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Adherence mikroorganismiu v modelu stirevniho epitelu

Souhrn

Schopnost mikrobiému adherovat na stfevni epitel je jednou ze zdkladnich a nejcennéjSich
vlastnosti, které probiotika maji. Tato vlastnost mize byt ovlivnéna riznymi slozkami stravy,
mezi které patii také fenolové slouceniny. Fenolové slouceniny maji antioxidacni vlastnosti,
jsou schopné vyvazovat volné radikdly a tim pisobit preventivné v celé fadé onemocnéni jako
jsou nddorova onemocnéni, chronické zanéty, srdecni choroby, neurodegenerativni onemocnént,
Kronova choroba nebo ulcerativni kolitida. Mechanizmus tc¢inki téchto fenolovych sloucenin
je vSak predmétem zajmu celé fady védeckych skupin a to vCetné jejich vlivu na stfevni mikro-
biom, zejména vSak na probiotické kmeny Lactobacillus spp. a Bifidobakterium spp.

Ahederencni vlastnosti probiotik je moZné testovat pomoci in vitro metody vyuZivajici
smésnou bunécnou kulturu Caco-2 a HT29-MTX, kdy se jejich pomoci simuluje lidské stfevo
s produkci mucinu. Tato bunécna smés je kultivovdna minimalné 14 dni pii 37 °C a 5 % CO,,
nez vytvori mikroklky. Nejprve bylo pomoci testu cytotoxicity, vyuZzivajici tetrazoliovou sl
MTT, stanoveno bezpecné mnozstvi resveratrolu na bunéény model. K buné¢nému modelu po
14 dnech byl pfidéan resveratrol s vybranym kmenem laktobacila na dobu 2 hodin. Po této in-
kubaci byly bunky sklizeny pomoci 1% TRITONU a nésledné rozpustény ve fosfatovém pufru.
Takto pfipravend suspenze je pipetovana na Petriho misku a pielita ROGOSA agarem. Petriho
misky se nechaly inkubovat 72 hodin s ndslednym spocitdnim kolonii.

Z testu cytotoxicity byla stanovena nejvyssi bezpecnd koncentrace resveratrolu, kdy bylo
ICs0 13,60 + 0,16 ug/ml a ICy 3,56 £ 0,36 w/ml. Celkové dale byly testovany 2 kmeny lakto-
bacill a to Lactobacillus fermentum a Laktobacillus plantarum. Ani jeden kmen s resveratrolem
statisticky vyznamné nezvedel adhezi. Naopak u Lactobacillus plantarum se schopnost adheze
pfi koncentracich resveratrolu 1,12—4,5 pg/ml sniZila o 3,0-3,5 %.

Z vysledkd je patrné, Ze resveratrol nema pozitivni ic¢inky na adherenci vlastnosti laktoba-
cilti a nelze fici, Ze by se jeho konzumaci zvysoval celkovy pocet nami testovanych kment ve

stfevnim mikrobiomu.

Klicova slova probiotika, model stfevniho epitelu, model travici soustavy, travici soustava

Clovéka, fenolové slouceniny



Adherence of microorganisms in the intestinal epithelium mo-

del

Conclusion

The ability of the microbioma to adhere to the intestinal epithelium is one of the basic and
most valuable properties of probiotics. The capability of it can be affected by various dietary
ingredients, including phenolic compounds. Phenols for their antioxidant properties including
the ability of binding free radicals and preventively acting in a variety of diseases such as cancer,
chronic inflammation, heart disease, neurodegenerative disease, Kron’s disease or ulcerative
colitis. However, the mechanism of action of these phenolic compounds bring the attention to
a wide range of scientific groups, including their effects on intestinal microbes, especially on
probiotic strains of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp.

The ahedhetic properties of probiotics can be tested by an in vitro method, which is using
the Caco-2 and HT29-MTX mixed cell cultures to simulate the human intestine with mucin
production. This cell mixture has to be cultured for at least 14 days at 37 °C and 5 % CO, before
they create mikrols. At first the Cytotoxicity experiments have to utilized MTT tetrazolium salt
to determine a safe amount of resveratrol to the cellular model. A resveratrol with a selected
lactobacillus strains was added to the cell model after 14 days for 2h. After this incubation
period, the cells have to be harvested with 1% TRITON and subsequently dissolved in phosphate
buffer. The suspension thus prepared is pipetted into a petri dish and poured over ROGOSA agar.
Petri dishes were incubated for 72h followed by counting the colonies.

The highest safe resveratrol concentration was determined from the cytotoxicity experiment
where the ICsy was 13.60 £ 0.16 um/ml and IC;, was 3.56 &£ 0.36 ug/ml. At the end, 2 strains
of lactobacilli — Lactobacillus fermentum and Lactobacillus plantarum were tested. Neither of
the strains with resveratrol detected adhesion in any statistical importance. However the Lacto-
bacillus plantarum reduced it by 3.00-3.50 % at resveratrol concentrations of 1.12-4.50 pg/ml.

It can be seen that the results show that reveratrol does not have a positive effect on the
adherence function of lactobacilli, and it can not be said that its consumption would increase

the total number of strains tested in the intestinal microbe.

Keywords probiotics, intestinal epithelium model, digestive system model, human digestive

system, phenolic compounds
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Kapitola 1
Uvod

Stievni mikrobiom je soucasti lidského Zivota témér od narozeni, kdy se postupné vyviji, byva
v symbidze a pfinasi hostiteli pozitiva. Ty spocivaji v rozkladu oligosacharidu v tlustém stieve,
syntéze vitamind, zaroven také maji schopnost integrovat s buiikami imunitniho systému a po-
dilet se na celkové imunité. Z tohoto diivodu se stievni mikrobiom dostal do popfedi zajmu
mnoha védeckych skupin, které se zabyvaji jeho interakci s hostitelem piipadné s riznymi sloz-
kami potravy.

Strevni mikrobiom byva podpofen probiotiky pfitomnymi v lidské potravé. A jejich vybér
je zaloZeny také na adherencnich vlastnostech jednotlivych kmeni. Tyto adherencni vlastnosti
mohou byt ovlivnény celou fadou elementd.

Mezi takové patii i fenolové slouceniny pfitomné v ovoci a zelening, které primané slouzi
jako exogenni antioxidanty. U probiotik v§ak mohou pozitivné ovliviiovat jejich adherecni vlas-
nosti a podporovat tak jejich kolinizaci lidskych stiev.

Mezi tyto fenolové slouCeniny patii i stilbeny, které se vyskytuji v celé fad¢ rostlin, a vSak
nejzndméjSim druhem je réva vind a zni vyrobené Cervené vino, které je bohatym zdrojem re-
sveratrolu. Ten je béZn€ se vyskytujicim stilbenem v rostlindch a ma vliv na celou fadu onemoc-
néni jako jsou nddorovéd onemocni, neurodegenerativni onemocnéni a také ischemicka choroba
srdecni.

Z tohoto dlivodu nds zajim4, zda takto bohaté konzumovana bioaktivni slou¢enina miiZe mit

1 pozitivni vliv na stfevni mikrobiom a adherencni vlastnosti probiotik.



Kapitola 2
Cil prace

Cilem diplomové price je v teoretické Casti zpracovani literarni reSerSe zaméfené zejména na
lidky mikrobiom, probiotika a fenolové slouceniny. Cilem praktické casti diplomové prace je
testovani schopnosti vybranych perspektivnich kment laktobacili adherovat v pfitomnosti die-
tarnich fenolovych sloucenin.

Primérnim cilem praktické ¢4sti bylo stanoveni ucinku resveratrolu na adhezi dvou poten-
cidlnich probiotickych kment Lactobacillus (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus fermen-
tum) v modelu epitelovych bunék tlustého stfeva. Sekundarnim cilem bylo posoudit adherenéni
potencidl dvou potencialné probiotickych kmenii v modelu Caco-2/HT29-MTX. Podle naseho
nazoru je to prvni studie zaméfend na adhezi bakterii v tomto modelu za pritomnosti resverat-
rolu.

Hypotézou je, Ze pritomnost vybranych dietarnich fenolovych sloucenin zvysuje adherenci

urcitého perspektivniho probiotického kmene.



Kapitola 3

Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiom

Stfevni mikrobiom (Obr. 3.1) se skldd4 z mikroorganismi s po¢tem dosahujiciho az 10', coz
je o jeden fad vice nez je pocet eukaryotickych bunék v téle. Tento stfevni mikrobiom je ovliv-
novan fadou faktorti, mezi které patii napfiklad zptisob porodu, kojeni, strava, zdravotni stav a
uzivani 1ékd. Béhem Zivota se mikrobiom méni a po celou dobu je specificky pro kazdého je-
dince. Bylo zjisténo, Ze lidskou populaci I1ze rozdélit do tf{ stfevnich skupin neboli enterotypt.

U kazdého enterotypu dominuje jiny bakteridlni kmen (Guarner & Malagelada 2003).

Obrazek 3.1: Strevni mikrobiom

Mikrobiom pfitomny v lidském gastrointestindlnim (GI) traktu, je sloZen z tisice komen-
sdlnich, pripadné symbiotickych mikrobidlnich druhl, mezi které patii viry (vCetné bakterio-

fagl), bakterie, Archaea, jednobunécnd eukaryota, a dalsi nebakteridlni a mikrobidlni druhy
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(Ley 2001, Lagier et al. 2016). Bylo zjiSténo, Ze stfevni mikrobiom u dospélé osoby mé velkou
interindividudlni variaci s vice neZ 1 000 riznymi bakteridlnimi druhy (Guinane & Cotter 2013).
Bacteroidetes a Firmicutes podle analyzy RNA predstavuji 90 % bakteridlnich druhil nachazeji-
cich se ve strevé, stejné jako Proteobacteria (Guinane & Cotter 2013), které jsou gramnegativni
a podileji se na traveni sacharidd, vyvoji stievniho mikrobiomu, modulaci imunitniho systému a
ochrané proti kolonizaci patogennimi organismy (Russell et al. 2014). Nekteré Firmicutes patii
mezi grampozitivni bakterie, které maji schopnost extrahovat sacharidy (Berry 2016). Lidska
Archaea, mezi kterd patti Methanobrevibacter smithii, se objevuji u témét 96 % zdravych je-
dinct, jsou schopné syntetizovat metan z H, produkovaného prostfednictvim bakteridlniho ka-
tabolismu (Hoffmann et al. 2013). Stfevni mikrobiom je tvoren také riznymi druhy hub, mezi
které patfi Saccharomyces, Candida a Cladosporium, a dalSimi kmeny, které jsou vSak zastou-
peny jen minimdlné (Hoffmann et al. 2013). M. smithii, Saccharomyces a Candida jsou Casto

pritomné u osob, které maji stravu velmi bohatou zejména na sacharidy (Hoffmann et al. 2013).

