).

Nicméné¢ resveratrol neinteraguje pouze S patogennimi mikroorganismy, ale také s bézné
se vyskytujicimi bakteriemi ze stfevniho prostiedi, u kterych je schopny zménit mnozstvi jejich
vyskytu (Jaimes et al. 2019). Z divodu vlivu resveratrolu na stievni mikrobiotu vznikly studie
zaméfené 1 na opacné pusobeni. Vysledky z té€chto studii dokazuji, Ze stfevni mikrobiota
se hojné podili na metabolismu resveratrolu za vzniku novych latek (Jung et al. 2009; Bode et
al. 2013; Jarosova et al. 2019).

Resveratrol je krom¢ antimikrobidlnich vlastnosti dobfe zndm 1isvymi dalSimi
pozitivnimi u€inky na zdravi, zejména antioxida¢nimi, protizanétlivymi, antikarcinogennimi,
neuroprotektivnimi a také antivirovymi (ma vliv na RNA i DNA viry) (Poulose et al. 2015;
Benedetti et al. 2020). Z divodu nové objeveného typu koronaviru (SARS-CoV-2) v roce 2019
se védci pokusili zjistit mozny lécebny Uc¢inek resveratrolu i proti virim tohoto typu.
Pasquereau et al. (2021) se ve své in vitro studii zabyvaji antivirovym ptsobenim resveratrolu
a uvadi, ze resveratrol inhibuje replikaci viri HCoV-229E a SARS-CoV-2.

Ackoliv ma trans-resveratrol ruzné terapeutické vlastnosti, jeho vyuziti in vivo
je prozatim omezeno nizkou biologickou dostupnosti. Snizena biologicka dostupnost
resveratrolu uvniti traviciho traktu (Zupanci¢ et al. 2015). Z tohoto divodu existuje snaha
vytvofit vhodnou strategii, pomoci které by bylo dosazeno zvySené biologické dostupnosti
resveratrolu. Timto problémem se zabyvaji napfiklad Brotons-Canto et al. (2020), ktefi u lidi
sledovali zmény koncentrace resveratrolu v krevni plasm€ po oralnim podani zeinovych
nanocastic s obsahem resveratrolu. Tato forma podani byla dobfe snaSena a koncentrace
resveratrolu i jeho metabolity byly v plazmé Iépe kvantifikovany. Vysledky ukazuji,
ze peroralni podani enkapsulovaného resveratrolu v zeinu mize byt vhodna forma pro zvyseni
jeho biologické dostupnosti, ale také dalSich polyfenolt (naptiklad flavonoidt) (Brotons-Canto
et al. 2020). Liu et al. (2020) vyuzili kombinaci in vitro (model Caco-2 bunééné monovrstvy)
ainvivo metody (oralni podani potkaniim), ktera se také zabyva vlivem enkapsulace
resveratrolu na biologickou dostupnost. Pomoci in vitro metody bylo zjisténo, Zze bunéény
piijem a transport skrze membranu je znatelné¢ lepSi u zapouzdiené¢ho resveratrolu nezli
u volného. V in vivo vyzkumu na potkanech védci dosli ke stejnému zavéru jako v predesié
studii, a to ktakovému, Ze enkapsulace zvySuje biologickou dostupnost resveratrolu
a prodluzuje dobu jeho vyskytu v plasme.

V poslednich letech vzrostla snaha najit také jiny zptsob podéni, ktery by zlepsil
farmakokinetické vlastnosti sloucenin s extenzivnim metabolismem. Ukézalo se, ze podani
plicni cestou by mohlo byt dal§i moznou variantou pro zvySeni biologické dostupnosti.
Kromé toho bylo zjisténo, ze by se pfimym dodanim resveratrolu do plic a jeho rychlou
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akumulaci v tkdnich mohl potencialn¢ vyuzivat pii 1écbe plicnich onemocnéni (chronicka
obstruk¢ni nemoc, rakovina plic a dalsi) (Kong et al. 2020). Ptestoze ma resveratrol prospésné
ucinky stale se zkouma jeho metabolismus, protoze se predpokladd, Zze jeho metabolity maji
vy$§i aktivitu i u¢innost nez mateiska slou¢enina (Wenzel & Somoza 2005).

3.3 Metabolomika

Metabolomika, jedna z fady védnich disciplin, které maji v nazvu ptiponu ,,-omika“
(napriklad genomika, proteomika a transkriptomika), je vyuzivana v mnoha oblastech
ptirodnich véd (Pinu et al. 2019). Tato pomérn¢ mlada technologie zajistuje identifikaci
a charakterizaci nizkomolekularnich metaboliti v biologickych vzorcich. Soubor vSech
nalezenych metaboliti v daném systému se nejcastéji oznacuje zkracenym pojmem metabolom
(Jinetal. 2019). V biologickém kontextu nam metabolom fika, co se ve vzorku piesné odehralo
za d&je a predstavuje tak ptimy podpis bunééné aktivity (Kim et al. 2018). Metabolom lze délit
podle jeho plvodu na endometabolom a exometabolom. Endometabolom souvisi
s intracelularnimi metabolismy latek, avSak exometabolom, nékdy oznafovany jako
metabolicka stopa nebo sekretom, se vztahuje K extracelularnim metabolismim. U savcu
se metabolomy déli spiSe podle typu biologickych vzorki, kam se fadi plasma, moc, stolice,
sliny, mozkomis$ni mok a rtizné tkan¢ (Dunn et al. 2011).

Metabolomika jako takova neni definovéna pfimo experimentem, ale odrazi studium
metabolismu komplexnim zptisobem. MiZeme ji dé€lit na cilenou, ¢aste¢né cilenou a necilenou
(Obrazek €. 4). Cilené experimenty prohlubuji dosavadni znalosti testovanim konkrétnich
hypotéz (Liu & Locasale 2017). Jejich hlavnim tkolem je kvantifikovat co nejvice metaboliti
a statisticka analyza se provadi s pfesnymi koncentracemi sloucenin. Na druhou stranu
V necilenych analyzach se k rozliSeni mezi vzorky a skupinami pouziva spiSe spektralni
srovnani a jednotlivé metabolity nejsou kvantifikovany (Hatzakis 2019). Tyto necilené
screeningové experimenty mohou byt uzitecné predevSim pii identifikaci dosud neznamych
metabolita (Liu & Locasale 2017). Nicmén¢ identifikace a validace vlastnosti metaboliti jsou
kvili siroké fyzikalné-chemické rozmanitosti metabolomu stale povazovany za problematicka
mista vyzkumu (Kim et al. 2018).

Z dtivodu celkové narocnosti metabolomiky se k analyze vyuZivaji rizné analytické
techniky. Mezi nejcastéji  aplikované analytické metody patii spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance (neboli NMR spektroskopie) a dale hmotnostni spektrometrie, ktera
muze byt pted samotnou detekci spojena s chromatografii nebo s elektroforetickou separaci
(Dunn et al. 2011). NMR spektroskopie je preferovana piedevsim diky soubézné identifikaci
a kvantifikaci metabolitli, robustnosti a schopnosti reprodukovat data. Nicméné nedostatek této
metody tkvi v citlivosti detekce, kterd miZe pokryvat pouze omezeny rozsah metabolitl s vys$si
hojnosti (Pinu et al. 2019). Zatimco u NMR spektroskopie je citlivost detekce metaboliti
nevyhodou, tak u hmotnostni spektrometrie je tato vlastnost hlavni pfednosti (Jin et al. 2019).
Ve srovnani s NMR je pii hmotnostni spektrometrii potieba malé mnozstvi vzorku, ale metoda
patii mezi destruktivni. Z tohoto divodu nelze analyzovat zivé vzorky ani analyzované vzorky
znovu pouzit (Emwas et al. 2019).

Obsah metabolitl zjistény v biologickych vzorcich je vyznamné ovlivnén synergickymi
ucinky vnitfnich (mikrobiota, oxidativni stres, zanéty) i vnéjSich faktort (zemské klima,
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polutanty, patogeny, potraviny, 1éky a dalsi) (Kim et al. 2018). Metabolity se ucastni
biochemickych procest, které souvisi i nesouvisi s jejich syntézou nebo spottebou (Dunn et al.
2011). Za poslednich par let byly diky metabolomice objeveny jak nové mechanismy
a biomarkery v potravinach ¢i vyzivé, tak informace o buné¢nych procesech v lidském téle
s moznym vyuzitim ve zdravotnictvi (Damiani et al. 2020). V budoucnu by metabolomika
mohla bezpochyby hrat rozhodujici roli ve zdravotnictvi, a to pfi zrychleni porozuméni
mechanismi, které jsou zakladem nékterych onemocnéni (napiiklad diabetes mellitus, obezita,

neurodegenerativni choroby a rakovina) (Kim et al. 2018).
Objev novych

Neznameé
metabolity
Objev

Prirazeni
biomarkeri

Manualni
identifikace

Potvrzeni pomoci
syntetickych
standardu

Necilena analyza

Castecéné cilena
analyza

Obrazek 4 Obecny pracovni postup cilené, Castecné cilené a necilené metabolomické analyzy
(pfevzato a upraveno z Liu & Locasale 2017)

metaboliti
z databazinebo
charakterizace
spektralnich
fragmentit

Extrakce
metaboliti,
analyza
a ziskavani dat

Kvantitativni analyza
souboru znamych
metaboliti

Statisticka analyza,
obohaceni drahy nebo
biologicky zaver

I kdyz je metabolomika vyuzivana zejména v oblasti farmacie a bioanalytickych obort,
tak za€ina byt nepostradatelnad pfi studiu interakci mezi rostlinami a patogeny, ale také pii studiu
metabolismti v samotnych rostlinach. Jednim moznym pfikladem je pouziti metabolomiky
k detekci metabolit, které jsou vylu¢ovany patogeny béhem kolonizace rostlin a procesi s tim
spojenych (Castro-Moretti et al. 2020). Dale se u rostlin pomoci metabolomiky zkouma jejich
reakce naruzné abiotické (teplota, vlhkost vzduchu, dostupnost vody, obsah Zivin v pudé,
oxidacni stres a dalsi) a biotické (zptisobené patogeny a skiidci) stresové podnéty. Do budoucna
existuje snaha tyto poznatky uplatnit v zemédélstvi zejména ke Slechténi rostlin pro lepsi vynos
a kvalitu zeméd¢lskych plodin (Hong et al. 2016).

S rostoucimi pozadavky na potraviny se metabolomika za¢ind pouzivat v nékolika
oblastech potravinaistvi jako je kvalita a bezpecnost potravin, zpracovani potravin a vyZiva.
Mezi ptiklady téchto aplikaci patii sledovani ptivodu a kvality piva, hodnoceni olejl, sledovani
zmén slozeni béhem kvaSeni vina 1 hodnoceni profilu metabolitii geneticky modifikovanych
potravin (Hatzakis 2019). Metabolomika se zaméfuje také na detekci mikrobialnich toxind,
rezidui veterinarnich 1éCiv a pesticidd, aby byla zajisténa co nejvyssi bezpecnost potravin.
Nicméné v této oblasti je zapotiebi stidle vylepSovat metody piipravy ke zlepSeni citlivosti
a vykonosti detekce, jelikoz nékteré piirodni toxiny jsou i pfi velmi nizkych koncentracich
extrémneé toxické (Lietal. 2021). Z hlediska zpracovani potravin roste také potfeba kontrolovat,
zda nejsou potraviny falSovany. U kazdého vyrobku existuji urcité biomarkery, podle kterych
se autenticita posuzuje. Bylo vSak zjisténo, ze mezi markery syrovych a zpracovanych potravin
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existuje rozdil a tim padem pfi navrhovani novych markeri pro ovéfovani pravosti potravin
musi probéhnut kontrola v obou zminénych variantach (Brigante et al. 2020). Metabolomika
ma v potravinafstvi obrovsky potencidl, ale stale existuji jisté prekazky (citlivost metod, slozita
statistickd analyza velkého mnozstvi dat, informacni databdze a dal$i), které musi byt
prekonany (Li et al. 2021).

