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Metabolismus vybranych 2-arylbenzofuranu v tlustém

streveé

Souhrn

2-Arylbenzofurany jsou vzacné polyfenolové latky, které se vyskytuji pouze v nékolika
rostlinnych ¢eledich. Hojné jsou zastoupeny ve vSech ¢astech moruse (rod Morus). VWkazuji
fadu ucinkt na lidské zdravi, které zacinaji byt v soucasnosti zkoumany a maji potencial pro
vyuziti v mediciné a vyzivé cloveéka. Cilem této diplomové prace bylo pfispét k objasnéni
metabolismu 2-arylbenzofurand v tlustém stievé na zakladé hypotézy, ze 2-arylbenzofurany
jsou ve stfevé rozkladany stfevni mikrobiotou a déale metabolizovany do vstfebatelnych
bioaktivnich forem obdobnym zpisobem jako jiné dieteticky vyznamné polyfenoly. V prvnim
kroku byla provedena fermentace vybranych 2-arylbenzofurani (mulberrofuran G,
mulberrofuran Y a moracin C) v in vitro modelu lidskou stolici.

Produkty in vitro fermentace byly nasledné analyzovany pomoci analyz LC/MS a
GC/MS. Pomoci obou analyz byly identifikovany mateiské molekuly. V ramci cilové analyzy
byly pomoci LC/MS a GC/MS hledany potencidlni metabolity, které by mohly vznikat
v disledku fermentace zkoumanych latek. Potencialni metabolity byly vytipovany na zakladé
poznatkl z literatury. V dalSim kroku pfi hledani potencidlnich metaboliti byla provedena
rozdilova analyza pomoci software XCMS online. Vysledky byly prozkoumany pomoci
knihovny METLIN a na zakladé vysledkti z XCMS bylo navrzeno né€kolik potencialnich
metabolitd. V ramci této prace vSak nemohlo byt jiZ potvrzeno, zda nalezené potencialni

metabolity z testovanych latek opravdu vznikaji.

Kli¢ova slova: 2-arylbenzofurany, polyfenoly, moruse, mikrobidlni metabolismus,

fermentace



Colonic metabolism of selected 2-arylbenzofurans

Summary

2-Arylbenzofurans are rare polyphenolic compounds, which have been found in only a limited
number of plant families. They can be found in all parts of the mulberry tree (Morus). They
exhibit bioactive effects with a potential for use in medicine and human nutrition. The aim of
this diploma thesis was to explore the metabolism of selected 2-arylbenzofurans based on the
hypothesis that these compounds are degraded in the colon by the intestinal microbiome in a
similar fashion as other structurally or biochemically related polyphenolic compounds. To
achieve this, an in vitro fermentation was carried out using human faeces from donors.

The products of the in vitro fermentation were subsequently analyzed using LC/MS
and GC/MS analysis. The parent compounds were identified in both these analyses. A targeted
analysis was carried out in which potential metabolites of the parent compounds were
searched for. A list of potential metabolites had been created based on research from literature.
Following LC/MS analysis, a non-targeted analysis using a metabolomics platform called
XCMS online was carried out. An online database METLIN was used to help with the
analysis of the results from XCMS analysis. A few compounds had been suggested in the
XCMS analysis as possible metabolites of the parent compounds; however within the scope
of this diploma thesis, no definite conclusion could be made whether these potential

metabolites really come from the metabolism of the selected compounds.

Keywords: 2-arylbenzofurans, polyphenols, mulberry, microbial metabolism, fermentation
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1 Uvod

Tato prace se zabyva popisem, ucinky a metabolismem vybranych 2-arylbenofurant.
Jedna se o ne pfili§ rozsifené a malo prozkoumané latky. V soucasné dob¢ zacinaji byt tyto
latky studovany, protoze vykazuji fadu u¢inkl na lidsky organismus. Piestoze se jedna o latky
pomérné vzacné a malo prozkoumané, nachazi se hojné v nékterych jedlych rostlinnych
druzich. V naSich podminkach se jedna ptedevs§im o moruse.

V soucasné dobé je péstovani morusovniku v Ceské republice okrajovou zaleZitosti,
stejné tak jako konzumace vyrobkil z moruse. Ve vétsing obchodnich siti v Ceské republice
nelze vyrobky z moruse zakoupit. Vyjimkou jsou specializované prodejny se zdravou nebo
specializovanou vyzivou.