3.1.1 Vyvoj mikrobiomu béhem Zivota

Kolonizace traviciho traktu mikrobiomem nastava jiz pii porodu. Je duilezité, zda jde o porod
vaginalni nebo pomoci cifaského fezu (Marques et al. 2014). U porodu, probihajiciho cisaiskym
fezem, dochdzi u ditéte k expozici nejdiive mikroby mat¢iny kize, kde dominuje Corynebac-
terium, Staphylococcus a Propionibacterium spp. s niz§im poctem Bifidobacteria spp. Zatimco
u béznych vaginalnich porodi dochazi ke kolonizaci stfeva posevnimi a fekdlnimi bakteriemi
(Lactobacillus spp.) U predCasné narozenych déti pfevladaji v mikrobiomu Proteobacteria s
mensim zastoupenim Lactobacillus a Bifidobacterium (O’Mahony et al. 2015), pozdéji se vSak
rozdily ve stfevnim mikrobiomu vyrovnévaji na béZné sloZeni.

Novorozenec vSak ale neni vystaven pouze témto bakteriim, ale také bakteriim, které se vy-
skytuji v okolnim prostiedi. Té€m, které pochazeji od nemocnicniho personalu, ostatnich novo-
rozencd, ze vzduchu, z pfistroji atd. V novorozeneckém obdobi je stfevni mikrobiom nestdly a
k jeho ustdleni a vyvazeni dochazi postupné. Je ovliiovan kojenim, které utvairi mikrobiom po-
moci oligosacharidl pfitomnych v matefském mléce, které obsahuje také o cytokiny, lysozymy
a laktoferiny, které jsou dileZité pro optimdlni vyvoj a utvéreni stfevniho epitelu a jsou pro
mikrobiom nepostradatelné. Tyto oligosacharidy matefského mléka (prebiotika) slouzi jako sti-
mulanty pro optimdlni rdst zdravi prospéSnych bakterii, a to zejména bifidobakterii (Marques

et al. 2014). Mezi druhym a tfetim rokem Zivota ditéte dochdzi ke stabilizaci sloZeni nejdilezi-
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téjsich bakteridlnich skupin (Tlaskalova & Méstsky 2012). Po ukonceni obdobi kojeni se méni
slozeni stfevniho mikrobiomu piedevsim kvili pfechodu na pevnou stravu. Dochazi ke zvy-
Sovéni celkového poctu Bacteroidetes a Firmicutes a mikrobiom se zacCind vyraznéji podobat
mikrobimu dospélého jedince (Marques et al. 2014).

Déti narozené prirozenou cestou, nemaji stejné sloZzeni mikrobiomu. Maji relativné stabilni
jadro mikrobiomu, ale pocet pfilezitostnych stievnich mikrobti se znacné 1isi v zavislosti na
riznych faktorech: onemocnéni, ktera jedinec prod€la, podavani 1€k (zejména antibiotik), ale

1 ve sloZeni stravy Clovéka (Marques et al. 2014).

3.1.2 Role mikrobiomu na onemocnéni

Urc¢itd rovnovaha mezi riznymi mikrobidlnimi skupinami je pro zdravi hostitele velmi dilezita
a patologické zmény v této rovnovaze jsou definovéany jako dysbidzy. Disbiéza je nerovnovéiha
ve stfevnim mibrobiomu, kdy se porusi normélni sloZeni bakteridlni fléry (Tamboli et al. 2004).
Bez ohledu na jejich pfiCinu, dysbidza koreluje s riznymi patologickymi stavy hostitele, jako
jsou napfiklad zanétlivd onemocnéni stiev, idiopatické stievni zanéty (Inflammatory Bowel Di-
sease — IBD) nebo diabetes typu 1, revmatoidni artritida, astma, obezita a dalsi (Keeney et al.
2014). Slozeni stfevni mikrofléry miiZze mit vliv na dusevni zdravi (Moos et al. 2016) a prav-
dépodobné také na vznik nddorového onemocnéni (Yamamoto & Matsumoto 2016), které se
muZe vyvinout v reakci na epitelidlni poranéni, zanét nebo na néjaké infekcni piivodce nebo pa-
togeny naptiklad na Helicobacter pylori, Salmonella enterica, Borrelia burgdorferi, Chlamydia
psittaci (Schwabe & Jobin 2013).

Obrovsky povrch traviciho traktu a jeho uloha pfi vstiebdvani Zivin je zakladem pro integritu
a zdravi organismu, které musi byt neustdle pod dozorem imunitniho systému. Béhem infekce
vrozena imunita a rezidentni mikrobiom spolupracuji na aktivnim pfemisténi patogent pies an-
timikrobidlni molekuly a zabranuji tak pfipevnéni patogenl na stfevni vystelku. Soucasné je
vztah hostitel — mikrobiota podporovan sekreci fukosylovanych molekul z povrchu stfevnich
epitelidlnich bun€k, které uptrednostiuji rezidentni mikroby (Pickard et al. 2014). Bylo zjisténo,
ze mikrobiom miZe modulovat expresi chut' ovych receptori (Murtaza et al. 2017) a ovliviio-
vat uvolnovani toxinii a neurotransmiterd (Clarke et al. 2014). Tim muizZe dochazet k redukci
chuti jedince a zménit tim stravovaci ndvyky (Kadooka et al. 2010). Mikrobiom ma4 také vliv
na diabetes 1. typu, jednd se o autoimunitni onemocneni pankreatickych (3-bunék (normdlné

produkujici inzulin) u geneticky predisponovanych jedincti. U téchto osob doslo k vadnému
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vyvoji a nebo vyrazné zméné mikrobiomu, kterd mohla mit za nisledek dysregulaci imunity s
destrukci autoimunitnich 3-bunék pfipadné zvysSenou netésnosti stievni epitelidlni bariéry. U
této nemoci je sniZzend mikrobidlni diverzita (Atkinson et al. 2014).

Stfevni mikrobiota, pfipadn€ dysbiéza nebo onemocnéni se da obnovit nebo upravit transplan-
taci fekdlnich mikrobidlnich mikroorganismt (FMT). U FMT je intestindlni mikrobiota ziskana
od zdravého darce, zpracovana, standardizovdna a nakonec transplantovdna do stieva prijemce.
FMT se zvazuje jako alternativa antibiotické terapie k 1écbé chronickych infekci Clostridium
difficile, které se vyskytuji u dysbidz.

Dal$im onemocnéni, pfi kterém hraje roli mikrobiom, je astma. Pfi ném je mikrobiom dy-
chacich cest béhem vyvoje bronchitidy a pneumonie vyrazné€ ovlivnén vyskytem Chlamydo-
phila pneumoniae. GI mikrobiota je ovlivnéna vystavenim mikroorganizml v Zivotnim pro-
stiedi, obzvlasté po narozeni, coz zase ovliviiuje zrani imunitnich funkci k ochrané pred aler-

gickou senzibilizaci (Hahn et al. 1991).

3.2 Probiotika

3.2.1 Chrakteristika a mechanismus piisobeni

Stievni mikrobiom pfedstavuje dynamicky a vysoce husty ekosystém, ktery obsahuje priblizné
500-1 000 mikrobidlnich druht. Tento mikrobialni ekosystém je dilezity pro fadu funkci, které
ovliviiuji lidské zdravi, v€etné udrzovani stfevni homeostdzy (Guarner & Malagelada 2003).
Zdrava mikrobiota mizZe byt povaZovana za dobry zdroj budoucich probiotik, mezi které patii
nekteré specifické bakterie mlééného kvaseni (LAB). Ty jsou povazovény za probiotika, které
byly definovany jako ,,Zivé mikroorganismy, které pti poddvani v pfimérenych mnoZzstvich po-
skytuji hostiteli pfiznivy zdravotni i¢inek* (Palmer et al. 2007). Lactobacilus patii mezi LAB
nejcastéji ordlné pouzivand probiotika. Predpoklada se, Ze doCasné kolonizuji stieva, a to ad-
hezi na povrch stfevniho epitelu. Proto je adheze ke stfevni sliznici povaZzovéna za jedno z
hlavnich kritérii pro vybér potencidlnich probiotik, nebot’ miZe zvysit jejich stdlost ve stievé
(Palmer et al. 2007). Dale také probiotika pozitivné ovliviiuji hostitele prostiednictvim modu-
lace sliznini a systémové imunity. Pfi poZivani probiotik proto dochézi ke zlepSeni nutricni a
mikrobidlni rovnovdhy ve stfevnim traktu (Montrose & Floch 2005).

Probiotika jsou obazena v tradi¢nich fermentovanych potravinich, které jsou bohaté na zivé

mikroorganismy (napft. kysané zeli, kimchi, jogurt) nebo potravinové dopliiky (Voreades et al.
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2014), které jsou pouzivany k podpore proliferace mikroorganismt (Saxelin et al. 2010).

Potraviny s rostlinnym materidlem jsou bohaté na bioaktivni slouceniny, které mohou s
probiotiky integrovat spolecné s hostitelskymi burikami a nédsledné ovliviiovat cesty intracelu-
larni signdlni transdukce. Kromé toho mohou sekretované bakteridlni produkty (napt. peptidy,
mastné kyseliny s kratkym fetézcem, bakteriociny, oxid dusnaty) a nezivé strukturni slozky
(napt. DNA, proteiny) zprostiedkovat specifické reakce hostitele (Jijon et al. 2004). Mimo bi-
oaktivnich sloucenin je v rostlinich pfitomna i vldknina, kterd obsahuje celulézu, podobnou
svym sloZenim oligosacharidim. Vldknina neni travend v tenkém stfevé, ale prochazi do tlus-
tého stfeva. Zatimco nékteré slozky vldkniny prochdzeji hydrolyzou a fermentaci bakteriemi
tlustého stfeva, jiné slozZky — polysacharidy, jako je rezistentni Skrob, pektin, inulin, guarova
guma a oligosacharidy, zGstdvaji nezménény (Cummings & Macfarlane 1997). Naproti tomu
strukturni polysacharidy, jako je celul6za a lignin, jsou obvykle slozkami komplexni vlakniny,
které jsou nerozpustné ve vod¢ a jsou stéZi degradovany stievnimi bakteriemi béhem jejich pra-
chodu travici trubici. Obecné plati, Ze obé vldkniny, jak fermentovatelnd i nefermentovatelna,
maji zvlhCujici ticinek, coZ m4 za nésledek zvySené mnozstvi fekdlniho produktu. V pripadé fer-
mentovatelné vldkniny zavisi rozsah objemu od vlastni hmoty nebo kapacity zadrzovani vody.
Mimo to vldknina, kterd je soucasti ovoce a zeleniny, chrani pred vznikem kolorektalniho karci-
nomu (Potter et al. 1993). Na zdkladé téchto idajl se doporucuje denni piijem vldkniny nejméné
30 g. Toto doporuceni bylo potvrzeno navzdory zdanlivé protichidnym vysledkim tzv. ,,Studie
zdravotnich sester** (Fuchs et al. 1999).