3.4 Metabolismus resveratrolu

Intenzivni metabolismus resveratrolu, ktery probiha zejména v jatrech a ve stievech,
je povazovan za hlavni pfi¢inu jeho Spatné biologické dostupnosti (Zhang et al. 2021). Dalsim
faktorem, jenz se s vysokou pravdépodobnosti podili na nizké biologické dostupnosti
resveratrolu, je jeho obousmérny transport pies epitelialni buiiky (Jarosova et al. 2020).
Zasadni roli pfi biotransformaci resveratrolu hraji metabolické enzymy Féaze Il a stfevni
mikrobiota (Obrazek ¢. 5). Rychlost i pribéh metabolismu jsou dale ovlivnény aplikaéni
davkou, druhem tkani, pohlavim, zdravotnim stavem a dalsimi faktory (Wang & Sang 2018).
Transformace resveratrolu probihd za wvzniku latek s rozdilnou chemickou strukturou
i sodlisSnymi biologickymi vlastnostmi. Tyto metabolity a mechanismy probihajici
pii metabolismu resveratrolu vSak jesté potiebuji byt pIné objasnény (Bode et al. 2013).

Resveratrol, podobné jako vétSina fenolickych sloucenin, po peroralnim podani podléha
reakcim v metabolickych drahach zvanych Faze I a Faze 11 (El Khawand et al. 2018). Faze |
zahrnuje zakladni chemické reakce jako je oxidace, redukce a hydrolyza, ale také mnoho
dalsich. Tyto reakce umoziuji ptipravit danou slouceninu na Fézi II, kde dochdzi k dalSim
pfeménam a uvoliiovani ve vod¢ rozpustnych produkti (Gibson & Skett 1986).

Jak jiz bylo zminéno, na pfeméné resveratrolu se ve Fazi I podili metabolické enzymy
uridin-5'-difosfat-glukuronosyltransferazy (UGT) a sulfotransferazy (SULT). Tyto enzymy
katalyzuji dv€ zakladni chemické reakce ve Fazi II, kterymi jsou glukuronidace a sulfatace
(Wang & Sang 2018). Pravé témto zminovanym reakcim resveratrol podléha nejvice v tenkém
stfevé a jatrech za vzniku glukuronidovych (resveratrol-3-O-glukuronid a resveratrol-4'-O-
glukuronid)  asulfatovych  konjugati  (resveratrol-3-O-sulfat, resveratrol-4'-O-sulfat
a resveratrol-3,4’-O-disulfat) (Wang & Sang 2018; ElI Khawand et al. 2018). V tenkém stievé
prevlada vyskyt resveratrol-4'-O-glukuronidu a resveratrol-3-O-glukuronidu, kdezto sulfatové
konjugaty byly ve vys$§im mnozstvi detekovany i v tlustém stievé (Zhang et al. 2021).
Zminované metabolické draze se ve svém vyzkumu vénovali (Jarosova et al. 2020). Zamétili
se na metabolismus trans-resveratrolu v in vitro epitelidlnim modelu s vyuzitim Caco-2
bunééné linie. Bylo zjisténo, Zze resveratrol-3-O-sulfat je hlavnim metabolitem
trans-resveratrolu v epitelidlnim modelu a jeho koncentrace byla tfikrat vyssi nez soucet
koncentraci resveratrol-3-O-glukuronidu a resveratrol-4'-O-glukuronidu (Jarosova et al. 2020).
Konjugaty resveratrolu s moznym zbytkem nepfeménéného resveratrolu opousti apikalni
membranu tenkého stfeva a postupné se piemist'uji do tlustého stfeva, kde mohou byt dale
metabolizovany stfevni mikrobiotou a vylouceny stolici (Springer & Moco 2019).

Kromé ptedeslého zplisobu transportu resveratrolu existuje 1 druhd moznost. Resveratrol
a jeho katabolity opusti enterocyty a nasledné se dostavaji krevnim fecistém do jater, ledvin
a perifernich tkani (Springer & Moco 2019). Wenzel & Somoza (2005) zmifuji in vivo studii
provadénou na potkanech, ve které bylo zjiSténo, Ze nejvyssi koncentrace resveratrolu v jatrech
a ledvinach je detekovatelna jiz po jedné hodiné od perordlniho podani. Avsak zda se,
ze koncentrace resveratrolu v ledvinach klesa s ¢asem a koncentrace jeho metaboliti v moci
rostou. Z tohoto diivodu se ledviny jevi jako pfednostni organ vylucovani (Wenzel & Somoza
2005).
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Obrazek 5 Metabolické drahy resveratrolu (pfevzato a upraveno z Luca et al. 2019)

V téle vSak pro konjugity resveratrolu existuje jeSté jedna moZna cesta a tou
je tzv. enterohepaticka cirkulace (Springer & Moco 2019). Béhem tohoto procesu jsou
glukuronidové konjugaty hydrolyzovany zpét na matefskou slouceninu pomoci
B-glukuronidazy, coz je enzym obsazeny ve stieve. Volnd sloucenina miize byt potom znovu
vstiebana skrz sténu tenkého steva a portalni Zilou transportovana do jater. V jatrech nasledné
probihé rekonjugace resveratrolu s kyselinou glukuronovou. Vzniklé glukuronidové konjugaty
jsou vylucovany do zlu¢i a poté opct do stfeva, kde zalind cely cyklus od znovu.
Tato recirkulace muze probihat i1 nékolikrat za sebou. Celkovy vysledek je takovy,
ze sloucenina je mnohem déle zadrzovana v téle a ma zvySeny polocas rozpadu. Z toho plyne,
ze tento cyklus zaloZeny na metabolismu muze vyustit v prodlouzeni farmakologické aktivity
dané slouceniny (Roberts et al. 2002).

Velka cast resveratrolu se vSak absorpci v tenkém stfevé vyhne a podléha mikrobialni
pifeméné v tlustém stieve. Katabolismus v tlustém stfevé je velmi vyznamny zejména z toho
divodu, Ze je dilezitou fazi farmakokinetiky chemickych entit v lidském organismu. Ziskani
arozsifeni znalosti v této oblasti by mohlo byt pfinosné piedevSim pro validaci biotestu
nebo pro vyvoj vice aktivnich substituentd (Jaimes et al. 2019). Pfi studii metabolismu
resveratrolu a jeho osudu v tlustém stfevé Clovéka byly nalezeny tii metabolity:
dihydroresveratrol, trans-3,4'-dihydroxystilben a 3,4'-dihydroxybibenzyl (lunularin). Pfeména
resveratrolu vSak neprobihd u vSech jedincii stejn€, a to zejména kvuli rozdilnému slozeni
sttevni mikrobioty. Tento poznatek by mél byt bran v Givahu zejména pfi zjiStovani ucinki
trans-resveratrolu na zdravi ¢lovéka (Bode et al. 2013). Dihydroresveratrol se uvadi jako hlavni
mikrobialni metabolit resveratrolu, ktery vznikda hydrogenaci dvojné vazby ethylenového
mustku (Jarosova et al. 2019). Dihydroresveratrol mtze byt ¢astecné absorbovan a dale
metabolizovan na konjugované formy (dihydroresveratrol monosulfat a dihydroresveratrol
monoglukuronid), které Ize z organismu snadno vyloucit mo¢i (Luca et al. 2019). Vzniklym
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katabolithm resveratrolu se vénuje pozornost predevSim proto, Ze mohou piedstavovat
biologicky vyznamnéjsi formy sloucenin s fyziologickymi u¢inky (Bode et al. 2013).

3.5 Interakce mezi resveratrolem a mikrobiotou

Resveratrol se fadi do velké skupiny polyfenolt,, u jejichz zastupcii se vsSeobecné
predpoklada, ze dokdzi uplatnit sviij vliv na stfevni mikrobiotu. Toto ptisobeni v§ak mtze nastat
pouze tehdy, pokud se do tlustého stfeva dostanou nestravené a nevstiebaji se v pfedchozich
pasazich traviciho traktu (Makarewicz et al. 2021). Duvod je takovy, ze pravé nevstiebané
fenolické latky spolecné s na straveé nezavislymi substraty (jako je endogenni sekrece hostitele)
tvori zéklad potiebny pro metabolismus polyfenold stievnimi bakteriemi (Jaimes et al. 2019).
Polyfenoly mohou plsobit naptiklad jako prebiotika, stimulovat rast sttevni mikrobioty nebo
jsou naopak schopny rist nékterych druhti inhibovat (Makarewicz et al. 2021). Uéinky
samotného resveratrolu na organismus jsou z velké casti pripisovany modulaci stfevni
mikrobioty a pilisobeni mikrobidlnich metabolitii, které ovliviiuji geny i metabolické drahy
hostitele (Seyed Hameed et al. 2020).

Zhang et al. (2021) patii do skupiny védci, ktefi se vénuji vyzkumu metabolisSmu
resveratrolu a jeho vztahu se stfevni mikrobiotou. Ve své in vitro studii odhalili, Zze na stievni
mikrobiotu pusobi pfedev§im metabolity resveratrolu, a nikoliv resveratrol samotny.
Resveratrol-3-O-sulfat ~ dokdze  inhibovat  rdst  nékterych  stfevnich ~ mikrobi
(Bacteroides caecimuri, Bacteroides satorii, Blautia producta, 2 neklasifikované druhy
z ¢eledi Ruminococcaceae a dalsi) nebo naopak jejich rust podporuje. K druhé varianté se fadi
vyznamn¢ zvySeny vyskyt nékolika druhti bakterii z rodu Lactobacillus (Lactobacillus reuteri
a Lactobacillus intestinalis) a Streptococcus hyointestinalis (Zhang et al. 2021).

Utinky resveratrolu na stievni mikrobiotu se zabyvali také Jaimes et al. (2019),
ktefi K vyzkumu vyuzili in vitro fekalni fermentacni systém. Pfi srovnani vzorkt s kontrolou
byl pozorovan pokles poméru bakterii kmene Firmicutes ku Bacteroidetes, ale také pokles
relativniho mnozstvi bakterii z rodu Clostridium a ¢eledi Lachnospiraceae. Naopak u bakterii
Faecalibacterium prausnitzii a Ruminococcus gnavus byl zaznamenan nardst relativniho
mnozstvi (Jaimes et al. 2019). Zvysené relativni mnozstvi F. prausnitzii po aplikaci resveratrolu
se jevi jako benefit, jelikoz tento druh je dualezitym zastupcem stievni mikrobioty
a pravdépodobné ma ptiznivy dopad na fyziologii a zdravi hostitele. F. prausnitzii slouzi jako
jedine¢ny bakterialni indikator nebo biomarker stfevniho zdravi u lidi a také aktivné udrzuje
sttevni homeostazu diky svym imunomodula¢nim vlastnostem (Leylabadlo et al. 2020).
Naopak R. gnavus ma souvislost s riiznymi onemocnénimi, jako jsou idiopatické stievni zanéty,
divertikularni nemoc, respiracni alergie u kojenc a septicka artritida. R. gnavus dokaze
odbouravat mucin a také zvladne vyuzivat trans-sialidazu k odstépeni volné kyseliny sialové.
Tyto schopnosti poskytuji bakterii R. gnavus konkuren¢ni vyhodu zejména u pacientl
s onemocnénim drazdivého traéniku, kde je pfitomen vyssi podil kratkych mucinovych fetézct
s terminalni kyselinou sialovou (la Reau & Suen 2018).