V historii vSak byla moruSe pomérn¢ vyznamnou plodinou ina naSem uzemi, a to
predevsim kvili vyrobé hedvabi. V souvislosti s vy$s§im rozsifenim této plodiny pro vyrobu
hedvabi souvisela i zvySena konzumace morusovych plodi. Do Evropy se hedvabnictvi
rozsitilo z Ciny a v Cesku byla snaha o jeho rozsiteni v 18. stoleti. Tato snaha o produkci
vlastniho hedvabi pfetrvala az do poloviny 50. let 20. stoleti. Na nasem uzemi existoval
Vyzkumny ustav bavlnaisky a hedvabnicky. Vzhledem k proméné textilniho pramyslu se
vyrazné zménilo vyzkumné zaméfeni tohoto tstavu a vyzkum hedvabi neni v soucasné dobé
provozovan. Dal§im tustavem, ktery mize poskytnout informace ohledné péstovani moruse
nebo chovu bource morusového, je Vyzkumny ustav vcelarsky. V soucasné dob¢ neni V této
¢innosti aktivni.

Cilem vyzkumu je pfispét ke zvySeni povédomi o zdravotnich U¢incich této plodiny.
Toto by mohlo v budoucnu zajistit rozvoj nového trhu, ktery by mohl ptispét k znovurozsiteni
morusovniku na uzemi Ceské republiky a rozsifeni sortimentu vyrobktl z moruse v obchodni

siti.



2 Cil prace a hypotéza
2.1 Cil prace

2-arylbenzofurany jsou vzacné polyfenolové latky, které se vyskytuji pouze v nckolika
rostlinnych ¢eledich. Hojné jsou zastoupeny ve vSech ¢astech moruse (rod Morus). Vykazuji
fadu ucinki na lidské zdravi, které jsou v soucasnosti zkoumany a maji potencial v 1ékaistvi a
vyzivé Clovéka. Vzhledem Kk tomu, Ze metabolismus tlustého stieva Casto hraje zasadni roli
Vv bioaktivaci polyfenolovych latek a jejich transformaci do ucinnych forem, byla provedena
fermentace vybranych 2-arylbenzofurant v in vitro modelu lidskou stolici.

Cilem prace bylo zjistit, zda jsou 2-arylbenzofurany rozkladany stfevni mikrobiotou.

Zaroven byl sledovéan vznik potencialnich metabolitti rozkladu.

2.2 Hypotéza

2-Arylbenzofurany jsou ve stievé dale metabolizovany do vstiebatelnych bioaktivnich forem.



3 Literarni reSerse
3.1 Vyznam fenolovych slouc¢enin v potravinach

Fenolové latky jsou v potravinach hojné =zastoupeny, nalezneme je téméf ve vSech
potravinach. Pfirozené maji nizky obsah fenolovych sloucenin vétsinou potraviny zivocisného
puvodu, tedy napf. maso nebo mléko aj. Zdrojem fenolovych latek v lidské stravé jsou
rostlinné produkty (Bravo, 1998). Fenol a jeho slouceniny maji baktericidni ucinek a
vykazuji jistou miru toxicity vii¢i organismim ohrozujici rostliny (Giada, 2013). V rostlinach
fenolové slouceniny pisobi jako ochrana proti Skiidcim — hmyzu a jinym zivo¢ichim.
(Crozier, Jaganath and Clifford, 2007). ZvySena koncentrace téchto latek byva
pozorovana Vv poranénych rostlinnych tkanich (Botta et al., 2005). Komeréné jsou fenolové
slouceniny pro své UCinky pouzivany v ruznych oborech jako naptiklad desinfekcni
prostfedky (napft. chlorhexidin), ptisady do pesticidd (napf. dinitrofenol) nebo 1é¢iva

(napt. kyselina salicylova je vychozi latkou pii vyrobé acylpyrinu.).
3.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy tvoii nejpocetnéjsi skupinu fenolovych sloucenin nachdzejicich se v potravinach.
Obsahuji patnact uhlikd, které jsou uspotadany tak, ze dvé aromaticka jadra jsou spojena
tiiuhlikovym mustkem. Ve vysokych koncentracich se nachazi v pokozce listi a v slupce
ploda (Crozier, Jaganath and Clifford, 2007). Flavonoidy mohou byt dale rozdéleny do 13
ttid. Dé&leni je zaloZeno na zpisobu pfipojeni aromatického jadra ,,B*“ k uhlikatému skeletu
,C“. Dale se jednotlivé podttidy 1iSi mirou oxidace a funkénimi skupinami na uhlikovém
skeletu ,,C* (Beecher, 2003). Dulezité podtiidy z hlediska vyznamu pro vyzivu jsou flavony,
flavonoly, flavan-3-oly, isoflavony, flavanony a antokyany. Ostatni flavonoidové podtiidy se
V potravinach vyskytuji v minimalnim mnozstvi (Crozier, Jaganath and Clifford, 2007).
Flavonoidy se v rostlinach nachazeji zpravidla ve formé glykosidi. Mezi flavonoidy jsou
v rostlinach nejéastéji pritomny flavony (napt. apigenin, luteolin, diosmetin) a flavonoly

(napt. kvercetin, myricetin, kaempferol) (Bravo, 1998).