Prestoze mechanismy adheze probiotik nejsou plné pochopeny, byly proteinové slozky zda-
raznény jako klicové, podileji se totiZ na adhezi bakterii na stfevni mucin ptfipadné na epitelidlni
buriky. Proteiny navdzané na hlenovou vrstvu a mannoso-specifické adheziny jsou priklady du-
lezitych efektorovych molekul zahrnujicich adhezi laktobacild k hostiteli. Byly identifikovany
nové proteiny, které sekretuje L. plantarum, ptispivajici k adhezi (Vélez et al. 2007). Bylo pro-
kazano, Ze heterologni exprese kolagenu vazajiciho protein Cnb u L. casei zvySuje jeho schop-
nost adheze na Caco-2 buriky, ale také vede k vyssi konkurencni vyhod¢€ oproti Escherichia coli
a Listeria monocytogenes. Obdobné prispiva jak ke specifické, tak nespecifické adhezi exopo-

lysacharidy lipoteichoova kyselina (Lebeer et al. 2008).
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3.2.2 Kmeny probiotik

Mezi nejvyznamnéjs$i kmeny probiotik patii Bifidobacteria spp. Prvni bifidobakterie byly izo-
lovany a popsény jiz v letech 1899—-1900 Tissierem, ktery popsal tyckovité anaerobni mikro-
organismy pritomné ve stolici kojenych déti, které nazval Bacillus bifidus. Bifidobakterie jsou
obecné charakterizovany jako gram-pozitivni, nesporulujici, nemotalni a kataldzové negativni
anaeroby (Sgorbati et al. 1995), které ani béhem riistu netvori plyn. Maji rizné tvary vcéetné
kratkych, zakfivenych prutd, prut ve tvaru klinu a rozvétvenych prutii ve tvaru pismene ,,Y

(ptiklady tvart bifidobakterii jsou na obrazcich 3.2a a 3.2b) (Lilly & Stillwell 1965).

(b) bifidum

(a) breve

Obrazek 3.2: Bifidobacterium

V soucasné dobé je do rodu Bifidobakterium zahrnuto 30 druhd, z nichz 10 je z lidskych
zdroju (zubni kaz, stolice a vagina), 17 ze stfev ZivoCichil nebo z bahna, 2 z odpadnich vod a 1
z fermentovaného mléka (Parker 1974). Nejlépe rostou pfi pH 6-7 a optimdlni rtistova teplota
je 37-41°C. Komplexni detaily jejich biologie jsou k dispozici v rozsahlych studiich (Rasic &
Kurmann 1983, Sgorbati et al. 1995).

Dals$im hojné vyuZivanym probiotikem je Lactobacillus spp. Tyto laktobacily jsou charak-
terizovany jako gram-pozitivni, neporézni ty¢inky nebo koky, které se shlukuji do kratkych fe-
tizkd nebo palisad. Jedna se bud’ o aerotolerantni nebo anaerobni a piisné fermentativni bakterie
(Mital & Garg 1992). V lidském téle je najdeme vzdy tam, kde se nachazi dostatek sacharidu,
napf. ve sliznici vaginy, stfeva, nebo v dutiné dstni (Hammes & Vogel 1995). V soucasné dobé
bylo uznano 56 druht rodu Lactobacillus. Z. téchto mikroorganismil jsou nejcastéji doporu-
C¢ovany pro dietni pouZziti kmeny L. acidophilus. Nékteré laktobacily se pouzivaji pfi vyrobé

jogurtt, syrd, kysaného zeli, kvasenych okurek, piva, cideru, vina, a dal$ich typt fermentova-
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nych (kvaSenych) potravin (Nahaisi 1986). Homofermentativné rozkladaji gluk6zu na mlécnou
kyselinu nebo heterofermentativné na ekvimoldrni mnoZzstvi mlééné kyseliny, CO, a ethanol
(a/nebo octovou kyselinu). Na zakladé konecnych produktli fermentace se laktobacily d€li do
trech skupin. Obligatné heterofermentativni, ti rozklddaji gluk6zu na mlécné a octové kyse-
liny, ethanol a CO,;. Do této skupiny fadime L. buchneri, L. brevis, L. kefir, L. fermentum, L.
panis. Obligatné homofermentativni fermentuji glukézu jen na mlécnou kyselinu, patfi sem L.
acidophilus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. johnsonii, L. salivarius. Jako posledni je
skupina fakultativné heterofermentativnich laktobacild, tato skupina ma dvé metabolické drahy.
Bud’ laktobacily fermentuji gluk6zu na kyselinu mléénou nebo pokud jsou limitovéany kyslikem,
produkuji smés mlécné, octové a mravenci kyseliny a ethanolu. K této skupiné zafadime L. cur-

vatus, L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus (Nielsen & Gilliland

1992).

3.2.3 Prebiotika

Prebiotikum bylo definovano jako ,,nestravitelna slozka potraviny, kterd ptiznivé ovliviiuje hos-
titele vybérovym stimula¢nim rdstem anebo aktivitou jednoho nebo omezeného poctu bakterii
v tlustém stievé* (Gibson & Roberfroid 1995). Prebiotika maji za cil modifikovat stfevni mi-
krobiom tak, Ze stimuluje jeho bakteridlni aktivitu, kterd je pro hostitele vyhodnd, a bakteri-
alni aktivita, kterd je pro zdravi hostitele neprizniva se naopak potlacuje. Koncepce prebiotik
vznikla z pozorovani selektivni stimulace inulinu a fruktooligosacharidii na rust bifidobakterii
(Gibson et al. 1995). Ackoli vétSina vyzkumi probéhla u inulinu a fruktooligosacharidi, byly
samoziejmé také testovany i jiné nestravitelné oligosacharidy véetné xylooligosacharidi, galak-
tooligosacharidl a izomaltooligosacharidl na jejich prebioticky tcinek (VanLoo et al. 1999).
Vétsina kandidatnich prebiotik jsou oligosacharidy, ale také polysacharidy. Aby prebiotikum
slouzilo jako bakteridlni substrat v tlustém stfevé, nesmi byt hydrolyzovano nebo absorbovéano

v horni ¢ésti gastrointestindlniho traktu.

3.2.4 Symbiotika

Symbiotikum je vysledkem kombinace prebiotik a probiotik. Naptiklad pravidelné a dlouho-
dobé uzivani riznych symbiotik prokazalo, Ze se zlepSuje zdravi dospélych tim, Ze se sniZuje
vyskyt a zdvaznost respiracnich onemocnéni béhem chladné sezény (Pregliasco et al. 2008),

coz naznacuje synergicky ucinek probiotickych i prebiotickych sloZek. Symbiotika by mohla
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pozménovat sloZeni stfevniho mikrobiomu, snizovat zanétlivé procesy ve sliznici stfev a mohla
by byt schopna vyvolat remisi onemocnéni pfi zadnétlivém stfevnim onemocnéni (Steed et al.

2008).

3.3 Rostlinné fenolové slouceniny

Rostlinné fenolové slouceniny se dostavaji do popredi zajmil pro své antioxidacni vlastnosti.
Tyto slouceniny se bohaté vyskytuji v ovoci a zelenin€ a prvni byly izolovany jiZ v roce 1930,
kdy se ptivodné myslelo, Ze se jedna o vitamin P. Pozdéji se ukazalo, Ze se jednd o flavonoid
(rutin) a neni to tudiZ vitamin v pravém slova smyslu (Nijveldt et al. 2001). To vedlo k fadé vy-
zkumd, s cilem izolovat dalsi fenolové slouceniny a prostudovat jejich mechanismy pisobeni.
Celkem je zndmo vice jak 8 000 rozlicnych struktur, které 1ze rozd€lit na fenolové kyseliny
(mono-, di-, tri-hydroxybenzoové kyseliny a derivéty skoficové kyseliny), stilbeny, lignany a
flavonoidy (flavonoly, flavony, flavanoly, flavanony, isoflavony, antokyanidiny). Jednotlivé sku-
piny se od sebe lisi poc¢tem fenolovych kruhti (Manach et al. 2005). Na rozdil od tradi¢nich
vitaminl nejsou esencidlni. Zatimco vitaminy maji v téle vytvoreny specidlni mechanismy pro
jejich zadrzovéni, fenolové slouceniny jsou zpracovavany jako xenobiotika (Lugasi & Hovari
2003). Fenolové slouceniny zvySuji biologickou hodnotu potravin, ve kterych se vyskytuji a
jsou nositely kvality, na jejimz zédkladé mohou byt potraviny oznacovany jako ,,funkéni* (Kaur
& Kapoor 2001).

U ovoce a zeleniny jsou fenolové slouceniny vyznamnym prvkem, podilejicim se na jejich
jakosti, ovliviiuji chut’, barvu a nutri¢ni sloZeni (Cheynier 2005). Obsah fenolovych slouc¢enin
v potravinach zavisi na kultivacnich technikach rostlin, kultivarech, podminkach ristu, procesu
zrani, zpracovani ovoce Ci zeleniny a na zptsobu jejich skladovani. Napiiklad loupéni, krajent,
vareni a smaZeni cibule muze redukovat celkovy obsah kvercetinu az o 75 % (Naczjk & Shahidi
2006). Denni prijem fenolovych sloucenin se pohybuje kolem hodnoty 1 g (Scalbert & William-
son 2000). Doporuceny denni piijem flavonoidil by se mél pohybovat kolem 25 p/den (Haidari
et al. 2008). Takovy pfijem je vyraznéji vyssi, neZ pifjem antioxidacnich vitamint (Scalbert &

Williamson 2000).

12



3.3. ROSTLINNE FENOLOVE SLOUCENINY  KAPITOLA 3. LITERARNI RESERSE

3.3.1 Metabolismus a biologicka dostupnost fenolovych sloucenin

Z celkového piijmu je 5-10 % fenolovych sloucenin pfimo absorbovédno v tenkém stievé po
dekonjugacnich reakcich, jako je deglykosylace. Po absorpci jsou tyto méné slozité fenolové
slouc¢eniny podrobeny rozsahlé fazi I (oxidace, redukce a hydrolyza) a potom biotransformaci,
tedy fazi II (konjugace) v enterocytech a potom hepatocytech, coz vede ke vzniku rady ve
vodé rozpustnych konjugovanych metaboliti (methyl, glukuronid a sulfatové derivaty), které se
rychle uvolnuji do systémového obéhu, jsou distribuovany do organti a vylu¢ovany moci.