Dao et al. (2011) se zaméfili na vyzkum mechanismu, ktery je zakladem antidiabetického
ucinku resveratrolu. Béhem této studie odhalili, Ze pétitydenni podavani resveratrolu
(60 mg/kg/den) mysim na vysokotucné dieté dokaze upravit slozeni sttevni mikrobioty. Pomoci
denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy byly identifikovany bakterie, u kterych
resveratrol pfimo ovlivnil jejich mnozstvi. Mezi zminéné bakterie patii Parabacteroides
jonsonii, Alistipes putredinis a Bacteroides vulgatus (Dao et al. 2011). Qiao et al. (2014) uvadi
podobnou studii, kterd se také zabyvala modulaci stfevni mikrobioty, jez je zékladem
antidiabetického pisobeni resveratrolu. Po dvandactitydennim podéavani resveratrolu
(200 mg/kg/den) mysim na vysokotuc¢né diet¢ byl vyrazn€ zvySen pocet bakterii z rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium, zatimco u Enterococcus faecalis byl v mnozstvi pozorovan
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zietelny pokles. Doslo také ke zméné poméru bakterii kmene Firmicutes ku Bacteroidetes
a to tak, ze mnozstvi bakterii z kmene Bacteroidetes se zvysilo (Qiao et al. 2014). Z vysledka
podobné in vivo studie Yin et al. (2020), ktera byla taktéz provadéna na mysich s vysokotué¢nou
dietou, vyplyva shodny zavér. Mysi 1é¢ené resveratrolem vykazovali vyznamné zvyseni
relativniho vyskytu Bacteroidetes a snizeni relativniho vyskytu Firmicutes (Yin et al. 2020).
Ke zvyseni relativniho mnozstvi Bacteroidetes doslo i ve studii Wang et al. (2020), kdy byl
resveratrol rovnéz podavan mysim na vysokotu¢né dieté, avSak o 4 tydny déle a ve vyssi davce
(300 mg/kg/den). Celkové by tato zjisténi mohla naznaCovat mozny prebioticky ucinek
resveratrolu na stfevni mikrobiotu, ktery muze ovliviiovat metabolismus hostitele (Qiao et al.
2014). Z vysledki studie Wang et al. (2020) bylo dale zjisténo, ze aplikace resveratrolu
ovlivnila i jiné bakterie atim vyznamné zménila skladbu stfevni mikrobioty. Doslo jak
ke zvySeni hojnosti bakterii zrodu Blautia spp. aLachnoclostridium spp., tak k poklesu
relativniho vyskytu Skodlivych bakterii z rodu Desulfovibrio spp. a ¢eledi Lachnospiraceae
NK4A136 (Wang et al. 2020).

V dalsi studii od Etxeberria et al. (2015) bylo zkoumano, zda podavani trans-resveratrolu
(15 mg/kg/den) potkanim, kteti byli na dieté sachar6zy a vysokého obsahu tuku (HFS dieta),
muze ovlivnit tvorbu stievni mikrobioty. Trans-resveratrol vyrazné snizil primeér relativniho
mnozstvi nékterych druhti bakterii zrodu Clostridium, jako je Clostridium aldenense,
Clostridium hathewayi, Clostridium sp. C9 a Clostridium sp. MLG661. Po suplementaci
trans-resveratrolu byl dale pozorovan pokles v mnozstvi také u Gracilibacter thermotolerans
a Parabacteroides distasonis. Nicmén¢ dalsi zmény ve sloZeni stfevni mikrobioty po podani
trans-resveratrolu nebyly v této studii zaznamenany (Etxeberria et al. 2015). Podle dostupnych
zdrojii se zda, ze uCinek resveratrolu na slozeni a rozmanitost stfevni mikrobioty zavisi
do zna¢né miry na zvifecim modelu a experimentalnich podminkach (dieta, davka a délka
1é€by). Proto je potfeba pocitat sjistymi odchylkami ve vysledcich u rozdilnych
experimentalnich modela (Milton-Laskibar et al. 2021).

Podani Cistého resveratrolu neovliviiuje pouze sloZeni sttevni mikrobioty jako takové, ale
dokéze ménit pritbéh metabolickych drah, coZ zpiisobuje zménu v metabolomu moci a stolice.
Z toho vyplyva, Ze resveratrol spolecné s metabolity mize mit pfimy vliv na obousmérnou
komunikaci mezi stfevni mikrobiotou a hostitelem. Tento poznatek byl potvrzen béhem studie,
kdy resveratrol i jeho metabolity interagovaly sosou mikrobiom-stievo-jatra-ledviny
a podporovaly zmény v endogennim metabolomu. VVzhledem k akumulaci resveratrolu a jeho
metabolitli ve stfevé je mozné tyto zmény pozorovat pii soubézné produkci mikrobialnich
metabolitd (Torres Santiago et al. 2019).

Vlivem lidské stfevni mikrobioty a jeji rozmanitosti na metabolismus trans-resveratrolu
se ve své studii zabyvaji Bode et al. (2013). V této studii byla u vybranych fekalnich
bakterialnich druhi (napiiklad u Adlercreutzia equolifaciens, Bacteroides vulgatus,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Faecalibacterium
prausnitzii, Lactobacillus salivarius, Lactococcus garvieae, Slackia equolifaciens a dalsich)
zkoumana schopnost metabolizovat trans-resveratrol pii péstovani v ¢isté kultufe po dobu
az 96 hodin. I kdyz mezi testovanymi bakteriemi byly takové, které dokazi metabolizovat jiné
fenolické latky, tak pouze dvé bakterie z celedi Coriobacteriaceae (S. equolifaciens
a A. equolifaciens) byly schopny pfemeénit resveratrol na dihydroresveratrol (Bode et al. 2013).
Tyto vysledky jsou ve shodé se studii od Jung et al. (2009), kde Eggerthella lenta ATCC 43055
taktéz patfici do celedi Coriobacteriaceae byla identifikovana jako producent
dihydroresveratrolu. Na zdkladé té€chto vysledki lze ptfedpokladat, Ze do mikrobidlni
transformace trans-resveratrolu a zaroven produkce hlavniho metabolitu (dihydroresveratrol)
jsou pravdépodobné zapojeny i dal$i rody ze zminéné Celedi. Nicméné Jung et al. (2009)
zkoumali U¢inek i jinych bakterii na resveratrol. Bylo prokazano, Ze schopnost produkovat
dihydroresveratrol ma také Bacteroides uniformis ATCC 8492. Timto vysledkem se otevira
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moznost, ze existuji i dal$i druhy z rodu Bacteroides spp., které jsou schopny resveratrol
metabolizovat. Tato studie se nezamétovala pouze na vznik dihydroresveratrolu, ale také uvadi,
ze Bacillus cereus NCTR-466 je schopny pievést resveratrol na resveratrolosid a piceid
(Obrazek ¢. 6) (Jung et al. 2009). Glykosylované formy trans-resveratrolu maji
po transepitelidlnim prichodu srovnatelné¢ biologické ucinky a rovnéz mohou byt
hydrolyzovany do deglykosylovanych forem resveratrolu. AvSak bylo zjisténo,
ze glykosylované analogy resveratrolu vykazuji siln€jsi bioaktivitu (Salehi et al. 2018). Zhao
et al. (2019) provedli in vitro a in vivo studie, ve kterych se zaméfili na u¢inky resveratrolosidu.
Zjistili, ze resveratrolosid ma schopnost regulovat hladiny postprandialni glukozy v Krvi.
Soucasna zjisténi ukazuji, Ze resveratrolosid lze povazovat za potencidlni moznost 1€cby
diabetes mellitus a miize byt prospésny pro zdravi spotiebitelti. Fabris et al. (2008) se naopak
zabyvali jiz zminénym piceidem a bylo odhaleno, Ze se vyznacuje podobné¢ silnou antioxidaéni
aktivitou jako ma resveratrol, ale zda se byt pii reakci s radikaly G¢inné;jsi.
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Obrazek 6 Chemické vzorce: (a) resveratrolosid, (b) piceid

3.6 Zdravotni u¢inky resveratrolu

Resveratrol je povazovan za nutraceutikum pattici do skupiny stilbenoidt, jenz je Siroce
distribuovany v rostlinném krélovstvi Vyznaéuje se §irokou Skéalou biologickSIch vlastnosti,
a protirakovinné aktivity. Ackoliv se resveratrol v tradi¢ni medlcme pouziva pr1 1é¢be bolesti
zaludku, artritidy, infekci mocovych cest, houbovych onemocnénich nebo zanéti kize,
tak hlavni biologicky potencial resveratrolu zfejmé spoc¢iva v ochrané¢ myokardialnich bunék.
Kromé zminénych ucinki bylo prokazano, Ze je schopny dokonce ovliviiovat iniciaci a progresi
mnoha nemoci prostfednictvim nekolika mechanismia (Salehi et al. 2018). Potencialnich
mechanismi zodpovidajici za G¢inky resveratrolu existuje mnoho. Jelikoz resveratrol spousti
expresi riznych antioxidacnich enzymdi, je 1 stanoveni pfispévku kazdého mechanismu
k celkovému snizeni oxida¢niho stresu slozitym ukolem. Vliv na biologické u¢inky resveratrolu
muze mit také jeho interakce s velkym poctem receptorii, kindz a dalSich enzymt (Ramirez-
Garza et al. 2018a).
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3.6.1 Efekt resveratrolu na kardiovaskularni choroby

Kardiovaskularni choroby zahrnuji onemocnéni srdce, cévni onemocnéni mozku
a onemocnéni krevnich cév. Souhrn rtznych typt kardiovaskularnich chorob spole¢né
s rizikovymi faktory, které napomahaji k jejich vzniku, je zobrazen na Obrazku ¢. 7.
Kardiovaskularni onemocnéni se povazuji za celosvétové nejcastéjsi pfiCinu smirti,
coz piedstavuje vice nez 17 milionu amrti ro¢né. Pfedpoklada se, ze do roku 2030 pocet amrti
na kardiovaskularni onemocnéni vyrazné vzroste, a to na vice nez 23,6 milionti umrti za rok
(Mendis et al. 2011). Pravé zvysSena incidence kardiovaskularnich chorob je podnétem
pro hledani a vyzkum latek, které by mohly zlepsit kardiovaskularni zdravi (Bonnefont-
Rousselot 2016).

Jednou z takovych latek je resveratrol, u néhoz se predpokladaji ptiznivé Ucinky
na nékteré kardiovaskularni choroby, véetné hypertenze, obezity, dyslipidémie a dalSich.
Pozornost se také vénuje farmakologickému vyuziti resveratrolu k 16€bé onemocnéni, ktera jsou
spojovana se zvySenym rizikem rozvoje kardiovaskularnich chorob (naptiklad metabolicky
syndrom) (Saad et al. 2020). Mezi piiklady kardioprotektivnich mechanismi resveratrolu patii
pifimé vychytavani radikalli (zejména superoxidi a hydroxylovych radikéli) a regulovéani
endotelialni syntazy oxidu dusnatého, ktera podporuje vazodilataci i snizeni agregace krevnich
desti¢ek zprostiedkovanou oxidem dusnatym (Bonnefont-Rousselot 2016).

kardiovaskularnich chorob R1z1k_uve faktqr .
kardiovaskularnich chorob
1. Kardiovaskularni choroby 1. Behavioralni rizikové faktory:
zpusobené aterosklerézou: > Kgui"gm o
» Ischemickd choroba srdeéni > Nizka fyzicka aktivita
» Cerebrovaskuldrni onemocnéni » Nezdrava strava
» Onemocnéni aorty a tepen, » Nadmeérna konzumace alkoholu
hypertenze
2. Metabolické rizikové faktory:
2. Ostatni kardiovaskularni choroby: » Hypertenze ) )
» Vrozené srde¢ni vady » ZvySena hladina cukru v krvi
» Revmatick4 srde¢ni choroba » ZvySeny obsah krevnich lipidi
» Kardiomyopatie » Nadvaha, obezita

» Srdecni arytmie
Y 3. DalSirizikové faktory:
» Chudoba a nizké vzdélani
» Pohlavi
» Genetika
» Psychologické faktory (napf. stres,
deprese)

Obrazek 7 Typy kardiovaskularnich chorob a jejich rizikové faktory (pfevzato a upraveno
z Mendis et al. 2011)

Pfi vyzkumu vlivu resveratrolu na kardiovaskularni choroby je velmi dtlezité brat
v avahu velikost davky, kterd se béhem experimentu aplikuje. Tento faktor je podstatny
predevsim proto, Ze findlni G¢inky nizkych a vysokych dévek se mohou liSit a pfi Spatném
davkovani zatim nelze vyloucit ani nepfiznivé nasledky (Mankowski et al. 2020). Wong et al.
(2011) uvadi studii, béhem které byla podavana davka 240 mg resveratrolu (1 x tydné po dobu
4 tydnti) 14 muzim s nadvéhou a 5 postmenopauzalnim zenam s nelé¢enou hrani¢ni hypertenzi.
Vysledky ukézaly, Ze tato davka signifikantné zvysila priitokem zprosttedkovanou dilataci
brachialni tepny, jeZ je biomarkerem endotelidlni funkce a kardiovaskularniho zdravi ¢lovéka
(Wong et al. 2011). Ke zvyseni priatokem zprostiredkované dilatace brachialni tepny po podani
jedné 300 mg davky trans-resveratrolu doslo i ve studii, kterd byla provadéna na lidech trpici
hypertenzi (ve véku 45 az 65 let). Tento Uc¢inek byl vSak vyraznéjsi u Zen a pacientd s vyssi
hladinou lipoproteint o nizké hustoté (Marques et al. 2018). Nicméné Mankowski et al. (2020)
ve sv¢ pilotni studii naopak naznacuji, ze podavani aplika¢ni davky 300 mg resveratrolu nijak
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neovlivnilo biomarkery kardiovaskularniho rizika u lidi s nadvahou, ale vyssi davka 1000 mg
resveratrolu jiz zvySuje hladinu téchto biomarkerti a pro jedince vytvari potencidlni riziko.
Pro lepsi pochopeni klinické hodnoty resveratrolu je potteba dalSich studii, které by se zaméftily
na vyzkum nizsich a vyssich aplikacnich davek véetné jejich vlivu na kardiovaskularni funkce,
jako je srdec¢ni kontraktilita, endotelialni funkce a arterialni ztuhlost (Mankowski et al. 2020).