Obrazek 1: Obecna struktura flavonoidu.

3.1.2 Neflavonoidni polyfenoly
3.1.2.1 Fenolové kyseliny

Hlavnimi neflavonoidnimi latkami z hlediska vyznamu pro vyzivu jsou fenolové kyseliny.
Blize rozliSujeme derivaty benzoové kyseliny (napt. vanillova, gallova, salicylova) a derivaty
skoticové kyseliny (p-kumarova, kavova, ferulova) (Crozier, Jaganath and Clifford, 2007).
Mezi dalsi vyznamné kyseliny v potravinach patii ester kyseliny kavové a chinové. Dale je
pritomna Kyselina chlorogenova, ktera se vyskytuje ve velkém mnozstvi v listech maté
(cesminy paraguayské) a v zelenych kavovych bobech odriidy Robusta. Vysoky pfijem této
kyseliny maji tedy obecné v nasich podminkach konzumenti kavy (Crozier, Jaganath and
Clifford, 2007).

fenolovych sloucenin: skoficovych kyselin, stilbenii a hydrolyzovatelnych tanind (Bravo,
1998).

3.1.2.2 Taniny (tfisloviny)

Taniny vznikaji z flavonoidii polymerizaci do delSich fetézci. Mohou vznikat piimo
Vv rostlinach, nebo pii jejich zpracovani. Existuje nékolik podtfid tanind. Z téchto jsou pro
lidskou potiebu nejdulezitéjsi tfi. Jedna se o kondenzované taniny, hydrolyzovatelné taniny a
derivaty taninti (Beecher, 2003). Kondenzované taniny vznikaji z monomernich jednotek
flavanoli a jsou spojené vazbou C—C a éterovymi vazbami. Hydrolyzovatelné taniny
vznikaji z kyseliny gallové piipadné ellagové a nearomatického polyolu (cukr, kyselina
chinova atd.). Pfi zpracovani rostlin vznikaji derivaty tanind, slozité slouceniny, které se jinak

v intaktnich rostlinnych pletivech téméf nevyskytuji (Beecher, 2003). Taniny jsou ve
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vysokych koncentracich obsazeny v mnoha nezralych plodech, vétSinou ve vnéjSich vrstvach.
Jejich obsah se pfi zrani ovoce snizuje. Kromé potravinarstvi se pouzivaji v kozedélném

prumyslu pro ¢inéni kuzi (Crozier, Jaganath and Clifford, 2007).
3.1.2.3 Stilbenoidy

Stilbenoidy jsou strukturou podobné flavonoidim. Podle Riviére et al. (2012) se k
stilbenoidim také ftadi bibenzyly, dihydrostilbeny, bis(benzyly), fenanthreny, 9,10-
dihydrofenanthreny a dale také v této praci sledované 2-arylbenzofurany (Riviére, Pawlus and
Mérillon, 2012). Ty jsou derivaty stilbenoidi. Tyto vySe jmenované latky jsou piibuzné
z biochemického hlediska. V rostlinach jsou tvofeny ve fenylpropanoidové draze. Chemicka
struktura jednotlivych sloucenin je znazornéna na obrazku 2. Stilbenoidy a ptibuzné
slouCeniny se nevyskytuji ve vSech rostlinnych celedich, ale vyskytuji se v riznych
fylogeneticky vzdalenych celedich. Jejich vysoky obsah byl nalezen v lidnovcovitych
(Gnetaceae), borovicovitych (Pinaceae), Sachorovitych (Cyperaceae), bobovitych
(Fabaceae), révoviych (Vitaceae) a dvojkiidlacovitych (Dipterocarpaceae) (Riviére, Pawlus
and Mérillon, 2012). Mnoho stilbenoidii ma antibakterialni u¢inky a dale také farmakologické
ucinky (Ozcan et al., 2014). Mezi nejvyznamnéjsi farmakologické ucinky, které jsou
antidiabetické, antiaterosklerotické a dalsi (Venkatesh and Seema, 2008). VétSina
farmakologicky aktivnich latek byla nalezena v extraktech z listd. Vyskytuji se i v kofenech a
kafe, méné v plodech (Chan, Lye and Wong, 2016). Nejvyznamnéjs$im stilbenoidem je
resveratrol, ktery se vyskytuje pfedev§im v hroznech, ving€, soje a araSidech. Velmi vysoky
obsah byl nalezen v ktidlatce japonské, ktera je v Asii pouzivana pro piipravu bylinnych ¢aja
(Crozier, Jaganath and Clifford, 2007). Hlavnim zdrojem stilbenoidd v potravé je celed’
révovitych. Z této celed¢ se na konzumaci se nejvice podili hrozny a cervené vino (Riviere,