Je zndmo, Ze bakterie v tlustém stfevé plisobi na fenolové slouceniny enzymaticky (90—
95 % z celkového pi{jmu fenolovych sloucenin), ¢imZ postupné produkuji metabolity s riznym
fyziologickym vyznamem (Zamora-Ros et al. 2012). V tomto procesu se uplatiiuje stfevni mi-
krobiom, ktery $tépi glykosidické vazby.

Stépeni proanthokyanidind (oligomert a polymeri flavan-3-olu) pomoci mikrobiomu bylo
jiZz znaén€ popsano. Postupné se tvori laktony, aromatické a fenolické kyseliny s riznymi hyd-
roxylaénimi vzorci a délkami vedlejSich fetézci, v zavislosti na prekurzorovych strukturach (fe-
nylvalerolaktony, fenylvalerové kyseliny, fenylpropionové kyseliny, fenyloctové kyseliny, hip-
purové a benzoové kyseliny) (Boto-Ordéiez et al. 2011).

Metabolizmus fenolovych sloucenin byvéd Casto ovlivnén tkdnovou expozici fenolovych
sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti v¢etné proantokyanidinti nebo oxidovanych poly-
mérnich sloucenin, které jsou Spatné absorbovany v proximdlni ¢asti gastrointestindlniho traktu
(Santos-Buelga & Scalbert 2000). Kromé toho byla v poslednim desetileti zkouména i mikro-
bidlni transformace neflavonoidnich polymernich molekul nazyvanych ellagitaniny (nebo hyd-
rolyzovatelné taniny).

Po konzumaci potravin bohatych na ellagitanin, jako jsou jahody, maliny, vla$ské ofechy,
dubova vina a grandtova jablka, se tyto taninové struktury podrobi hydrolyze ve stfevni sténé
a uvolni se volna ellagicka kyselina. V tlustém stfevé se ellagicka kyselina metabolizuje mik-
robiomem za vzniku fady derivatt sloucenin nazyvanych urolitiny, které jsou charakterizovany
béZnym jadrem 6H-dibenzo [b, d] pyran-6-onu a sniZujicim se poctem fenolovych hydroxylo-
vych skupin (urolithin D — C — A — B). VSechny tyto fenolové metabolity pochazejici z mik-
robidlnich latek mohou byt absorbovdny nebo vylucovany stolici.

Po vstiebéni se dostdvaji jatry pres portélni Zilu, kde mohou byt dédle podrobeny rozsdhlému

metabolismu prvni faze a druhé faze (véetné glukuronidace, metylace, sulface nebo jejich kom-

binace), dokud se nakonec nedostanou do systémové cirkulace, do organt nebo se pak vylouci
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moci.

Clostridium a Eubacterium jsou hlavni rody podilejici se na metabolismu mnoha fenold,
jako jsou isoflavony (daidzein), flavonoly (quercetin a kaempferol), flavony (naringenin a ixo-
xanthumol) a flavan-3-oly (katechin a epicatechin) (Selma et al. 2009).

Jelikoz Firmicutes maji dispropor¢né mensi pocet enzymil degradujicich glykany neZ Bac-
teroidetes, 1ze predpokladat, Ze prijem riznych fenolovych sloucenin rtizné méni sloZenf stfev-

niho mikrobiomu (Selma et al. 2009).

3.3.2 Rozdéleni fenolovych sloucenin

Nejpocetnéjsi skupinou z fenolovych sloucenin jsou flavonoidy vyskytujici se vyhradné v rost-
linach, nejcastéji ve formé glykosidi. Z chemického hlediska se jedna o skupinu rtiznorodych
latek, jejichz zéklad tvofi jedno, ¢i vice aromatickych jader (mnohdy s heterocyklickou struktu-
rou), na néz se vaze nékolik fenolovych skupin (Balasundram et al. 2006).

Derivaty flavonoidd, které se vyskytujici volné v pfirodé — tzv. bioflavonoidy — jsou od-
vozeny od heterocyklu flavanu.

Antioxidacni G¢inek bioflavonoidl zavisi na jejich struktufe, poloze hydroxylovych skupin
a dvojnych vazeb heterocyklického jadra (Evans et al. 1996).

Ve studii némeckych védct (Bors et al. 1997) byla stanovena tfi zakladni kritéria, ktera se
podili na potenci molekuly flavonoidu zachytdvat volné radikdly: pfitomnost dvou hydroxy-
skupin v 3. a 4. pozici na B kruhu; dvojnad vazba mezi C2 a C3, substituce C3 a C5 OH-
skupinami a dale oxo- funk¢ni skupina na C4.

Jejich antioxidacni vlastnosti jsou déle siln€ ovlivnény stupném glykosylace napf. aglykony
kvercetinu a myricetinu vykazuji in vitro daleko vyssi aktivitu neZ jejich glykosidy (Kaur &
Kapoor 2001).

Bylo zjisténo, Ze struktura fenolovych sloucenin vykazuje anti- a pro-oxidacni schopnost
(Leung et al. 2007). Nékolik nedavnych studii prokdzalo, Ze k protinddorové aktivité dochazi
prostiednictvim pro-oxida¢niho ticinku flavonoidu (Li et al. 2008, Habtemariam & Dagne 2010).
Nédorové bunky v porovnani se zdravymi buikami vykazuji pfi vyS$si trovni oxidacniho stresu
vysSi citlivost k toxickému tcinku 1€k, které zvysuji hladinu ROS (reaktivni forma kysliku), v
porovnani se zdravymi buiikami (Valdameri et al. 2011).

I presto, Ze rostlinné fenolové slou¢eniny mohou mit pro-oxidac¢ni tcinek, jejich hlavni role

spociva zfejmé v antioxidacnim plsobeni, protoZe maji schopnost zhaset ROS, RNS (reaktivni
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forma dusiku) a jiné volné radikély (Li et al. 2008, Habtemariam & Dagne 2010).

Jednou ze skupin fenolovych sloucenin jsou fenolové kyseliny, které se rozliSuji na dvé
zakladni skupiny: na derivaty benzoové kyseliny a na derivaty kyseliny skoficové.

Hydroxybenzoové kyseliny jsou soucdsti struktury hydrolyzovatelnych tanninti (gallotan-
ninli v mangu a ellagitannint v jahodach, malinach a ostruzinach) (Manach et al. 2005). Hyd-
skupiny jsou derivaty p-umarinové, kavové, ferulové a sinapové kyseliny (Gharras 2009). Hyd-
roxyskoficovou kyselinu nalezneme v bortivkach, kiwi, Svestkdch, tfeSnich a jablkéach. Ester
hydroxyskoficové kyseliny je chlorogenova kyselina, pfitomna hlavné v kavovych zrnech (Ra-
wel & Kulling 2007). A mé silnou antioxidacni a antivirovou aktivitu. SlouZzi také jako prevence
pred poSkozenim jater (Farah & Donangelo 2006).

Nejrozsitenéjsi fenolovou kyselinou je benzoova kyselina (VeliSek & Hajslova 2009). Ve
formé esterd je pfitomna v rostlinnych silicich, ale je k nalezeni také v ovoci a zeleniné. Je
pfitomna vSak i v jogurtech, kde vznika hydrolyzou hippurové kyseliny za plisobeni enzymu
LAB béhem zrani (Barberan & Clifford 2000).

Fenolové kyseliny, a to hlavné skoficova, kdvova, ferulovd, 3-kumarové a chlorogenova,

Do fenolovych sloucenin se fadi také tiisloviny, které maji relativné vysokou molekulovou
hmotnost s mnoha fenolovymi hydroxylovymi skupinami ve své struktufe. Jednd se o polymery
a spolecné s proteiny tvori komplexy. Ve vodé tvofi tfisloviny koloidni roztoky, avSak rozpust-
nost se méni dle stupné polymerace.

U vyssich rostlin se tfisloviny rozd€luji z chemického hlediska na dvé tfidy, a to na hyd-
rolyzovatelné tiisloviny a kondenzované tfisloviny (Bruneton 2016). Do skupiny hydrolyzo-
vatelnych tiislovin fadime polymery esterti gallové kyseliny, polygalloyestery, z metabolismu
Sikimové kyseliny pfimou dehydrogenaci 3-dehydroSikimové Kyseliny, pfipadné oxidaci proto-
katechové a gallové kyseliny (3,4,5-trihydroxybenzoova (Bruneton 2016). Do kondenzovanych
tiislovin patii polymery flavoniodnich latek, tvofenych zejména 3-hydroxyflavanem (VeliSek &
Hajslova 2009).

Nejpocetnéjsi skupinu tvori flavonoidy sklddajici se hlavné z katechini, proantokyanind,
anthokyanidinti a flavonti, flavonold a jejich glykosidi. Jedna se slouceniny C15 sloZzenych ze
dvou fenolovych kruhi spojenych tfemi uhlikovymi jednotkami.

Flavonoidy jsou biosynteticky odvozeny od acetatu tak, Ze kruh A ma charakteristicky hyd-
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roxylacni vzorek v poloze 5 a 7. Kruh B je hydroxylovany obvykle na 4, 3, 4 nebo 3, 4, 5.
Obdobou flavonoidi jsou izoflavonoidy, které jsou odvozeny cyklizaci chalkont tak, Ze kruh B
je umistén v poloze 3.

Jiné hlavni skupiny flavonoidl zahrnuji katalyzétory (Casto nalezené jako estery s kyselinou
galovou v €aji) a anthokyanidiny, které jsou vysoce barevnymi pigmenty (Aron & Kennedy
2008).

Flavan-3-oly, také znamé jako flavanoly, jsou hlavnimi fenolovymi slouceninami pfijma-
nymi v potraveé. Zde se nachdzeji jako monomery i oligomerni proantokyanidiny. Mezi nejbo-
hatsi zdroje flavan-3-old patii kakao, Cervené vino, zeleny Caj, také se vyskytuje v bobulich a
jablkach. Témto fenolovym sloucenindm se dostava zvysené pozornosti kvili jejich pfinostim
pro zdravi, protoZze mohou piisobit jako antioxidanty. Plisobi v prevenci nddorovych a kardi-
ovaskuldarnich onemocnéni, a také funguji jako antimikrobidlni, antivirové a neuroprotektivni
latky (Yao et al. 2004).

Zv1astni skupinou jsou prenylované flavonoidy, které se nachédzeji zejména v chmelu. Na za-
kladni strukturu C15 je pfipojeny prenylovy radikdl jako acyklicky nebo cyklicky fetézec (Taka-
yama et al. 1991). Pro pivovarnictvi maji vyznam zejména acylfluoroglucinoly, které jsou bio-
synteticky piibuzné prenylovanym flavonoidiim, lupulony (3-kyseliny), humulony (x-kyseliny)
(Stevens & Page 2004).