3.6.2 Efekt resveratrolu na diabetes mellitus

Diabetes mellitus je onemocnéni provazené komplexni poruchou metabolismu cukrt,
jehoz hodnoceni a diagnostika je po cela desetileti pfedmétem intenzivniho zkoumani. Podle
etiologické klasifikace lze diabetes mellitus rozdé€lit na dva zédkladni typy: typ 1 a typ 2.
Posledni odhady ukazuji, Ze toto onemocnéni se vroce 2017 celosvétové vyskytovalo
u 425 miliona lidi a zaroven se ocekava, ze do roku 2045 celosvétova prevalence vzroste
na 629 milionti. Vétsinu celkové prevalence diabetes mellitus tvoti diabetes mellitus druhého
typu, jelikoz jeho vznik je podporovan celosvétovym narastem prevalence obezity
a nezdravych navyki, v¢etné Spatné stravy a nedostatku fyzické aktivity (Forouhi & Wareham
2019). Diabetes mellitus druhého typu zahrnuje makrovaskularni komplikace (onemocnéni
korondrnich tepen, onemocnéni perifernich tepen a mrtvice) a je ¢tvrtou hlavni pfi¢inu tmrti
ve vyspélych zemich s vysokymi piijmy. Zejména kvuli pfidruzenym problémum se hledaji
vSechny mozné prostiedky ke zvladani této nemoci (Jeyaraman et al. 2020).

Pribyvaji dikazy, ze pfi vzniku diabetu hraje klicovou roli oxidacni stres a ten také
souvisi s dysfunkci B-bunék, kterd muze byt zhorSena oslabenou antioxidacni obranou
pankreatickych ostrivkd. Antioxida¢ni obrana pankreatickych ostriivku miize byt zvysSena
napiiklad piisobenim resveratrolu, ktery se diky t€émto G¢inkim stal atraktivnim terapeutickym
prostiedkem pii 16¢bé diabetu a s nim spojenych komplikaci (Nanjan & Betz 2010). Bhatt et al.
(2012) piedpokladali, ze oralni suplementace resveratrolu (250 mg/den po dobu 3 mésici)
zlepsi kontrolu glykémie a souvisejici rizikové faktory u indickych pacientt s diabetem
druhého typu. Studie odhalila, Ze podavani resveratrolu vyznamné snizuje hladiny glykovaného
hemoglobinu, hladinu glukoézy v krvi nala¢no, celkovy cholesterol i celkové bilkoviny. Bohuzel
studie nezahrnuje vyzkum parametrt souvisejicich s inzulinem a vysledky by mély byt jeste
potvrzeny v jinych nezavislych kohortach s vétsim poctem vzorka od riiznych etnickych skupin
(Bhatt et al. 2012).

Diabetu druhého typu se vénuji také Timmers et al. (2016), ktefi zjistovali, zda doplnéni
resveratrolu (150 mg/den po dobu 30 dntl) nad ramec standardni 1é¢by diabetu metforminem
muze zlepSit citlivost na inzulin a podpofit celkové metabolické zdravi. Po tficetidennim
podavani resveratrolu nebylo zjiSténo zadné zlepSeni citlivosti na inzulin ani Zadny efekt
na hladinu cirkulujiciho inzulinu, krevni glukézy nalacno nebo glykovaného hemoglobinu.
Existuje zde moznost, Ze absence zlepSovani citlivosti na inzulin mohla byt ovlivnéna moznou
interakci metforminu s metabolismem resveratrolu nebo denni davka 150 mg nebyla schopna
aktivovat vSechny potfebné mechanismy (naptiklad procesy spojené s adenosin-5'-
monofosfatem aktivovanou proteinovou kinazou neboli AMPK) (Timmers et al. 2016).

Naopak Hoseini et al. (2019) vyuzili o néco vyssi davku resveratrolu (500 mg/den),
kterd byla podévana pacientliim s diabetem druhého typu a ischemickou chorobou srde¢ni
po dobu 4 tydnd. Ptijem resveratrolu u pacientll zpusobil vyrazné snizeni glukozy v plazmé
zilni krve nala¢no, hladiny inzulinu a inzulinovou rezistenci. Ve srovnani s kontrolni skupinou
doslo i ke zvyseni citlivosti na inzulin a hladiny lipoprotein o vysoké hustoté bez ovlivnéni
dalSich lipoproteinti. Tato zjisténi ukazala, Ze resveratrol mize mit slibné Gcinky pfi 1é€bé
diabetu (Hoseini et al. 2019). Kontrastni vysledky studii mohou byt zptisobeny ucinky pozité
davky, stavem stfevni mikrobioty, zdravotnim stavem i biologickou dostupnosti resveratrolu
(Ramirez-Garza et al. 2018b).

23



3.6.3 Efekt resveratrolu na neurologicka onemocnéni

Vyznamné antioxidacni vlastnosti resveratrolu jsou pravdépodobné stézejni i1 pro jeho

efekt na neurologickd onemocnéni. Béhem oxidacniho stresu neurony produkuji pomérné velké
mnozstvi reaktivnich forem kysliku, coZz mtize mit za nasledek poskozeni bunécnych proteint
a nukleovych kyselin. Tento proces muze vést k peroxidaci lipidi a ztraté celistvosti
fosfolipidové membrany. Diky pfitomnosti hydroxylové skupiny v chemické struktute
resveratrolu, muze resveratrol neutralizovat reaktivni formy kysliku i reaktivni formy dusiku
(Komorowska et al. 2020). Vzhledem k tomu, Ze oxidacni stres tizce souvisi s hlavnimi
neuronalnimi patologiemi, je resveratrol zkouman a experimentalné¢ vyuzivan k 1é¢bé
neurodegenerativnich poruch. Pozitivni vysledky byly pozorovany u neurodegenerativnich
poruch, jako je Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba, mozkova ischemie,
Parkinsonova choroba, epilepsie a amyotroficka lateralni skleroza (Tellone et al. 2015).
Nicméné procesy, které jsou zakladem prospé$ného potencialu resveratrolu jesté nejsou zcela
definovany (Zhang et al. 2018).
a také zplsobuje poruchy kognitivnich funkci. Incidence tohoto onemocnéni je izce spjata
svékem. Povazuje se za nejCastéji se vyskytujici formu demence, kterd postihuje
vice jak 35 miliont lidi po celém svété. Mezi neuropatologické charakteristiky Alzheimerovy
choroby patii extracelularni senilni plaky a neurofibrilarni spleti, jez se skladaji z plakia amyloid
beta peptidu a agregatt hyperfosforylovaného tau proteinu (Andrade et al. 2018). Resveratrol
dokaze vyvolat reakce (Obrazek ¢. 8), pomoci kterych jsou tyto neuropatologické
charakteristiky eliminovany a tim snizuji riziko vzniku Alzheimerovy choroby. Z toho
je ziejmé, Ze resveratrol lze vyuzit pravé v prevenci, ale pro zjisténi ucinnosti resveratrolu
pii 1é¢be jsou vyzadovany dalsi studie (Komorowska et al. 2020). V jedné ze studii zaméfenych
na lécbu Alzheimerovy choroby byla pacientim podavana davka 500 mg resveratrolu/den
s 500 mg ptirustky kazdych 13 tydnt az do 52. tydne a kone¢na davka byla 1000 mg
resveratrolu dvakrat denné. Bylo zjisténo, Ze takto vysoké davky resveratrolu jsou bezpecné
a pacienty dobfe tolerovany. Po podavani resveratrolu doSlo ke snizeni objemu mozku
a k poklesu hladin amyloid beta 40, ktery vSak byl pozorovan i u placebo skupiny. Ackoli byly
zménény nékteré trajektorie biomarkert, na tau protein ani dal$i druhy amyloid beta peptidu
nebyl zjistén zadny 1écebny Gcinek (Turner et al. 2015).

Jelikoz druhou nejcastéji se vyskytujici neurodegenerativni poruchou je Parkinsonova
choroba, tak i zde je zkouman ucinek resveratrolu (Tellone et al. 2015). Mezi pozitivni
vlastnosti resveratrolu, které byly zjiStény béhem experimentu na mysSich, patii v prvni fadé
zpomaleni agregace neuronového proteinu, a-synukleinu, jez hraje dilezitou roli v patogenezi
Parkinsonovy choroby. Dale resveratrol dokaze snizit hladiny jiz vzniklych agregath
a-synukleinu a redukovat neuroinflamaci i oxidaéni stres v mozku mysi (Zhang et al. 2018).
Lécba Parkinsonovy choroby resveratrolem zmirfiuje mitochondridlni dysfunkci a ma
neuroprotektivni Gc¢inky souvisejici s protizanétlivym snizenim hladin cyklooxygenazy-2
a faktoru nadorové nekrozy alfa (Jin et al. 2008). Zasadni roli v mitochondrialnim metabolismu
a boji proti oxidacnimu stresu ma koaktivator la receptoru pro peroxisomovy proliferator
(PGC-1a), ktery je resveratrolem aktivovany prostfednictvim deacytelazy sirtuin 1 (SIRT-1)
vV dopaminergnich neuronech (Mudo et al. 2012). Obecné aktivace PGC-1a vede ke zvyseni
mitochondrialni biogeneze a zlepSuje mitochondrialni funkci (Tellone et al. 2015). Zabezpeceni
spravné funkce mitochondridlniho metabolismu je velmi dileZité, jelikoZ abnormality v tomto
systému mohou vyvolat modifikaci oxidacni homeostazy, coz zvySuje vyvoj volnych radikala
(Saravanan et al. 2005). Resveratrol i dalsi latky pusobici skrze SIRT-1/PGC-1a drahu maji
do budoucna velky potencial v oblasti neurodegenerativnich poruch (Mudo et al. 2012).
Tato zjisténi siln€ naznacuji, ze resveratrol miize mit neuroprotektivni u¢inky a také poskytuji
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mechanisticky zaklad pro vyuziti resveratrolu v klinické 1é¢bé Parkinsonovy choroby a nejspise
i jinych neurologickych poruch (Jin et al. 2008).
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Obrazek 8 Mechanismy uc¢inku resveratrolu na Alzheimerovu chorobu (pfevzato
a upraveno z Komorowska et al. 2020)

3.6.4 Efekt resveratrolu na nadorova onemocnéni

Vyvoj rakoviny je vicestupfiovy proces zacinajici pocatecnimi mutacemi (iniciace).
Na tyto mutace nasledné navazuje propagace a progrese, které nakonec vedou az ke zhoubnosti
nadort tzv. malignité (Sirerol et al. 2016). Zejména béhem progrese resveratrol slouzi jako
chemopreventivni latka, a to takovym zplisobem, ze v pritbéhu této faze interferuje s n¢kolika
inhibi¢nimi mechanismy (napiiklad inhibice proliferace, inaktivace karcinogenu a dalsi)
(Choudhari et al. 2020). Resveratrol dokaze v riznych typech rakovinnych bunék indukovat
cytoprotektivni a cytotoxickou autofagii, coz by mohlo vyznamné pomoct ke snizeni toxicity
a nezadoucich zmén ve fyziologii u pacientt s rakovinou (Patra et al. 2020).