Pawlus and Mérillon, 2012).
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Obrazek 2: Skelety raznych stilbenovych struktur, upr. podle (Riviere, Pawlus and Mérillon,
2012).

3.1.2.4 2-Arylbenzofurany

Tyto stilbenoidim p#ibuzné latky jsou pomérné vzacné. Byly nalezeny pouze v sedmi
Celedich:  Corsiniaceae, lianovcovité (Gnetaceae), kychavicovité (Melanthiaceae),
stemonovité (Stemonaceae), morusovnikovité (Moraceae), bobovité (Fabaceae) a révovité
(Vitaceae) (Riviere, Pawlus and Mérillon, 2012). Benzofuran, ktery je zakladem téchto
sloucenin, sam vykazuje fadu biologickych ucinkt. Slouceniny obsahujici benzofuran nachazi
rozmanité vyuziti v medicing€. Vyznamna je antimikrobialni aktivita té€chto sloucenin. Nékteré
z nich vykazuji ucinnost srovnatelnou s bézné¢ pouzivanymi antibiotiky (Nevagi, Dighe and
Dighe, 2015). Velmi vyznamnou ¢eledi vyznacujici se vysokym vyskytem 2-arylbenzofurant
je ¢eled Moraceae (Kostic et al., 2015). Z hlediska lidské vyzivy je vyznamny piedevsim rod

Morus.
3.1.3 Syntéza 2-arylbenzofurani v rostlinach

Biochemicky mohou byt 2-arylbenzofurany tvofeny z isoflavonoidi (vyskyt ptredevsim
vV bobovitych) nebo ze stilbenoidi (Castéjsi varianta) (Riviere, Pawlus and Mérillon, 2012).
V ptilohach je uvedeno stru¢né schéma s piiklady na obrazku 12. Z isoflavonoidi vznikaji
2°,4¢,6-trixygenované 2-arylbenzofurany, napiiklad vignafuran. Vznik ze stilbenoidi je
vysoce pravdépodobny vzhledem k vyskytu strukturné podobného resveratrolu a
oxyresveratrolu v rostlinach, kde se nachazeji 3°,5°,6-trioxygenované 2-arylbenzofurany (Von
ReuB3 and Konig, 2004). Resveratrol se nejCastéji vyskytuje ve formé trans- a vznika

kondenzaci 4-kumaroyl-CoA a tfech molekul malonyl-CoA. Reakce je katalyzovana



enzymem STS (stilben syntaza) (Jeandet et al., 2012). Vychozimi slou¢eninami pro vznik
resveratrolu jsou aminokyseliny fenylalanin nebo tyrosin. Pfi syntéze z fenylalaninu jsou
meziprodukty 4-kumaroylu-CoA skoficova kyselina a p-skoficova kyselina. Pti tvorbé
z tyrosinu je meziproduktem pouze skoficova kyselina (Iriti and Faoro, 2009). Schéma na
obrazku ¢islo 11 v piilohach znazoriiuje tyto reakce. Piikladem 2-arylbenzofuranu, ktery
vznikd pies stilben je moracin M (Von Reufl and Konig, 2004). Déle byl popsan vznik 2-
arylbenzofuranu Diels-Alderovou reakci (viz obrazek cislo 13 v piilohach). Tato reakce ma
vyznam pii syntéze fady slozitych molekul, které obsahuji Sestiuhlikaté cyklické struktury.
Tato reakce je definovana jako [4+2] cykloadice. Pti této reakci spolu reaguji tfi dvojné vazby
(jeden konjugovany dien a jeden substituovany alken). Stocking a Williams (2003) uvadi, ze
touto reakci mohou vznikat mulberrofurany a dale také piibuzné slou¢eniny chalcomoracin,
kuwanon V a kuwanon J. Bylo zjisténo, ze zakladem je kondenzace dvou molekul, u kterych
je uvadén vznik z cinnamoylpolyketidu. Piedpoklada se, ze zacatek syntézy u téchto latek

probiha stejnou drahou jako syntéza stilbenoidd (Stocking and Williams, 2003).