V poslednich letech se staly tyto latky pfedmétem lékafského a farmaceutického vyzkumu
hlavné pro své bioaktivni ucinky. NejdileZijté€jSim prenylovanym flavonoidem je xanthohumol,
pfitomny v samicich hldvkach chmelu, kde tvori nejvétsi podil ze zastoupenych prenylovanych
flavonoidi (Stevens & Page 2004), mezi ostatni patfi isoxanthohumol, desmethylxanthohumol,
a 8-prenylnaringenin. U téchto latek bylo prokazano, Ze maji protizanétlivou, protinddorovou a
antibakterialni aktivitu (Jirovetz et al. 2006).

Mezi vyznamné fenolové slouceniny patii stilbeny a jejich derivaty, které se vyuZivaji pri
prevenci a 1écbé fady onemocnéni (Baker et al. 2007). Tyto Gi¢inky ma hlavné resveratrol patfici

mezi dilezité rostlinné metabolity a fungujici jako silny antioxidant.

3.3.3 Resveratrol

Resveratrol (3, 4, 5-trans-trihydroxy-stilben nebo 5-[(E)-2-(4-hydroxyfenyl) ethyl] benzen-1, 3-
diol) je pfirozené se vyskytujici fytoalexin, ktery byl poprvé izolovan z kofent bilé Cemefice v

roce 1940 (Langcake & Pryce 1976). Pozdéji se izoloval z kotenti Polygonu cuspidatum, ktery
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s Y7

se pouzivd v tradi¢ni ¢inské a japonské mediciné (Lee et al. 2012). Tato fenolova sloucenina
je obsazend v rostlindch a to vcetné révovitych (Vitaceae), dvojkiidlaCovitych (Dipterocarpa-
ceae), lidnovcovitych (Gnetaceae), Sachorovitych (Cyperaceae) a bobovitych (Leguminosae)
(Ito et al. 2004). Resveratrol je obsaZeny v potravinidch v rtiznych koncentracich, predev§im
vSak u Cerveného vina, brusinkového dzusu a arasidli je jeho mnoZstvi znacné (Wang et al.
2002).

Resveratrol je charakterizovdn dvéma benzenovymi kruhy spojenymi pfes isopropylovou
¢ast oddélenou dvojnou vazbou (Kasiotis et al. 2013). Existuje v podobé dvou stereoizomert v
cis a trans formé (Z a E), pfiCemz forma E vykazuje vice potenciélu jako antioxidant a jako pro-
tinddorové ¢inidlo (Roupe et al. 2006). S jeho antioxidacni aktivitou je spojen také ,.francouzsky
paradox ‘. Tento paradox vznikl pred témér 20 lety, kdy 1 pres vysokou spotfebu tu¢nych potra-
vin byl u Francouzi zaznamendn niz$i vyskyt imrtnosti v dasledku chronické srde¢ni choroby,
coz by mélo byt zpisobeno vétsi konzumaci cerveného vina, které obsahuje resveratrol (Lippi
et al. 2010). Ten pisobi jako silny antioxidant, inhibuje reaktivni druhy kysliku (ROS) prede-
v8im aktivaci AMP-aktivované protein kindzy. Kromé toho také potlacuje cyklooxygendzu a
peroxidaci lipidl (Szabd 2009). Zabranuje peroxidaci lipoproteinti s nizkou hustotou (LDL),
zabranuje cytotoxicité oxidovaného LDL a chran{ buniky pfed peroxidaci lipidi (Lee & Kader
2000).

Vysoka lipofilnost resveratrolu vede k nizké rozpustnosti ve vodé, coZ sniZuje jeho perordlni
biologickou dostupnost spolu s jeho stabilitou (Das et al. 2008). Mtize v§ak poskytnout G¢inné;si
ochranu neZ jiné zndmé antioxidanty, jako je vitamin C a E (Lee & Kader 2000).

Kromé antioxidacnich a protinddorovych ucinkli byly navic zjistény i dalsi terapeutické
ucinky resveratrolu, jako Ze je neuroprotektivni, antidiabeticky a ptisobi i antivirové (Lippi et al.
2010). Kardioprotektivni i¢inky resveratrolu mohou byt zptisobeny jeho vazorelaxa¢nimi vlast-
nostmi. Vazorelaxantni aktivitu ma resveratrol kvili schopnosti stimulovat kandly aktivované
Ca** a zvySovat signalizaci NO v endotelu (Lee & Kader 2000).

Bylo zjisténo, Ze podavani diphenol resveratrolu mélo zietelny anti-metastaticky ucinek,
¢imzZ se snizil pocet 1 hmotnost metastaz plic. Podobné t¢inky byly pozorované u resveratrolu,
coz vedlo k pfiblizné 40% snizeni poCtu metastiaz (Busquets et al. 2007).

Ve studii Kimura & Okuda (2001) zabyvajici se resveratrolem bylo zjiSténo, Ze na my-
Sich modelech resveratrol v ddvkach 2,25 a 10 mg/kg vyznamné sniZuje objem nadoru (42 %),

hmotnost nddoru (44 %) a metastize plic (56 %). Bylo také zaznamendno, Ze inhibi¢ni icinek

17



3.3. ROSTLINNE FENOLOVE SLOUCENINY  KAPITOLA 3. LITERARNI RESERSE

resveratrolu na karcinogenezi je ve vice stadiich, zejména na kiizi (Jang et al. 1997).

V nékolika studiich (Walle et al. 2004, Larrosa et al. 2009, Bhat et al. 2004) bylo zjiSténo,
Ze resveratrol zvySuje ucinnost nékterych antiretrovirovych 1€kt proti HIV a viru herpes sim-
plex, protoZe reguluje expresi NFkB, a tak potlaCuje aktivaci tohoto proteinu souvisejiciho s
transkripci a apoptdzou.

Zjistilo se také, Ze mnoho virovych proteinovych produktd bylo sniZeno nebo zcela bloko-
vano, stejné jako sniZzeni produkce virové DNA napfiklad pti 1é¢bé viru chfipky tim, Ze omezuje
jeho replikacni vlastnosti. V jiné studii byla replikace tézkého akutniho respiracniho syndromu
zcela inhibovéna derivaty resveratrolu in vitro (Li et al. 2006).

Mimo to byla provedena studie (Qiao et al. 2014), ktera spojuje resveratrol se zménou slo-
Zeni stfevniho mikrobiomu. Tato studie zkoumala ucinek resveratrolu proti obezité a zjitila, Ze
uzitim 200 mg/kg/den resveratrolu se vyznamné sniZuje télesnd i viscerdlni tukovd hmotnost.
Zaroven se sniZzuje hladina glukézy v krvi a i hladina lipidd. Dale bylo zjisténo, ze také re-
sveratrol zlepSuje dysbiézu mikrobidlni tkdn€ indukovanou vysokotukou dietou, véetné zvysSeni
poméru Bacteroidetes k Firmicutes dochdzi k vyznamné inhibici rastu Enterococcus faecalis
a zvyseni rustu Lactobacillus a Bifidobacterium. Resveratrol vyznamné sniZuje expresi mRNA
Lpl, Scdl, Ppar-y, Accl a Fas souvisejici se syntézou mastnych kyselin, adipogenezi a lipoge-
nezi. Proto resveratrol zprostfedkovava sloZeni stievnich mikrobti a postupné prostfednictvim
signdlni drahy Fiaf urychluje vyvoj obezity. Signdlni drahy, téZ signdlni kaskddy jsou sekvence
udalosti, které umoZznuji bunice pfijmout signdl a biologicky na néj reagovat.

Resveratrol ovliviiuje i diabetes melitus, coz miiZze byt zpisobeno vyznamnym vlivem re-
sveratrolu na hladinu glukézy v plazmé, jak bylo prokdzano na zvifecich modelech zdravych
tak u diabetickych potkanech, diabetes indukovany streptozotocinem a nikotinamidem strepto-
zotocinem. Bylo zjiSténo, Ze resveratrol ma hypoglykemicky ucinek a také bylo zjisténo, ze v
obou pfipadech, i u zdravého 1 u diabetického potkana, byla hladina inzulinu po resveratrolu
zvySena (Sharma et al. 2007, Atkinson et al. 2014).

Dédle resveratrol snizuje hladinu malondialdehydu, xantinoxidasy a oxidu dusnatého v hipo-
kampu, mozku a miSe, pfi¢emz soucasné doslo k nariistu glutathionu v porovnani se skupinou
léCenou na diabetes (Carter et al. 2010). Dokazuje to, Ze resveratrol je silnym neuroprotektiv-
nim ¢inidlem proti diabetickému oxidativnimu poskozeni. Diky témto t¢inkdm je resveratrol

doporucovan prii 1écbé diabetické neuropatie (Sharma et al. 2007).
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Kapitola 4

Material a metody

4.1 Material

Bakteridlni kmeny byly ziskané z Ceské sbirky mikroorganismd: L. plantarum (MILCOM
195; nezndmé) a L. fermentum (CCM 91; nezndmé). Bunécné linie lidského stfevniho epi-
telu bunécné linie Caco-2 a HT29-MTX byly ziskdny z American Type Tissue Collection
(Rockville, Maryland, USA). Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), penicilin a strep-
tomycin, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvét sodny, neesencidlni aminokyseliny, fetdlni bovinn{
sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS), trypsin, triton X-100, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT), dimethylsulfoxid (DMSO), resveratrol od Sigma-Aldrich
(CZ). Plastik pro tkanové kultury a to 24-jamkové desticky, serologické pipety, kultivacni 1dhve,
petriho misky vSe od Thermo Fisher Scientific (UK). Rogosa agar (Oxoid Ltd., Basingstoke,
UK).

4.2 Metody

4.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterie byly péstovany pres noc v Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK)
pfi 37 °C za anaerobnich podminek. Pfed stanovenim byly bakterie centrifugovany (2000xg
10 minut) a promyty tfikrat pomoci PBS. Bakterie potom byly resuspendoviny v 5 ml PBS pii
koncentraci 108 CFU/ml, ktera byla stanovena z jejich optické hustoty pfi vinové délce 600 nm

na TECAN M200 Infinite reader (Tecan Austria GmbH, Grodig, Rakousko).
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4.2.2 Priprava resveratrolu

Byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 10 mg/ml v DMSO. Pred vlastnimi testy byly pfi-
praveny pracovni roztoky resveratrolu v DMEM bez pridavku v koncentracich 4,5; 2,25 a

1,125 ug/ml a na buniky byly aplikovany alikvotni podily.