Harper et al. (2007) uvadi, ze podavani resveratrolu brani rozvoji karcinomu prostaty.
U mysi 1é¢enych resveratrolem doslo k 87% poklesu Spatn¢ diferencovanych nadord prostaty
ve srovnani s kontrolami. Vysledky potvrzuji hypotézu, Ze resveratrol reguluje proliferaci
bunék, expresi receptori pohlavnich steroidu a specificky rustovy faktor signalizujici proteiny
v prostaté (Harper et al. 2007). Dalsi in vivo studie provadéna Sheth et al. (2012) na androgen
necitlivych a vysoce agresivnich lidskych buiikach rakoviny prostaty (PC-3M-MM2)
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je ve shod¢ s vysledky z predeslé studie. Lécba resveratrolem regulovala proliferaci bun¢k
rakoviny prostaty indukci apoptdzy a podstatn¢ inhibovala invazi i migraci rakovinotvornych
buné¢k PC-3M-MM2. Sheth et al. (2012) uskutecnili experiment také na mySim modelu
s rakovinotvornymi buiitkami, ktery byl obohacen tézkou kombinovanou imunodeficienci
(SCID). Po 5 tydnech 1écby resveratrolem (20 mg/kg) bylo pozorovano vyznamné snizeni
vyskytu nadoru prostaty a poctu plicnich metastdz u SCID mysi.

Resveratrol ma s velkou pravdépodobnosti vliv i na kolorektalni karcinom, ktery patii
mezi nejcastéjsi druhy rakoviny. Na incidenci a progresi kolorektalniho karcinomu se podili
vice procesu véetné oxida¢niho stresu, zanétu a apoptdzy (Honari et al. 2019). Nutakul et al.
(2011) pozorovali antikarcinogenni u¢inek u tii typu bun¢k kolorektalniho karcinomu, jimiz
jsou v této studii Caco-2, HCT-116 a HT-29. Tyto bunky maji riznou agresivitu rustu, ale
u vSech tii typt bunék rakoviny tlustého stieva resveratrol dokazal vyznamné snizit jejich
schopnost vytvaret kolonie. Ukazalo se, ze resveratrol svym pisobenim také aktivuje dva
kli¢ové proapoptotické proteiny (poly (ADP-riboza) polymeraza a kaspaza-3) a tim indukuje
apoptozu bunék. V dalsi studii San Hipolito-Luengo et al. (2017) zkoumali vliv resveratrolu
Vv riiznych koncentracich na bunéénou smrt a proliferaci bunck kolorektalniho adenokarcinomu
HT-29 a HCT-116. U bun¢k HT-29 byl pfi nizsich koncentracich resveratrolu (1 a 10 mmol/l)
pozorovan nartst bunék. Naopak pti vyssi davce (50 a 100 mmol/l) resveratrol snizil pocet
bun¢k a zvysil procento apoptotickych bunck. Nicméné u bunék HCT-116 nebyl pozorovan
zadny vliv resveratrolu jako tomu bylo naptiklad v pfedeslé studii. Celkové se zda,
ze resveratrol je u¢innym nastrojem proti nddortim, ale je zapotiebi ho aplikovat ve vhodnych
koncentracich, aby se minimalizovaly nezadouci u¢inky (San Hipdlito-Luengo et al. 2017).

3.7 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR, Obrazek ¢. 9) je jednou ze zédkladnich
analytickych metod, které se vyuZzivaji v metabolomice. Mezi dal$i hojné vyuzivané metody
patii plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a kapalinova
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS). Casto se kombinuje vice
technologickych platforem dohromady, jelikoz zatim neexistuje Zadné analytickd metoda,
jez by dokazala provést uplnou identifikaci a kvantifikaci vSech metabolitt (Emwas et al.
2019). Kazda platforma ma své vyhody i nevyhody. NMR je 10krat az 100krat méng citlivé nez
MS, ale vykazuje lepsi reprodukovatelnost, snadnégj$i ptipravu vzorkil, a navic ma schopnost
poskytovat strukturdlni a kvantitativni informace o metabolitech v celé fadé¢ chemickych tiid
(Kim et al. 2018; Emwas et al. 2019).

Zaklady NMR spektroskopie jsou zalozeny na magnetickych vlastnostech jader atomd,
které Ize vyuzit k ziskani chemickych informaci (Glinther 2013). Na rozdil od vétSiny ostatnich
metabolomickych metod NMR neslouZzi pouze pro analyzu tekutych vzorki, ale je vhodné 1 pro
studium pevnych nebo polotuhych vzorkli (neporusené tkang, organy a dalsi). Tato analyticka
metoda umoziiuje vyzkum molekul na atomové irovni a vidét nejen atomy *H, 13C, °N, ale také
biologicky reaktivni skupiny jako napiiklad 3P (Emwas et al. 2019). Ze zmin&nych atomi je
nejcitlivéjsi *H, ktery se v metabolomice vyuziva pii tzv. jednodimenzionalni (1D) *H NMR
analyze (Markley et al. 2017). I pfesto, Ze je tato NMR analyza v metabolomice nejb&éznéjsi,
byvau metaboliti s podobnou chemickou strukturou, jelikoz se ve spektru objevuji blizko sebe,
coz vede ke spektralnimu piekryti (Crook & Powers 2020). Podle citlivosti 1ze dile za H
zatadit 3'P, jenz je uZite¢ny pro studium stavii bunééné energie in vivo a ex vivo (Markley et al.
2017). NMR se dale vyuziva k hledani jedine¢nych metabolitti (pfedevsim metabolity vazané
na proteiny) ameéfeni nekterych anorganickych metaboliti nebo iontt (kovové ionty
a vodikov¢ kationty prostfednictvim pH), které nelze zméfit prosttednictvim LC-MS a GC-MS
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(Emwas et al. 2019). Diky stabilnim izotopim Ize NMR pouzit k celkovému prozkoumani

metabolickych cest vcéetné objasnéni dynamiky a mechanismii pfemény jednotlivych
metaboliti (Markley et al. 2017).
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Obrazek 9 Zjednodusené schéma NMR spektrometru
(pfevzato a preloZeno z Antcliffe & Gordon 2016)
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4 Metodika

4.1 Invitro fekalni fermentacni systém

4.1.1 Chemikalie

NH4HCOs3 (hydrogenuhli¢itan amonny), NaHCO3 (hydrogenuhli¢itan sodny), Na;HPO4
(hydrogenfosfore¢nan sodny), KH2POs4 (dihydrogenfosfore¢nan draselny), MgSO4 (siran
hotecnaty), CaClz (chlorid vapenaty), MnCl2+4H>0 (tetrahydrat chloridu manganatého),
CoCl2+6 H20 (hexahydrat chloridu kobaltnatého), FeCls (chlorid Zelezity), trypton, glukoza,
maltdza, kvasnicovy extrakt, vitamin K1, hemin, resazurin, cystein hydrochlorid, 1M NaOH
(hydroxid sodny), NaS-9 H20 (nonahydrat siranu sodné¢ho), 6M HCI (kyselina
chlorovodikova), NaN3 (azid sodny), (CH3)2SO (dimetylsulfoxid), zasobni roztok resveratrolu
a plynny dusik.

4.1.2 Fermenta¢ni médium

Fermenta¢ni médium bylo pfipraveno z 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukozy, 1,125 g
maltdzy, 2,25 g kvasnicového extraktu, 50,7 ul vitaminu Kz (0,5 mg/l metanolu), 5,07 mg
heminu (5 mg/l) rozpusténych v 450 ml destilované vody. Dale bylo pfidano 225 ml
uhli¢itanového pufrovaciho roztoku (4 g NH4HCOs3, 35 g NaHCO3, doplnéné destilovanou
vodou do objemu 1 1), 112,5 ul mikromineralniho roztoku (2,5 g CaClz, 2,5 g MnCl2-4H,0,
0,25 g CoCl2+6 H20, 1,25 g FeCls, 25 ml destilované vody), 225 ml makromineralniho roztoku
(5,7 g Na2HPOQg4, 6,2 g KH2PO4, 0,3 g MgSOa, doplnéné destilovanou vodou do objemu 1 1)
a 1,125 ml 0,1% resazurinového roztoku.

4.1.3 Fosfatovy pufr, redukéni roztok

Fosfatovy pufr byl vytvoien smichanim 390 ml 1/15M KH2POsa 610 ml 1/15M NazPO4
(pH 7 pfi teploté 20 °C). Redukéni roztok byl pfipraven z 312,5 mg cystein hydrochloridu,
2 ml 1M NaOH, 101,5 mg Na>S-9 H>O a 50 ml destilované vody.

4.1.4 Odbér a priprava vzorki stolice

K analyze byly vyuZity vzorky stolice, které byly ziskany od 20 zdravych darcti dvou
veékovych skupin (do 45 let a nad 70 let). Darci neméli zadna dietni omezeni, neuzivali
antibiotika ani netrpéli travicimi potizemi. Bliz§i informace o jednotlivych darcich jsou
vypsany v Tabulce ¢. 1. Odebrané vzorky byly uchovany v sdccich, které byly ulozeny
Vv jednorazovych sadach spole¢né s anaerogenem (Biomérieux, Lyon, Francie). Nasledné bylo
potieba stolici zpracovat maximalné do 2 hodin od odbéru. Vzorek stolice (24 g) byl spolecné
s fosfatovym pufrem (75 ml) zhomogenizovan ve stomacheru (Laboratory Blender,
Stomacher® 400 Circulator, EU) za vzniku 24% suspenze. Nakonec byla vznikla suspenze
prefiltrovana pies nylonovy filtr.
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Tabulka 1 Specifikace jednotlivych darct

Darce Pohlavi Vék BMI

D01 Muz 12 16,22
D02 Muz 42 25,98
D03 Zena 80 24,74
D04 Zena 75 24,73
D05 Zena 76 25,78
D06 Muz 76 26,59
D07 Zena 75 24,02
D08 Muz 75 31,07
D09 Muz 45 21,55
D10 Zena 41 20,94
D11 Zena 28 24,46
D12 Muz 26 23,41
D13 Zena 30 22,86
D14 Zena 25 30,68
D15 Zena 32 28,65
D16 Zena 24 25,54
D17 Zena 70 28,13
D18 Muz 72 26,30
D19 Zena 74 27,85
D20 Muz 71 24,69

415 Priprava 96-jamkovych deep-well desti¢ek

Fermentacni medium a fosfatovy pufr byly ptiblizné¢ na 5-7 minut pfivedeny k varu
anasledné schlazeny na 37 °C za stalého piivodu plynného dusiku. Pomoci 6M HCI bylo
upraveno pH na hodnotu 7. Do 96-jamkovych deep-well desti¢ek bylo napipetovano 835 ul
fermentacniho média a 40 pl redukéniho roztoku. Takto pfipravené desticky byly uchovany
pii 4 °C v anaerobni atmosfétre do dalSiho dne.

4.1.6 Piiprava roztoku resveratrolu

Zasobni roztok resveratrolu o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
v DMSO (dimethylsulfoxid). Pracovni roztok byl vytvofen v den experimentu rozpusténim
500 pul zésobniho roztoku resveratrolu v 2000 pl fermentacniho média. Koncentrace
resveratrolu v pracovnim roztoku odpovidala 2 mg/ml.