4.2.3 Kaultivace bunécnych linii

Bunky kolorektalniho karcinomu zastoupené liniemi Caco-2 a HT29-MTX byly kultivovany v
mediu DMEM, které obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztoku penicilinu a streptomycinu (100 000
jednotek penicilinu; 10 mg/ml streptomycinu), 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvétu
sodného a 1% roztoku neesencidlnich aminokyselin. Buniky byly péstovany v kultivacnich
1dhvich (75cm?) s 15ml DMEM media, poté byly uloZeny v inkubétoru s fizenou atmosfé-
rou obsahujici 5 % CO,; a v teplot€¢ 37 °C. Medium bylo ménéno kazdé dva dny. Buiky byly
sklizeny 7. den pomoci trypsinu a odstfedény na centrifuze po dobu 10 minut, pfi 170x g. Bylo
odstranéno staré medium a buiiky byly nafedény v novém mediu. Z takto nachystané suspenze
bylo odebrdno 0,5 ml media s buiikkami a opét pfidany k 15 ml nového DMEM media v kulti-

vacni 1dhvi pro dalsi kultivaci.

4.2.4 Zalozeni 24 a 96 jamkové desticky

Z bunécné suspenze, kterd byla diikladné rozpusténa, bylo odebrano 100 pl suspenze a smichano
se 100 ul tripanové modie. Nasledné byla odebrdna kapka a byla ddna na Biirkerovu komirku.
V 1 ml suspenze byl spocitdn obsah bunék. Dle vypoctu byla zjiSténa presnd koncentrace skli-
zenych bunék. Do smési bylo pfiddno 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4x 10* HT29-MTX. Tato smés byla
pipetovédna na jamku v objemu 500 ul u 24 jamkové desticky a takto pfipravena desticka byla
uloZena v kultivaénim boxu. Po dobu 14 dni probihalo kazdé 2-3 dny krmeni téchto bunék. Po
14 dnech by méla probéhnout plné diferenciace bunék a také by mélo dojit k plné konflucenci
monovrstvy.

U 96 jamkové desticky bylo pipetovano 200 ul a desticka inkubovéana 24 hodin.

4.2.5 Test Zivotaschopnosti

Test zivotaschopnosti byl méfen pomoci metody MTT dle Mosman (1983), kterd byla modi-

fikovdna. Buiiky byly nafedény na koncentraci 4 x 10* bunék/ml a pipetovany do 96 jamkové
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desticky v mnozZstvi 200 ul. Po 24 hodinéch bylo odstranéno staré medium a ptiddno 100 pl no-
vého media spolu s testovanymi vzorky v danych koncentracich (0,125-256 ul/ml). Testované
vzorky s bunikkami byly inkubovany po dobu 72 hodin. Po této dobé bylo medium nahrazeno
100 pl nového media s MTT (1 pg/ml). Po 2 hodindch v CO; inkubatoru bylo medium s MTT
opét odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena pti 555 nm a 720 nm, jako
referencni hodnoty, za pouziti TECAN M200 Infinite reader. Procento Zivotaschopnych bunék

bylo vypocteno, v porovnani s kontrolou, kde byly buriky bez pfidani testovanych ltek.

4.2.6 Adhezni testy

Pro zjiSténi adherencnich vlastnosti byla pouzita modifikovand metodika (Jensen et al. 2012).
Z kazdé jamky na desticce bylo odstranéno staré medium a kazda jamka byla proplachnuta 3 x
pomoci PBS. Poté bylo pfiddno 900 ul DMEM media s resveratrolem v koncentraci 4,5; 2,25 a
1,125 pg/ml a bez. Nasledné bylo ptidano 100 ul bakteridlni suspenze.

Desticka byla inkubovana v anaerobnim boxu pii 37 °C po dobu 2 hodin. Po dvou hodi-
nich bylo odstranéno medium s bifidobakteriemi. Monovrstvy bunék byly 3 x promyty pomoci
PBS pro odstranéni neadherovanych bakterii. Do prazdnych jamek bylo pfiddno 300 ul 1%
Triton-X100 na 1 minutu a zfedéno 700 ul PBS. Suspenze z bunék a adherovanych bakterii
byla naredéna. Nasledné byla suspenze ddna na petriho misku spolecné s Rogosa agarem. Jed-
notky tvotici kolonie (CFU) byly po 72 hodinach aerobni inkubace pti 37 °C. Poté byly bakterie

spocitany dle vzorce 4.1 (kontrola reprezentuje 100% adherenci).

pocet bakterii ve vzorku

Adherence = 4.1

= X
pocet bakterii v kontrole

4.2.7 Statisticka analyza

Ziskané vysledky MTT testu jsou vyjadfeny jako primér + smérodatnd odchylka. Vysledky
adheze byly analyzovdny pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (ANOVA, p<0,05) byla pou-
Zita pomoci programu Statistica 12 k vyhodnoceni statistického vlivu resveratrolu na adhezi
bakterii. Data jsou vyjadiena jako primér + standardni chyba a porovnani posteriori bylo ana-

lyzovéano Scheffeovym testem.
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Kapitola 5

Vysledky

Jako prvni byl proveden test Zivotaschopnosti pomoci MTT aby byla stanovena bezpecna kon-
centrace pouZzitelnd pro testovani adherence. ZjiSt€éna vyslednd hodnota resveratrolu pro ICs je
13,60 £+ 0,16. Z vysledkd je patrné, Ze resveratrol nemd cytotoxické ucinky. Avsak vysledek
je pro dalsi testovani nevhodny zdiivodl poskozeni monovrstvy. Z tohoto divodu byly vypoc-

teny hodnoty IC,, (Obr. 5.1) 3,56 + 0,36 pg/ml. A nésledn€ pouZzivané koncentrace se pohybuje
okolo této hodnoty.
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Obrazek 5.1: Test Zivotaschopnosti na smésné bunécné kulture Caco-2/HT29-MTX po pridani

resveratrolu v koncentraci 0,125-256 pg/ml; hodnoty jsou vyjadieny jako primér + smérodatnd
odchylka
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Po stanoveni bezpecné koncentrace resveratrolu pro buné¢nou monovrstvu tvorenou bunéc-
nymi liniemi Caco-2/HT29-MTX, byl proveden test adherencnich vlastnosti L. fermentum a L.
plantarum (Obr. 5.2). Z grafu je patné, Ze L. fermentum adheroval minimalné ve vSech testo-
vanych koncentraich. Na rozdil od L. plantarum, ktery adherovalo vice, avSak resveratrol mél
negativni vliv na adherencni vlastnosti tohoto kmene, kdy se adheze snizovala o 1-2 % oproti
kontrole bez resveratrolu.

Vysledky vsak nejsou statisticky prikazné na hladin€ vyznamnosti p <0,05. To bylo dano
i vysokou variabilitou vysledkli mezi jednotlivymi méfenimi, které jsou zplsobeny nejcastéji

vlastnostmi bunécné monovrstvy a jeji schopnosti na sebe poutat ndmi testované kmeny.

g-| M Kontrola
[11.125 pg/mL
[ 2.25 pg/mL
[14.5 pg/mL
o 6—
=
o
=
=
2
24
=
-«
2—
o T
L. fermentum L. plantarum

Obrazek 5.2: Adherence bakterii Lactobacillus fermentum a Lactobacillus plantarum po ptidani
resveratrolu v koncentraci 4,5; 2,25 a 1,125 pg/ml; vysledky jsou vyjadfeny jako primér +

standardni chyba
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Kapitola 6

Diskuze

V soucasné dobé velka ¢ast populace trpi onemocnénim, jako jsou alergie, urogenitalni infekce,
gastrointestindlni infekce, syndrom drazdivého tracniku, prijmova onemocnéni, piipadné za-
cpy. Pti téchto onemocnénich mohou slouZit jako prevence probiotika (Rolfe 2000). Musi vSak
prekonat prekazky gastrointestindlniho traktu (pH Zaludku, zZlucové kyseliny). Tyto faktory vy-
razné snizuji celkovy pocet probiotik dostavajicich se do vlastnich stfev, kde mohou pozitivné
pusobit na stfevni lumen hostitele (Bove et al. 2013). Adheze probiotickych bakterii na stievnich
epitelidlnich burikich mize byt pozitivnim predpokladem pro jejich imunomodulacni ucinky,
jelikoZ probiotické bakterie konkuruji s patogeny o mista pfilnuti na stfevni epitel a maji podil
na vylucovani téchto patogenii (Gleinser et al. 2012).

Bylo prokdzano, Ze mnoho kment probiotickych bakterii dokaze inhibovat rust, adhezi na
strevni buriky a metabolickou aktivitu enteropatogennich bakterii, jako je Salmonella, Shigella,
enterotoxigenni E. coli nebo Vibrio cholerae (DeVrese & Marteau 2007). Existuje mnoho me-
chanismt, kterymi probiotika podporuji zdravi stfev vCetné stimulace imunity, produkce an-
timikrobidlnich latek a konkurence schopnosti s patogeny (Rolfe 2000). Probiotické bakterie
negativné plsobi na patogeny diky jejich mechanismim, které snizuji hodnotu pH v lumenu
stieva, produkuji baktericidni latky, jako jsou organické kyseliny (mlécnd, octovd a mdselnd
kyselina), peroxid vodiku a bakteriociny. Dal§imi mechanismy t¢inku probiotik na patogeny
jsou vzniklé metabolity (arginin, glutamin, mastné kyseliny s kratkym fetézcem, nebo konjugo-
vané linolové kyseliny) chrdnici stfevo, imunologické mechanismy, regulace stfevni motility a
produkce hlenu (DeVrese & Marteau 2007).

Stfevni mikrobiom je schopny reagovat s fenolovymi slouc¢eninami, které hraji klicovou

roli jak v antioxida¢ni aktivité, tak pfi piisobeni na stfevni mikrobiom, a podileji se na lidském
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zdravi (Crozier et al. 2009). Tyto fenolové slou¢eniny mohou byt ve stfevu metabolizovany pro-
strednictvim mikrobiomu na bioaktivni slouceniny a to hlavné pfeménou glykosidu na aglykon,
ktery je schopny prostupovat stfevnim epitelem (Bowey et al. 2003). Soucasné s tim dochdzi k
ovlivnéni mikrobiomu prostfednictvim fenolovych sloucenin (Selma et al. 2009).

Schopnost bakterii adherovat ke stfevnim epitelidlnim bunikdm je jednim z hlavnich kritérii
pro vybér novych probiotickych kment spolu s dalsimi vlastnostmi, jako je preziti v simulo-
vanych gastrointestindlnich modelech nebo produkce antimikrobidlnich latek (Soderling et al.
1987). Vzhledem k obtiZnosti stanoveni adherence bakterii pomoci in vivo metod byla tato
vlastnost studovdna pomoci in vitro metod vyuzivajich lidské intestindlni bunécné linie, po-
moci kterych se vytvéreji 2D bunécné modely (Tuomola et al. 2000). Tyto in vitro modely se
postupem cCasu staly zavedenou a Siroce pouzivanou metodou pro testovini adherencnich vlast-
nosti probiotickych kment (Laparra & Sanz 2009, Volstitova et al. 2015, 2017, Musilova et al.
2017), pro testovani toxicity rostlinnych extraktti obsahujicich fenolové slouceniny, i pro testo-
vani Cistych rostlinych latek (Doskocil et al. 2015, 2016, Tauchen et al. 2015, 2016, Vanéckova
et al. 2016).