4.1.7 Proces fermentace

Do destic¢ek z ptredeslého dne bylo ptidano 100 pl fekalni suspenze nebo fosfatového
pufru v ptipadé kontrol a 25 pl pracovniho roztoku resveratrolu (finalni koncentrace 50 pg/ml).
Desti¢ky byly zavakuovany s anaerogenem a umistény do inkubatoru (37 °C, 100 rpm).
V casech 0, 2, 4, 8 a 24 hodin bylo z kazdé jamky postupné odebrano 950 pl vzorku a smiseno
S50 pl azidu sodného (finalni koncentrace NaNs ve vzorcich byla 1,5 mg/ml) v 1,5 ml
mikrozkumavkach Eppendorf. Takto piipravené vzorky byly skladovany pii -80 °C
az do konec¢né analyzy.
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4.1.8 Priprava vzorki pro NMR analyzu

Pfed analyzou byly vzorky rozmrazeny pii pokojové teploté, zhomogenizovany
na vortexu a zcentrifugovany (4 °C, 15000 rpm, 10 min), abychom dosahli oddéleni pevné
a kapalné¢ faze. Z centrifugovanych vzorkii bylo odebrano 600 pl supernatantu
do mikrozkumavek Eppendorf. Nasledné bylo pfidano 66,66 ul NMR pufru (1.5 M KoHPO4
+1.5M NaHPOs4, pH 7.4, 0.2 % NaN3, 5 mM kyselina trimethylsilylpropanova-TSP)
a pripravené vzorky byly opét zcentrifugovany (4 °C, 15000 rpm, 5 min). Z odstfedénych
vzorkl bylo piepipetovano 600 ul supernatanu do NMR kyvet.

4.1.9 Priprava vzorki pro UHPLC/Q-TOF analyzu

Pfed méfenim vysokouc¢innym kapalinovym chromatografem ve spojeni
s kvadrupdlovym a pruletovym analyzatorem (UHPLC/Q-TOF) byly vzorky rozmrazeny
a zhomogenizovany na vortexu. Nasledné bylo ke 200 pl vzorku pfidano 200 pl metanolu,
vzorek byl znovu zhomogenizovan na vortexu a ulozen na 24 hodin do -18 °C. Po uplynuti této
doby byly vzorky ptecistény centrifugaci (4 °C, 15000 rpm, 10 min). Poté bylo odebrano 50 pl
supernatantu vzorku, k nimz bylo piidano 900 ul rozpoustédla (voda a metanol, 1:1) a 50ul
vnitiniho standardu (flukonazol 2pg/ml). Spolecné se vzorky fermentaci byly k méfeni
pfipraveny i kalibra¢ni roztoky vnitfniho standardu v koncentracich: 20; 50; 100; 200;
a 500 ng/ml. Dale byly pfipraveny slepé vzorky rozpoustédla (voda a metanol, 1:1).

4.1.10 NMR analyza

Spektra byla zmétena na spektrometru Bruker Avance Ill vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko), ktery k praci vyuziva protonovou frekvenci 500,23 MHz. Teplota
méieni byla 298 K (25 °C). 1H NMR spektra byla ziskana a zpracovana za stejnych podminek.
Pro potlaceni signalu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyprld pti 4,704 ppm. Pro kazdy
vzorek byl pouzit jednodimenzionalni 1H experiment s nasledujicimi parametry: pocet skeni
cas 4 s, smé&Sovaci Cas 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovéani byly
optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga,
pulsecal a topshim). Signal volné precese (FID) byl pfed 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.

4.1.11 UHPLC/Q-TOF analyza

Analyza byla provadéna na systému UHPLC/MS sestavajiciho z vysokouc¢inného
kapalinového chromatografu Dionex Ultimate 5000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
a hmotnostniho analyzatoru typu kvadrup6l Time-of-Flight (Q-TOF) s ultravysokym
rozliSenim a vysokou piesnosti stanoveni molekulové hmotnosti (HRAM) IMPACT II (Bruker
Daltonik, Némecko). Pro chromatografickou separaci pomoci gradientové eluce byla pouzita
kolona Acclaim RSLC 120 C18 column (2.2 pm, 2.1 x 100 mm, Thermo Fisher Scientific,
USA) a kombinace mobilnich fazi 0,1% kyseliny mravenci (roztok A) a metanolu (roztok B).
Gradientova eluce zacinala na 2% faze B (0-1 min) a pokracovala na 100% B v 18 min
S naslednym promyvéanim (do 22,5 min) a desetiminutovou ekvilibraci 2% A. Kolona byla
temperovana na 35 °C, prutok mobilni faze byl nastaven na 250 pl/min. Objem nastiiku vzorku
byl 5 uL. Vzorky byly méfeny pomoci ESI ionizace v pozitivnim moddu, spektra byla sbirana

30



pfi hmotnostnim rozliSeni vice nez 60 000 a skenovaci frekvenci 1 Hz v hmotnostnim rozsahu
60 — 1 500 m/z.

4.1.12 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v programech Microsoft Excel a IBM SPSS
Statistics 28. Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka.
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5 Vysledky

Vystupy z in vitro fermentace v 96-jamkovych deep-well destickach, které byly
analyzované NMR a UHPLC/Q-TOF sultravysokym rozliSenim byly vyhodnocovany
v programech Chenomx 8.5 a XCMS. Ziskana data byla vyuzita ke stanoveni hlavnich
katabolita resveratrolu a vyhodnoceni vlivu resveratrolu na metabolom stolice u 20 darct dvou
vékovych skupin. V prvni vékové skupiné (A) byli zafazeni darci ve véku do 45 let, v druhé
vekové skuping (B) darci nad 70 let. Pocet darcti v obou skupinach se rovnal 10.

5.1 Analyza metodou UHPLC/Q-TOF

5.1.1 Metabolismus reveratrolu

V analyzovanych vzorcich stolice byly cilenou analyzou nalezeny dva metabolity
resveratrolu, kterymi jsou dihydroresveratrol a 3,4'-dihydroxybibenzyl (lunularin)
(Tabulka ¢. 2). Zatimco intenzita dihydroresveratrolu v ¢ase rostla (procentualni navyseni
intenzity dihydroresveratrolu mezi 2 h a4h— 80%, mezi 4 h a8 h — 76 %, mezi 8 h
a24 h—33%), intenzita vychozi latky resveratrolu v Case klesala (procentudlni pokles
intenzity resveratrolu mezi 0 ha 2 h —86 %, mezi 0 h a 24 h — 94 %) (Obrazek ¢. 10). Odezva
lunularinu nedosahovala tak vysokych hodnot jako u dihydroresveratrolu a vznikal pouze
v ¢ase 24 hodin. Na primérné hodnoty resveratrolu a jeho dvou metabolitl byl aplikovan
dvouvybé&rovy T-test pro porovnani priméri mezi skupinami muzi a Zeny a dale mezi skupinou
stafi a mladi. Z vysledkil nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil.

Metabolismus resveratrolu se mezi jednotlivymi darci lisil jak v rychlosti, tak v mite
rozkladu. Dihydroresveratrol byl produkovéan vSemi darci, ale existuji velké interindividuélni
rozdily, které jsou zobrazeny na Obrazku ¢. 11. Druhy metabolit, lunularin, byl nalezen
u nékolika darct ptevazné z ve€kové skupiny do 45 let. Celkové vsak pievazovali neproducenti
nad producenty. Pocty producenti a neproducentl lunularinu jsou vypsany v Tabulce ¢. 3.
Kromé rozdilu v produkci metaboliti byl u jednotlivych darcti zaznamenan také rozdil
V intenzité odezvy resveratrolu v €ase 0 h. Zjistény byly dva ptipady bud’ intenzita resveratrolu
nedosahovala ani 1000 nebo dosahovala hodnot v rozmezi 5 az 6,5 tisic.

Tabulka 2 Seznam stilbenoidi pozorovanych a detekovanych ve vzorcich pomoci
UHPLC/Q-TOF

Sledovana laitka Sumarni vzorec Pre’snzt hmota Méfend [M+H]" Retenéni ¢as [min]
neutralni molekuly presna hmota
resveratrol C14H1203 228,0786 229,0857 10,5
dihydroresveratrol ~ C14H1403 230,0943 231,1016 10,7
lunularin C14H1402 214,0994 215,1065 13,1
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Obrazek 10 Graf zavislosti intenzity resveratrolu (RES),
dihydroresveratrolu a lunularinu na case; Intenzity ziskany
metodou LC MS; Data jsou vyjadirena jako primérnd intenzita
+ smérodatnd odchylka, N =20
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Obrazek 12 Graf zavislosti intenzity dihydroresveratrolu (DHR)
na ¢ase podle jednotlivych darcii z vékové skupiny A a B, N = 20;
veékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B
zahrnuje darce nad 70 let
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Tabulka 3 Pocet producenti a neproducentti lunularinu; vékova
skupina A zahrnuje darce do 45 let, v€kova skupina B zahrnuje
darce nad 70 let

LUNULARIN producenti neproducenti
pocet z vékové skupiny A 6 4
pocet z vékové skupiny B 3 7
celkovy pocet 9 11

5.2 Analyza metodou NMR

5.2.1 Metabolismus reveratrolu

Naméiend data zNMR analyzy byla vyhodnocena pomoci Chenomx 8.5.
V analyzovanych vzorcich byl u vSech darct identifikovan jediny metabolit resveratrolu,
dihydroresveratrol. Data byla nasledn¢ podrobena statistickému Setfeni. Byl proveden
dvouvybérovy t-test primérli mezi skupinami podle véku a dvouvybérovy t-test praméri
mezi skupinami podle pohlavi. U Zadného z testd nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.
Na Obrazku ¢. 12 je zobrazena zdvislost pramérné koncentrace resveratrolu
a dihydroresveratrolu na Case. Z grafického vyjadieni je ziejmé, ze koncentrace resveratrolu
v ase klesa (vcase 24 hodin 0,01 mg/dl = 0,43 upmol/l), naopak koncentrace
dihydroresveratrolu roste (v ¢ase 24 hodin 0,95 mg/dl = 41,36 umol/l).

-.- Dihydroresveratrol

2.0 @ Resveratrol
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Obrazek 13 Graf zavislosti primérné koncentrace resveratrolu a dihydroresveratrolu na case.
Koncentrace zjistény metodou NMR. Data jsou vyjadfena jako primérnd koncentrace
+ smérodatna odchylka, N=20.
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5.2.2 Metabolom tlustého stieva

Diky vysledktim ze statistickych analyz (parovy t-test, dvouvybérovy t-test) bylo zjisténo,
ze pridavek resveratrolu ovlivnil slozeni stfevniho metabolomu. Souhrn vSech sledovanych
latek identifikovanych metodou NMR je vypsan v Tabulce ¢. 4. Parovy t-test byl proveden
pro porovnani praméru vSech identifikovanych latek mezi oSetfenou variantou resveratrolem
a kontrolou bez resveratrolu. V pfipadé acetatu, butyratu, izobutyratu, propionatu, valeratu
aizovaleratu byla v oSetfenych variantach pozorovana nizsi primérnad koncentrace v Case
nez V kontrolach. Opacny ptipad nastal u glukdzy a trehaldzy, kdy byla v osetfenych variantach
pozorovana pievazné vyssi praimérnd koncentrace v ¢ase nez V kontrolach. Procentualni zmény
jsou vypsany Vv Tabulce ¢. 5.