Nejcasteji jsou vyuzivané bunécné linie pochézeji z tlustého stieva, zahrnujici Caco-2, HT29,
respektive HT29-MTX a mnoho dalSich. Smésnd kultura Caco-2/HT29-MTX poskytuje pokro-
Cily in cellulo model, napodobujici skuteCny pomér Gobletovych bunék k absorpci epitelidlnich
bunék (Laparra & Sanz 2009, Volstatova et al. 2015, 2017, Musilova et al. 2017) a produkujici
mucin. Tento glykoprotein vede k prostorové bohaté siti vazebnych mist a substratovych sku-
pin pro komensni mikrobiocyty (Carrier et al. 2006), které prispivaji k adhezi mikrobiomu na
stievn{ epitel.

V nasi préci jsme vyuZili stejny model jako fada autort (Laparra & Sanz 2009, Volstatova
et al. 2015, 2017, Musilova et al. 2017) a byla zjiSt ovdna adherencni schopnost L. fermentum
a L. plantarum po pridani resveratrolu. Bylo zjiSténo, Ze resveratrol statisticky nezvySoval ad-
heren¢ni vlastnosti testovanych kmeni, a to ani u L. fermentum , kde velmi Spatné adheroval
samostany kmen bez testované latky.

Drive provedena studie Wang et al. (2008) testovala L. gasseri na jeho adhezivni vlastnosti,
bylo zjisténo, Ze procento adheze je 12,05 £ 1,34 %. To je v rozporu s naSimi vysledky, moZnou
ptic¢inou vSak je pouZiti pouze bunééné linie HT29. Na bunééném modelu tvofeném Caco-2 ad-
heze L. gasseri byla4 % (Jensen et al. 2012), coZ je o dvé procenta vice naZ na naSem bunécném

modelu tvofeném Caco-2 a HT29-MTX bunécnymi liniemi. Takto nizkda adheze miZe byt za-
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pri¢inéna faktorem, Ze bunécné linie HT29-MTX produkuji muciny typu MUC5AC a MUCS5B
ve vétsi koncentraci nezZ MUC2 (Leteurtre et al. 2012), to pravdépodobné vede k vyznamnému
nedostatku tohoto modelu, protoze v traniku prevladaji MUC2 (Lesuffleur et al. 1993) a tim
dochézi ke zkresleni vysledkil provedenych testa.

Z ptidananého L. plantarum adherovalo 9 %, zatimco na samostatném modelu tvofeném
pouze Caco-2 bunikami adherovalo od 10 do 15 % (Garcia-Cayuela et al. 2014), coZ je téméf
o polovinu vice nez v naSem pripadé. V indické studii (Kumar et al. 2011) se uvadi, ze L.
plantarum na bunikdch HT29 adheruje z 60 %, kdy se jednd téméf o 10x vyssi adhezi nez v nasi
studii.

Adheze probiotickych kmenti mize byt vyznamné ovlivnéna pritomnosti fenolovych slou-
¢enin ve stravé. Nedavné studie Bustos et al. (2012), Cueva et al. (2013) naznacuji, Ze ptiznivé
ucinky fenolovych slou¢enin na zdravi mohou byt zapficinény interakci se stfevnim mikrobio-
mem. Je dokdzano, Ze nékteré fenolové slouceniny a jejich metabolity mohou stimulovat rist,
proliferaci a adhezni kompenzaci bakterii a inhibovat rist a adhezi stfevnich patogenti (Laparra
& Sanz 2009, Parkar et al. 2008). Studie Bustos et al. (2012) uvadi, Ze G¢inek fenolovych slou-
¢enin je nekonzistentni, coZ naznacuje vysokou specifi¢nost. Vétsina z nich nevykazuje zadny
ucinek, ale nékteré ziejme stimuluji adhezi vybranych kment na urcité typy bunécnych linii.
Napriklad epigallokatechin zvySil adhezi L. casei k bunikkdm Caco-2, zatimco prokyanidiny B1 a
B2 zvysily adhezi k buiikkdm HT-29. Bylo prokdzéno, Ze adheze L. acidophilus k buitkdm Caco-
2 je zvysena epigalokatechinovym galdtem. Z toho vyplyv4, Ze icinek fenolovych sloucenin na
adhezi bakterii zavisi na kmeni Lactobacillus a buné¢né linii. Chybéjici aktivita resveratrolu,
ktera je patrnd z nasi studie, by mohla platit pro pouZzité kmeny, a proto nelze vyloucit vliv na
jiné kmeny, které nejsou zahrnuty do naSeho panelu.

Studie Celebioglu et al. (2017) zkoumala tcinek nékterych béznych fenolovych sloucenin,
véetné resveratrolu, na adhezivni vlastnosti L. acidophilus na bunky mucinu a HT-29. Ve svém
modelu resveratrol vyznamné zvysil adhezi L. acidophilus jak pro mucin, tak pro buiky HT-
29 pii koncentraci 100 ug/ml a bylo prokdzano, Ze je jednim z nejucinnéjsSich testii u vSech
testovanych polyfenold v disledku moznych zmén exprese povrchovych proteini. Nicméné
zustavaji obavy ohledné fyziologického vyznamu pouZzitych koncentraci. Mechanismy, kterymi
fenolové slouceniny ovliviiuji adhezi bakterii, nejsou stdle plné prozkoumany.

Fenolové slouceniny jsou schopny interagovat s mikrobidlnimi membranovymi bilkovi-

nami, enzymy a lipidy, ¢imZ méni bunécnou propustnost a umoziluji tak ztratu protond, iontd a
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makromolekul. Existuji také dikazy o tom, Ze fenolové slouceniny by mohly ovliviiovat tvorbu
biofilmu, jehoz prvnim krokem je adheze bakterii (Huber et al. 2003). Tyto bioaktivni mole-
kuly by mohly mit vliv na adhezi patogend k hostitelskym tkdnim, nebot’ adheze je nezbytnou
podminkou pro iniciaci vétSiny infekénich onemocnéni. Bylo prokédzéano, Ze rostlinné fenolové
slouceniny inhibuji glukosyltransferasy, které zprostfedkovavaji ptilnavost Streptococcus mu-
tans a dalsich perordlnich bakteridlnich druht na povrch zubd, coz pfispiva k tvorbé biofilmi
zubnich plakl. Navic fenolové slouceniny mohou také inhibovat adherenci bakterii tim, Ze sni-
7uji hydrofobnost mutantnich streptokoku. Naptiklad brusinkové $t'avy sniZily adhezivni silu v
bakteriich P. fimbriated prostiednictvim zmény povrchovych makromolekul (Matsumoto et al.
2003). Fenolové slouceniny z dzusu jsou také schopné inhibovat vazbu N. meningitidis pili na
imobilizované lidské epitelidlni buniky a vytazky z jablka bohaté na fenolové slouceniny vyka-
zuji in vitro inhibi¢ni G¢inek proti Helicobacter pylori (Pastene et al. 2010). V neddvné dobé
bylo zjisténo, Ze resveratrol a nékteré derivaty inhibuji adhezi E. coli, Salmonella typhimurium
a Listeria monocytogenes k bunécnym linifm epitelu stiev a poté nasleduje produkce cytokind
jako reakce na prilnavost potravinového patogenu (Selma et al. 2012).

Adheze ke stfevni sliznici je povaZzovana za rozhodujici pro kolonizaci ve stfevé a ma se za
to, Ze stimuluje hostitelsky imunitni systém a to souvisi s urCitymi prospéSnymi ucinky probi-
otik (Sugimura et al. 2011). Existuje dynamicky vztah mezi gastrointestinalnim mikrobiomem
a latkou, pfijmem a metabolismem bioaktivnich potravinovych slozek, jako jsou fenolové slou-
Ceniny a stfevni slizni¢ni buriky. Jak Cisla, tak i typy mikrobu a stravovaci ndvyky mohou ovliv-
nit zdravotni stav hostitele. Ve studii Bustos et al. (2012) bylo prokazano, Ze nékolik béZnych
flavan-3-olti ma potencidl ménit stfevni mikrobiom modifikaci adheze probiotickych kment
Lactobacillus na stfevni buiiky. TakZe konzumace stravy bohaté na tyto bioaktivni molekuly by
mohla ovlivnit stfevni mikrobiom a zvysit celkovou pohodu ¢lovéka.

Resveratrol, ktery je potencidlnim kandiddtem s rliznymi farmakologickymi aktivitami, byl
rozsdhle studovdn na zdkladé farmakokinetickych parametrii na rtiznych zvifecich modelech
a lidskych dobrovolnicich. VSechny farmakokinetické parametry, absorpce, distribuce, meta-
bolismus a vylucovani resveratrolu jsou dobie zndmy. I kdyZ bylo zjisténo, Ze 1€k ma vyso-
kou peroralni absorpci (~75 %), perorélni biologicka dostupnost je témét zanedbatelna (<1 %)
kvili rychlému a rozsdhlému metabolizmu na metabolity siranu a glukuronidu v intestinu a
jatrech (Lee et al. 2012). U zdravych dobrovolnikii byla provedena studie Wang et al. (2002),

pfi které byly podavany rtizné koncentrace resveratrolu po dobu 29 dni (ddvka 0,5; 1,0; 2,25
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nebo 4,5 g/den) a bylo zjisténo, Ze podavani davky 2,25 a 4,5 g zplisobuje mirné az stiedné z4a-
vazné gastrointestinalni potiZze. Podobny typ studie u zdravych dobrovolniki provedl Lippi et al.
(2008) k urceni farmakokinetického a bezpecnostniho profilu resveratrolu. Celkem 40 zdravych
dobrovolniki bylo rozdéleno do Ctyt skupin (5 muZzi a 5 Zen v kazdé skupin€). Dvéma jedinciim
bylo podavéno placebo a zbyvajicim 8 bylo poddvano 25, 50, 100 a 150 mg resveratrolu Sestkrat
denné po dobu 13 dni. Byly zjistény riizné farmakokinetické parametry, kde vrchol plazmatické
koncentrace nastal mezi 45 a 90 minutou. Primérnd C,,,x a primérnd AUCO-t zavisi na davce,
coz se zvysilo s naristem davky z 25 na 150 mg (Lippi et al. 2008). Dalsi studie Lee et al.
(2012) probéhla u 10 zdravych dobrovolnikti s podanim riznych davek 1éku v rozmezi od 0,5
do 4,5¢g p. 0., jednordzovd davka a podobnd metoda byla pouzita pro stanoveni koncentrace
1éCiva a metabolitu v plazmé a moci. Vysledky ukdazaly, Ze vrcholové plazmatické hladiny 539
+ 384 ng/ml se objevily 1,5 hodiny po podani Iéku. Vylucovani 1éku a jeho metabolitii moci
dosupny z bézné konzumovanych potravin a zda se dostiava do tlustého stfeva v nepozménéné
formé&. Dostupnost je moZzné zvysit mikroenkapsulaci resveratrolu, kterd zvySuje rozpustnost
ve vodném prostredi, ¢imZ zlepSuje biologickou dostupnost a také zabranuje degradaci vlivem
svétla a tepla (Szab6 2009). Das et al. (2008) zjistili, Ze ziskana formulace zlepSuje stabilitu
resveratrolu pro specifické dodavani do tlustého stfeva s ucinnosti zapouzdieni >94 %.

V modelovych systémech bylo prokazano, Ze resveratrol ma chemopreventivni aktivitu proti
kardiovaskularnim onemocnénim a rdznym typtim rakoviny v modelovych systémech, neni
vSak ziejmé zda 1éCivo po perordlnim podani dosdhne navrzenych mist i¢inku in vivo zejména
u lidi. Jedna ze studii Walle et al. (2004) se zabyvala absorpci, biologickou dostupnosti a me-
tabolismu 14C-resveratrolu po oralnim podani diavky u Sesti dobrovolnikl. Absorpce 25 mg
perordlni davky byla nejméné 70 %, maximdlni plazmatické hladiny resveratrolu a metabolitli
dosédhly 491 £ 90 ng/ml (priblizné 2 uM) a plazmaticky polocas byl 9,2 £ 0,6 hodiny. V plazmé
bylo mozné detekovat pouze stopové mnozstvi nezménéného resveratrolu (<5 ng/ml). VEétsina
perordlni davky byla ziskdana z moci a analyza kapalinovou chromatografii/hmotnostni spek-
trometrii identifikovala tfi metabolické drahy. Extrémné rychld konjugace sulfati ve stfevech
a jatrech omezuje rychlost biologické dostupnosti resveratrolu. Ackoli systémové biologicka
dostupnost resveratrolu je velmi nizkd, diky akumulaci resveratrolu v epitelidlnich bunikéch po-
dél aerodigestivniho traktu a potencidlné aktivnich metabolitd resveratrolu mohou stale pisobit

jako prevence rakoviny.
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Vétsina studii zabyvajicich se uCinky in vivo testuje obrovské davky resveratrolu, které
nejsou reprezentativni z hlediska stravovéni. Cilem studie Larrosa et al. (2009) bylo zjistit,
zda resveratrol mize vykazovat protizanétlivou aktivitu in vivo z mnoZstvi pfijaté ze stravy.
Potkani byli krmeni 1 mg resveratrolu/kg/den (lidska ekvivalentni ddvka) po dobu 25 dnti a
béhem poslednich 5 dnd bylo poddno 5% dextran sulfiatu sodného (DSS) k vyvolani kolitidy.
Byly hodnoceny ucinky na poskozeni tlustého stieva, stfevni mikrofloru, reaktivni druhy kys-
liku, zanétlivé markery a tvorba oxidu dusnatého, stejné jako profil genové exprese. Resveratrol
zvysil laktobacily a bifidobakterie stejné jako sniZil nartist enterobakterii pii 1é¢bé. Resveratrol
vyznamné chranil sliznice tlustého stieva, sniZil ztratu télesné hmotnosti, snizil indukovanou
anemii a sniZil systémové markery zanétu, prostaglandin E2, cyklooxygendzu-2, prostaglandin
E a také syntdzu a hladinu oxidu dusnatého. Kromé toho byla zménéna exprese 2 655 genti v
distalni sliznici tlustého stfeva souvisejici s dilezitymi metabolickymi cestami. Tyto vysledky
posiluji koncept resveratrolu jako dietni priznivé slouceniny ve stfevnim zanétu pti davkach,
které je mozné dosahnout u nutraceutickych piipravkli obohacenych o resveratrol. In vitro stu-
die naznacuji, Ze monomery flavan-3-olu, jako je epikatechin a katechin jsou schopny ovlivnit
populaci bakterii v tlustém stfevé dokonce i za pfitomnosti jinych Zivin, jako jsou sacharidy
a bilkoviny. Katechin vyrazné inhiboval rtst Clostridium histolyticum a zvysil rust E. coli a
Cleny skupiny Rectale Clostridium coccoides — Eubacterium, zatimco rlst Bifidobacterium a
Lactobacillus spp. zlstaly relativné nedotéeny (Tzounis et al. 2008).

Ve studii Dolara et al. (2005) dietni poddvani vytazki bohatych na proanthokyanidin mél
také podobny ucinek. Kompozice fekalnich bakterii potkant, jejichZ dieta byla doplnéna po
dobu 16 tydni extraktem z cerveného vina bohatym na proantokyanidin, se presunula z prevahy
Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium spp. na pfevahu Bacteroides, Lactobacillus a Bi-
fidobacterium spp. U lidi extrakt bohaty na proanthocyanidin z hroznovych semen poddvany
zdravym osobdm po dobu 2 tydnl byl schopen vyznamné zvysit pocet bifidobakterii (Yama-
koshi et al. 2001). Nicméné neddvné studie Viveros et al. (2011) naznacuje, Ze monomerni
flavan-3-oly a zdroje bohaté na flavan-3-ol, jako jsou Cokoldda, zelené Caje nebo extrakty z
hroznovych semen, mohou modulovat stfevni mikrobiom a zptisobovat zmény v prospésnych
bakteriich, jako je Lactobacillus spp. ale také inhibovat jiné skupiny, jako je Clostridium spp.
Nedavno kakaova dietni intervence u potkanich modeld ukdzala vyznamny pokles podilu rodd
Bacteroides, Clostridium a Staphylococcus ve stolici zvifat krmenych kakaem (Cladera et al.

2012). Jiné studie u potkanii provddéné Smith et al. (2005) zjistili, Ze kdyZ byla potkantim po-
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ddvéna strava bohatd na taniny, skupina Bacteroides se vyznamné zvySila, zatimco Clostridium
leptum cluster se vyznamné sniZil. Podobné se se choval i resveratrol ktery ovlivnil pocty Bifi-
dobacterium spp. a Lactobacillus u potkanich modelt (Larrosa et al. 2009).

Lidsk4 intervencni studie Vendrame et al. (2011) ukdzala, Ze konzumace fenolovych slou-
¢enin z Cerveného vina vyznamné zvysila pocet Enterococcus, Prevotella, Bacteroides, Bifido-
bacterium, Bacteroides uniformis, Eggerthella lenta a Blautia coccoides-E. rektdlni skupina,
zatimco mnozstvi Lactobacillus spp. byl nezménén. Na druhé strané, kdyZ byly bakterie kulti-
vovany rtiznymi ¢ajovymi fenolickymi latkami, rast patogennich bakterii, jako jsou Clostridium
perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp., bylavyznamné potlacen, zatimco kom-
penzacni anaeroby jako Bifidobacterium a Lactobacillus byly méné postizeny. Doslo také k
vyznamnému ndristu mnoZstvi Bifidobacterium po konzumaci divokého bortivkového napoje,
coz naznacuje dilezitou roli polyfenolu pfitomného u divokych bortivek na modulaci kompo-
zice stfevni mikrofldry.

Vedle bakterialnich vztahii mezi hostitelem a bakteriemi ma potrava velmi silny vliv pfi vy-
tvareni vyvazeného stfevniho mikrobiomu. Proto je dilezité zvaZzit, zda prijem riznych potra-
vin a jejich sloZzek muzZe ovlivnit kolonizaci stfeva. V in vitro studii bylo prokazano, Ze fenolové
frakce z bobulové $t'dvy inhibuji adhezi Neisseria meningiditidy k lidskym epitelidlnim buiikdm

(Toivanen et al. 2011).
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Biologicka dostupnost a t¢inky fenolovych sloucenin velmi zavisi na jejich transformaci sloz-
kami stfevni mikrofléry. Byly provedeny rizné studie s cilem porozumét transformaci stiev-
nich mikrofilmd u konkrétnich typt fenolovych sloucenin a identifikovat odpovédné mikroor-
ganismy. NaSe vysledky, pfi kterych bylo vyuzito L. plantarum a L. gasseri spolecné s resvera-
trolem neprokazal Zadny pozitivni efekt toho stilbenu na adhezivni vlastnosti t€chto probiotik.

To miize byt zapfi¢inéno, modelem, obsahujicim bunécnou linii HT29-MTX, ktera produ-
kuje omezené mnozstvi MUC2 a tim se negativné ovliviiuje schopnost adheze. Dalsi moZnosti,
je Spatné biologicka dostupnost resverotraolu bakteriemi, kdy je moZnost, Ze dimethylsulfo-
xid nebyl sprvané zvolenym rozpoustédlem a je otdzka, zda negativné neovliviiuje adhezivni
vlastnosti.

Také je otdzka, jaky vliv ma forma Cistého resveratrolu, ktery neprosel mikrobidlni fer-
mentaci, kterd by mohla zvysit jeho biodostupnost pro bakterie a bunény model a tim zvysit
adhezivni vlastnosti testovanych probiotickych kmend.

To nds vede k mnoha dal§im otdzkdm biologické aktivity resveratrolu na stfevni mikrobiom,
které nejsou doposud dostatecné prostudované a publikované v odborné literatuie. Ani nase
vysledky neposkytly odpovédi a vliv resveratrolu na probiotika si zaslouZi dalsi hlubsi studo-
vani, za pouziti jinych bunéénych modelti, rozpoustédel a zejména simulaci traveni a priichodu

gastriintestindlnim traktem, kdy je pravdépodobné, Ze se zméni biodostupnost resveratrolu.
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Seznam zkratek

Accl acetyl-CoA karboxyldza

Cnb calcineurin B protein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

FBS fetdlni bovinni sérum

FMT fekéalni mikrobidlni transplantace

GI gastrointestindlni

IBD idopatické stievni zanéty (Inflammatory Bowel Disease)
LAB bakterie mlé¢ného kvaseni

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

mRNA Lpl lipoproteinova lipdza mediatorové ribonukleové kyseliny
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NF«B nuklearni faktor kB

PBS fosfatovy pufr

Ppar-y peroxisomovy proliferdtor — aktivovany receptor

RNS reaktivni forma dusiku

ROS reaktivni forma kysliku

Scd1l stearoyl-CoA desaturdza
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