Tabulka 4 Souhrn sledovanych latek a vysledku ze statistickych analyz, * p <0,05; RES, vzorky
osetfené resveratrolem; KON, vzorky bez oSetfeni resveratrolem; N (staii) = 10, N (mladi) = 10;
11 8ipky znazoriuji snizenou nebo zvysenou primérnou koncentraci sledované latky

Sledovana latka RES vs KON stati vs mladi (KON) staii vs mladi (RES)
RES KON stafi mladi stafi mladi

024824 02 4824 02 4824 02482 02482 024824
Acetit P [ A Ll T L T
Butyrat R [
Glukéza O B R N Tl ™ il
Izobutyrat Ll (N L B B Vil
Izovalerat VIR TR
Maltoza
Propionit L (N

Trehaloza A ) (N L A (A
Valerat VUFERE D Nl

Tabulka 5 Procentualni vyjadieni zmén primérnych koncentraci
sledovanych latek po pfidani resveratrolu do vzorki; (—) vyjadiuje
procentualni pokles, (+) vyjadiuje procentudlni narast, (x) zddna

zmeéna
Procentualni zména v oSetiené varianté
Sledovana latka ve srovnani s kontrolni variantou [%]
0 2 4 8 24
Acetat -10,5 -19,48 -14,5 -3,04 -0,87
Butyrat -20,8 -16,2 -16,2 -8,35 X
Glukoza -1,1 +9,47 +474 +17,53 —45,05
Izobutyrat -30,74 —28,21 —-64,61 —43,69 -3,73
Izovalerat -15,38 —-10,76 —19,38 —19,4 —-3,44
Propionat -12,81 —-20,44 -22,77 —-942 +1,57
Trehaloza —-0,94 +6,22 +24,04 71,93 —65,94
Valerat —-6,42 —28,64 -25,1 -1242 -0,77
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Dvouvybérovy t-test byl pouzit pro porovnani pruméri vsech identifikovanych latek
metodou NMR mezi vékovymi skupinami. Test byl samostatné proveden pro oSetienou
variantu a kontrolu. Bylo zjisténo, Ze | bez pfidani resveratrolu existuje statisticky vyznamny
rozdil v prabéhu metabolismu nékterych latek. Mladi lidé produkovali vyssi mnozstvi acetatu
v Case, naopak u starsich lidi existoval statisticky vyznamné zvySena koncentrace trehaldzy
v 8 hodiné. V osetienych variantach byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi vékovymi
skupinami u acetatu, glukozy a izobutyratu (Obrazek ¢. 13). Jako v pfedeslém piipadé byl
acetat vice produkovan u mladych darcti. Primérna koncentrace glukozy v Case byla vyssi
u star$ich lidi a nejvyznamnéjsi rozdil byl zaznamenan v ¢ase 0 h. U izobutyratu byl statisticky

vyznamny rozdil pozorovan v ¢ase 2 h, kdy jeho primérnd koncentrace u starsi vékové skupiny
zaCala pomalu rust.

A B Acetat
Glukoza
I Izobutyrat
300
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:
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&
0 - e % SR
0 2 4 8 24 0 2 4 8 24
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Obrazek 15 Graf zavislosti primérnych koncentraci (+ smérodatnd odchylka) acetatu,
glukézy a izobutyratu na ase mezi vékovymi skupinami A a B v oSetfené varianté, N = 20,
*p<0,05, ** p<0,01; vékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje
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6 Diskuze

Cilem této diplomové préce bylo stanovit hlavni katabolity resveratrolu v modelu tlustého
stteva S vyuzitim stolice darcti dvou vékovych skupin (do 45 let a nad 70 let). Druhym cilem
bylo zjistit, zda ptidavek resveratrolu ovliviiuje stfevni metabolom, ptipadné jakym zplisobem.
Vysledky tohoto vyzkum potvrzuji vSechny stanovené hypotézy. Resveratrol je metabolizovan
mikrobiotou tlustého stfeva, jeho ptidavek ovliviiuje stievni metabolom a sloZzeni stfevniho
metabolomu se mezi vékovymi skupinami li§i. Identifikace a pochopeni rozdilti v lidském
sttevnim metabolomu a metabolismu resveratrolu jsou dilezitymi kroky, které mohou pomoct
v dalsich vyzkumech i klinické aplikaci resveratrolu.

Resveratrol ma velmi nizkou biologickou dostupnost, ktera vykazuje vysokou
interindividualni variabilitu. V této souvislosti bylo hleddano mozné vysvétleni. Nunes et al.
(2009) zjistili, ze pohlavi a vék nemaji piimy vliv na biologickou dostupnost resveratrolu.
Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze nizka biologicka dostupnost je z velké Casti zplisobena rozsdhlym
mikrobidlnim metabolismem v tlustém stfevé. Stfevni mikrobiota provadi biokonverzi
resveratrolu, kterd muZe vést ke vzniku metaboliti s rozdilnou chemickou strukturou
a biologickymi vlastnostmi. Vzniklé metabolity se 1épe vstiebavaji a z tohoto divodu jsou
I biologicky dostupnéjsi pro lidsky organismus. Na zakladé téchto informaci byla stanovena
hypotéza, ze metabolity mohou mit vétsi vliv na organismus nez resveratrol v pivodni formeé
(Wenzel & Somoza 2005). Vzniklé metabolity mohou mit také uplné odlisné ucinky
neZ pivodni resveratrol a z tohoto dlivodu jsou potiebné dalsi vyzkumy, které se budou zabyvat
touto problematikou.

V tomto vyzkumu byl u vSech darcli pozorovan pokles koncentrace resveratrolu v Case.
Avsak u nékterych vzorkd fekalnich kultur bylo v ¢ase 0 hodin pozorovano, ze koncentrace
resveratrolu jsou niz§i nez aplikované mnozstvi. Tento jev mize byt zplsoben adsorpci
resveratrolu na jiné slozky stolice (napifiklad cukry) nebo na povrch pfitomnych
mikroorganismu. Rozsah tohoto jevu byl zavisly na pouzitych vzorcich stolice od jednotlivych
darct, ale nebyla nalezena zadna signifikantni souvislost s vékem ani pohlavim. Bode et al.
(2013) uvadi obdobné vysledky. V ¢ase 0 hodin byla taktéz pozorovana nizs$i koncentrace
trans-resveratrolu ve srovnani s aplikovanou davkou (80 umol/l).

Dle dat se podafilo nalézt a identifikovat dva katabolity resveratrolu, jimiz jsou
dihydroresveratrol a 3,4’-dihydroxybibenzyl (lunularin). Tyto metabolity se shoduji
s publikovanymi vysledky z diive provedené studie od Bode et al. (2013). Ve vétsiné studii
vSak byl nalezen pouze dihydroresveratrol nebo glukuronidové a sulfatové konjugované formy
resveratrolu (Jarosova et al. 2019; Zhang et al. 2021; Yao et al. 2022). Dihydroresveratrol
vznika hydrogenaci dvojné vazby resveratrolu. Dle Jarosova et al. (2020) ptitomnost
jednoduché vazby v molekule dihydroresveratrolu umoznuje zmény konfigurace,
které ji mohou ucinit vice podobnou cis a trans izomeram resveratrolu. V in vitro studii
na bunéénych kulturach Caco-2, které simuluji stfevni epitel, bylo zkouméano vstiebavani
resveratrolu ptes stievni sténu. Bylo zjisténo, Ze dihydroresveratrol je schopny vstupovat
doreakci jako je glukuronidace a sulfatace, pfikterych vznikaji dalsi katabolity
(dihydroresveratrol-glukuronid, dihydroresveratrol-sulfat). Tyto reakce byly pravdépodobné
zpusobeny enzymy, které pochazi ze stievniho epitelu. V dalsim experimentu by mohlo byt
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zajimavé se zaméfit na stabilitu dihydroresveratrolu a vznik vySe zminénych i dalSich
katabolitti. Tento experiment by byl vhodny zejména z toho davodu, Ze i stfevni mikrobiota
produkuje enzymy (Bhushan et al. 2019), pifi¢emz nékteré z nich by mohly katalyzaci
chemickych reakci umoznit vznik novych chemickych latek.

V tomto vyzkumu se dihydroresveratrol podafilo detekovat u vSech 20 darct jak pomoci
NMR analyzy, tak pomoci UHPLC/Q-TOF analyzy. Vznik dihydroresveratrolu byl pozorovan
jiz v Case 2 h a intenzivni rist koncentrace byl pozorovan od 4 do 24 h. Praimérna koncentrace
dihydroresveratrolu po 24hodinové fermentaci vzorkl, vyrazné piesahovala primérnou
koncentraci resveratrolu na zacatku experimentu v ¢ase 0 hodin. Moznym vysvétlenim je jiz
uvedend adsorpce resveratrolu na slozky stolice.

Naopak lunularin byl identifikovan pouze pomoci UHPLC/Q-TOF analyzy,
pravdépodobné z divodu vyssi citlivosti pouzité analytické metody. Lunularin celkové vznikal
u 9 darcu (6 z v€kové skupiny A, 3 z vékové skupiny B) a pouze v ¢asovém bodé 24 h. Bode et
al. (2013) wuvadi, Ze Ilunularin muZe vznikat dvéma zpisoby, bud’ dehydroxylaci
dihydroresveratrolu nebo redukci trans-3,4’-dihydroxystilbenu. Tato informace by mohla
vysvétlovat stav, pro¢ byl lunularin nalezen pouze ve 24 hodin€. Tim, Ze ve vzorcich byly
ve 24 hodin¢ detekovany vysoké koncentrace dihydroresveratrolu je pravdépodobné,
ze lunularin vznikl dehydroxylaci dihydroresveratrolu pti dosazeni urcité koncentrace
nebo redukci trans-3,4'-dihydroxystilbenu, ktery nebyl ve vzorcich nalezen. Pro potvrzeni této
hypotézy by bylo dobré prodlouzit ¢as fermentace vzorki stolice a pozorovat dal$i vyvoj
koncentrace lunularinu a dihydroresveratrolu v ¢ase.

Ze zjisténych informaci plyne, ze dihydroresveratrol 1ze povaZovat za hlavni a nejcastéji
vznikajici metabolit resveratrolu. Nicméné mezi darci existuji velké interdindividuélni rozdily
v metabolismu resveratrolu a stim souvisejici produkci jednotlivych metabolitu.
Interindividualni rozdily v pribéhu katabolické reakce zaznamenali také Bode et al. (2013),
Jarosova et al. (2019) a Yao et al. (2022). Moznym vysvétlenim je odlisné bakterialni
zastoupeni stfevni mikrobioty ve vzorcich stolice jednotlivych darct, jelikoz tato skutecnost
se muze projevovat praveé timto zpisobem. Dle mého nazoru by bylo v pfistim experimentu
vhodné provést identifikaci mikrobidlniho zastoupeni pomoci sekvenacni analyzy 16S rRNA
gent, ktera byla provedena i v jinych in vitro a in vivo studiich (Bode et al. 2013; Jaimes et al.
2019; Zhang et al. 2021; Yao et al. 2022).

Experiment byl zaméfen také na vyzkum a porovnani metabolismu resveratrolu
mezi dvéma veékovymi skupinami (vékova skupina A do 45 let, vékova skupina B nad 70 let).
Bylo zjisténo, ze v€k nema statisticky vyznamny vliv na metabolickou pfeménu resveratrolu.
Avsak z divodu vyrazné zmény ve slozeni stfevni mikrobioty pfiblizné od 70 let véku byl
vyzkum zaméten 1 na jiné latky stfevniho metabolomu (acetat, butyrat, glukozu, izobutyrat,
izovalerat, maltozu, propionat, trehalozu a valerat). Metabolomika vzorkl lidské stolice ma
velky potencial ziskat informace o0 metabolickych zménach, které¢ doprovazeji starnuti (Cui et
al. 2021).

V této studii byl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu mastnych kyselin
s kratkym fetézcem (acetdt, butyrat, izobutyrat, izovalerat, propionat a valerat) v oSetfené
a kontrolni varianté. Je znamo, ze mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou produkovany
anaerobnimi stfevnimi bakteriemi jako produkty fermentace sacharidt a hraji klicovou roli
v prevenci i 1é¢bé nékterych onemocnéni (metabolické a stievni poruchy, ur€ité typy rakoviny
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a dalsi) (Patterson et al. 2014). Po ptidani resveratrolu do vzorkd byl ve srovnani s kontrolou
pozorovan u vSech mastnych kyselin s kratkym fetézcem pokles v koncentracich. To by mohlo
nasvédCovat tomu, ze resveratrol ovlivnil vyskyt urcitych bakterii, které jsou za produkci téchto
latek zodpovédné. Etxeberria et al. (2015) ve své studii na mySich taktéz zkoumali vliv
resveratrolu na tyto latky. Nicméné suplementace trans-resveratrolu nevyvolala zadné zmény
v hladinach mastnych kyselin s kratkym uhlikatym fetézcem. Naopak ve studii od Ma et al.
(2020) byl prokazan pozitivni efekt resveratrolu na obnovu stfevni mikrobioty a s tim
souvisejici produkci mastnych kyselin s kratkym uhlikatym fetézcem. Tyto vysledky
neodpovidaji t¢ém zmého vyzkumu a bylo by potieba zjistit, zda nedoslo k statisticky
vyznamnému ovlivnéni pifitomnych mikroorganismti ve vzorcich jest¢ jinou latkou.
Avsak podobné vysledky ziskali Jacobs et al. (2008), ktefi zaznamenali pokles koncentrace
izobutyratu po podani smési hroznové §t'avy a vinného extraktu. Predpokladaji, ze tento jev
muze souviset s polyfenolem indukovanou inhibici fermentace proteintli, ze které pochézeji
nckteré mastné kyseliny s kratkym fetézcem (izobutyrat, valerat, izovalerat). Za mozny divod
povazuji také modulaci stievni mikrobioty.

Krom¢ statisticky vyznamného rozdilu ve vyskytu mastnych kyselin s kratkym fetézcem
v oSetfené a kontrolni varianté byl rozdil pozorovan i u glukozy a trehal6ézy. U obou sacharidi
doslo po pridani resveratrolu ke zvyseni koncentrace. Vyssi koncentrace glukdzy ve vzorcich
by mohla souviset s redukci glykolyzy v bunkach, kterou resveratrol vyvolava. Resveratrol
podporuje snizeni aktivity laktatdehydrogenazy a napodobuje ucinky kalorické restrikce,
¢imz inhibuje absorpci gluk6zy a nasledné snizuje tvorbu laktatu. VSechny tyto metabolické
zmény vyvolané resveratrolem jsou spojeny s jeho protirakovinnou a protizanétlivou aktivitou
(Torres Santiago et al. 2019). Dalsi moznou pfi¢inou zvySeni glukézy je dekonjugace
glykosylovanych derivati resveratrolu (pfikladem je piceid), které vznikaji cinnosti
Bacillus cereus (Jung et al. 2009). Pro potvrzeni téchto hypotéz by bylo vhodné provést cilenou
analyzu a kvantifikaci, aby bylo zjisténo, zda se ve vzorcich vyskytuje laktat
a 3-O-B-D-glukosid resveratrolu.

Pomoci dvouvybérového t-testu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v koncentracich
acetatu, izobutyratu a gluk6zy mezi v€kovou skupinou A a vékovou skupinou B po ptidani
resveratrolu do vzorki stolice. Acetat byl vice produkovan ve vzorcich z mladsi skupiny A,
izobutyrat nejprve ve vzorcich ze starsi skupiny B, ale od 8 hodiny doslo K intenzivnimu ristu
koncentrace ve vzorcich od mladsich darci. Divodem by mohlo byt plisobeni resveratrolu na
sttevni mikrobiotu, jejiz obsah i slozeni se v zavislosti na véku darcii 1isi. Stfevni mikrobiota
u starSich lidi (vék nad 70 let) je vyrazné ovlivnéna zménami ve stravovacich navycich
a vstfebavani nutrientd, ale také snizenim fyzické aktivity. Dochazi napfiklad ke snizeni poctu
anaerobnich bakterii z rodu Bifidobacterium a kmene Bacteroidetes nebo k nartstu bakterii
z rodu Clostridium, kmene Firmicutes a Proteobacteria (Monda et al. 2017; Rinninella et al.
2019).

V mém vyzkumu byl u acetdtu nalezen obdobny rozdil mezi vékovymi skupinami
I bez ptidani resveratrolu. Cui et al. (2021) zkoumali také vliv véku na profil lidskych fekalnich
metabolitil. Zjistili, Ze mastné kyseliny s kratkym uhlikatym fetézcem vcetné acetatu, butyratu,
valeratu, izovaleratu a propionatu, stejné jako aminokyseliny (alanin, fenylalanin, valin,
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Mastné kyseliny s kratkym uhlikatym fetézcem vice dominovaly ve fekalnich profilech
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mladych subjektt (v€k 18 let), zatimco aminokyseliny byly ve vétsim mnozstvi ve skupiné
starSich (veék 65-80 let). Vysledky mého experimentu souvisejici s mastnymi kyselinami jsou
ve shod¢ s provedenym experimentem od Cui et al. (2021), avSsak ve zminéné studii byl
pozorovan signifikantni rozdil navic u butyratu. V dal$im Setfeni by bylo zajimavé provést
taktéz cilenou analyzu aminokyselin jak v oSetfené varianté resveratrolem, tak v kontrolnich
variantach.
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[ Zavér

Resveratrol patii mezi nejvice zkoumané stilbenoidy, kterému je pfipisovana fada
potencialné prospésnych Gcinkd na lidsky organismus. Avsak K vyuziti téchto vlastnosti je
nejprve nutné pochopit procesy souvisejici s transformaci resveratrolu pti priachodu travicim
traktem, jelikoZz maji vyznamny vliv na jeho biodostupnost. Tato diplomova prace byla
zaméfena na sledovani metabolismu resveratrolu a jeho vliv na stfevni metabolom Vv in vitro
modelu tlustého stfeva s vyuzitim stolice darct ze dvou vékovych skupin (vékova skupina A
do 45 let a vékova skupina B nad 70 let).

Prvnim cilem bylo stanovit jednotlivé katabolity resveratrolu, které vznikaji jeho pfeménou
Vv tlustém stfevé. V tomto vyzkumu byla potvrzena hypotéza, ze resveratrol je transformovan
sttevni mikrobiotou za vzniku dal$ich latek. Z vysledkt bylo zjisténo, Ze stievni mikrobiota
metabolizuje resveratrol na dihydroresveratrol a lunularin. Dihydroresveratrol byl detekovan
pomoci NMR analyzy i UHPLC/Q-TOF analyzy u vSech darch, ale existuji velké
interindividualni rozdily v jeho produkci. Naopak lunularin se podafilo nalézt pouze
kapalinovou chromatografii a vznikal u 9 darct z 20. Dihydroresveratrol pravdépodobné vznikl
hydrogenaci dvojné vazby ethylenového mustku resveratrolu, lunularin dehydroxylaci
dihydroresveratrolu nebo redukci trans-3,4'-dihydroxystilbenu. Ziskana data neprokazala
statisticky vyznamny rozdil v metabolismu resveratrolu mezi vékovymi skupinami. Rozdily
by bylo vhodné, kdyby se v budoucim vyzkumu provedla sekvenacni analyza k identifikaci
pfitomnych mikroorganismu.

Druhym cilem bylo vyhodnotit jakym zpisobem piidavek resveratrolu ovlivni metabolom
stolice. U mastnych kyselin s kratkym uhlikatym fetézcem (acetat, butyrat, propionat, valerat,
izobutyrat a izovalerat), glukézy a trehalozy byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil
Vv koncentracich stfevniho metabolomu Vv oSetiené a Kontrolni varianté. Dale byl zjistén vliv
veéku na slozeni metabolomu jak po podani resveratrolu (rozdil pozorovan u acetatu, glukozy
a izobutyratu), tak v kontrolni varianté bez ohledu na resveratrol (rozdil u acetatu a trehaldzy).

Hypotézy této diplomové prace, ze resveratrol bude mikrobialné transformovan, jeho
ptidavek ovlivni sloZeni stfevniho metabolomu a SlozZeni stfevniho metabolomu se bude mezi
dvéma sledovanymi vékovymi skupinami lisit, byly potvrzeny. Splnény byly taktéz vSechny
cile diplomové prace.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ADP:
AMPK:
BBFO:
DHR:
DNA:
FID:
GC-MS:
HCoV:
LC-MS:
MS:

NF:
NMR:
PGC-1a:
RES:
RNA:
rRNA:
SARS-CoV:
SCID:
SIRT-1:
SULT:
UGT:

UHPLC/Q-TOF:

uVv:

adenosindifosfat

adenosin-5'-monofosfat aktivovana protein kinaza

broadband observation sonda

dihydroresveratrol

deoxyribonukleova kyselina

signal volné precese

plynové chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
lidsky koronavirus

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
hmotnostni spektrometrie

nuklearni faktor

nuklearni magnetickd rezonance

koaktivator 1a receptoru pro peroxisomovy proliferator
resveratrol

ribonukleova kyselina

ribozomalni ribonukleova kyselina

koronavirus souvisejici s tézkym akutnim respira¢nim syndromem
tézkd kombinovand imunodeficience

sirtuin 1

sulfotransferazy

uridin-5'-difosfat-glukuronosyltransferazy

vysokou¢inna kapalinovd chromatografie spojend s kvadrupdlovym
a pruletovym analyzatorem

ultrafialové zafeni
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10 Samostatné prilohy

Piiloha 1 Graf zavislosti primérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) acetatu na ¢ase
v oSetiené a kontrolni varianté; N = 20, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Piiloha 2 Graf zavislosti prumérné koncentrace (x smérodatna odchylka) butyratu
na ¢ase v oSetirené (RES) a kontrolni varianté (KON); N = 20, * p < 0,05, ** p < 0,01,
***p <0,001
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Piiloha 3 Graf zavislosti primérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) propionatu
na ¢ase v oSetirené (RES) a kontrolni varianté (KON); N =20, * p < 0,05, ** p < 0,01

© Propionat (RES)
@© Propionat (KON)

120,0 |
100,0 |
ui -
E 80.0 |
e |
E 4
g 600 v/
-~ | . /V
» ’/////
2 40,0 7/
J /
4 '/ ’/
//
//>
20,0 | s o
| >
0.0 : -
0 2 4 8 24
Cas [h]

Piiloha 4 Graf zavislosti primérné koncentrace (£ smérodatna odchylka) valeratu na ¢ase

v oSetiené (RES) a kontrolni varianté (KON); N = 20, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Piiloha 5 Graf zavislosti primérné koncentrace (= smérodatna odchylka) izovaleratu
na ¢ase v oSetiené (RES) a kontrolni varianté (KON); N =20, * p < 0,05
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Piiloha 6 Graf zavislosti praimérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) izobutyratu
na ¢ase v oSetiené (RES) a kontrolni varianté (KON); N =20, * p < 0,05
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Piiloha 7 Graf zavislosti priimérné koncentrace (= smérodatna odchylka) glukézy na ¢ase

Vv oSeti‘ené (RES) a kontrolni varianté (KON); N =20, * p < 0,05, ** p< 0,01
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Piiloha 8 Graf zavislosti primérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) trehalozy
na Case v oSetiené (RES) a kontrolni varianté (KON); N = 20, ** p < 0,01
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Priloha 9 Graf zavislosti primérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) acetatu na case
mezi vékovymi skupinami A a B v kontrolni varianté (KON); N = 20, * p < 0,05; vékova
skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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Priloha 10 Graf zavislosti primérné koncentrace (= smérodatna odchylka) trehalézy
na ¢ase mezi vékovymi skupinami A a B v kontrolni varianté (KON); N = 20, * p < 0,05,
vékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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Priloha 11 Graf zavislosti primérné koncentrace (= smérodatna odchylka) acetitu na ¢ase
mezi vékovymi skupinami A a B v oSeti‘ené varianté (RES); N = 20, * p < 0,05, vékova
skupina A zahrnuje dirce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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Piiloha 12 Graf zavislosti priimérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) glukézy
na ¢ase mezi vékovymi skupinami A a B v oSeti‘ené varianté (RES); N = 20, ** p < 0,01,
vékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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Priloha 13 Graf zavislosti primérné koncentrace (+ smérodatna odchylka) izobutyratu
na ¢ase mezi vékovymi skupinami A a B v oSetiené varianté (RES); N = 20, * p < 0,05,
vékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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Piiloha 14 Graf zavislosti intenzity resveratrolu (RES) na ¢ase podle jednotlivych darci
z vékové skupiny Aa B; N = 20, vékova skupina A zahrnuje darce do 45 let, vékova

skupina B zahrnuje darce nad 70 let
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