3.2 Moruse

Odhaduje se, Ze rod Morus pochézi z himalajské oblasti Indie. Centrem ptivodu mohla byt
také Cina, Japonsko, Korea (Vijayan, Srivastava and Awasthi, 2004). V soucasné dobé se
péstuji druhy rodu Morus Vv teplych a vlhkych podnebich, v geografickych lokalitach leZicich
zhruba mezi 50. severni a 10. jizni rovnobézkou. Identifikace druhu v ramci rodu Morus je
sporna. Linné (1753) rozdélil rod Morus do sedmi druhii: Morus alba, Morus nigra, Morus
rubra, Morus tartarica, Morus indica, Morus papyrifera a Morus tinctora (Vijayan,
Srivastava and Awasthi, 2004). Z vyse uvedenych je pro lidskou vyZivu nejvice péstovan a
vyuzivan Morus alba, Morus nigra a Morus rubra (Singh et al., 2013). Nejvice studovanym

druhem je v soucasnosti Morus alba.
3.2.1 Morus alba
3.2.1.1 Popis a vyuziti

Jedna se o stfedné velky listnaty strom. Plod (synkarp) je bily, ¢erveny nebo ¢erny (Singh et
al., 2013). Listy jsou ve vychodni a jihovychodni Asii pouzivany k vyrobé bylinného caje.

V Turecku a okolnich zemich se péstuje piredevsim pro plody. Ty jsou vyuzivany pro vyrobu



dzusu, likérti a dzemu, nebo se konzervuji (Chan, Lye and Wong, 2016). Moruse je také
vyznamnou prumyslovou plodinou. Jeji listy (pfedev§im Morus alba) jsou jedinou potravou
pro bource morusového, ktery je vyuzivan pro vyrobu hedvabi. V Ciné je na produkci 1 kg
kokonu spotiebovano 15-18 kg listi. V zeméd¢€lstvi mlize byt moruse dale vyuzivana pro
krmeni dobytka, u kterého zvySuje produkci mléka (Chan, Lye and Wong, 2016). Dale je
mozné Vyuziti zeleného pigmentu listi pro barveni v potravinaiském prumyslu (Ramos,
David and Waing, 2016). Vyuziti nachazi Morus alba i v medicin¢. Rod Morus vykazuje
antioxidacni, antimikrobialni a protizadnétlivé Gc¢inky. Jiz dlouhodobé je vyuzivan v Cinské
mediciné¢ napfiklad pro 1é¢bu horecky, vysokého tlaku, chudokrevnosti, jako zlepSujici
ptipravek pro funkci jater atd. (Dimitrova et al., 2015). V soucasné medicin€ je vénovana
pozornost antidiabetickému ucinku. Ten je pfisuzovan piitomnosti alkaloidl, pfedev§im 1-
deoxynojirimycinu (DNJ) (Genovese, 2016). Vyznamna je také antioxida¢ni aktivita této
rostliny, ktera je také zptisobena obsahem biologicky aktivnich polyfenolti (Dimitrova et al.,
2015).

3.2.2 Fytochemie rodu Morus
3.2.2.1 Plody

Plody obsahuji piiblizné¢ 81-82 % vody, asi 14 % sacharidt, 1,5 % bilkovin, 1,5 % hrubé
vlakniny, 0,5 % lipida a 0,6 % popelovin. Plody jsou dale bohaté na mineralni latky. Velmi
vyznamny je vyskyt fenolovych latek. Jsou pfitomny jejich rizné skupiny. Celkovy obsah
fenolovych latek v plodech se pohybuje od 7,7 do 11,2 mg/g suSiny (GAE). Vyznamné
vysoky je iobsah alkaloidi v Cerstvych plodech (660 mg/100 g) (Lochynska, 2015).
Dimitrova et al. (2015) uvadi, Ze obsah fenolovych latek v Morus alba je nizsi, nez v Morus
nigra a Morus rubra s tim, ze nejvyssi biologickou aktivitu vykazuje Morus rubra. Obsah
fenolovych latek mize byt pon€kud variabilni. Zavisi na nékolika faktorech — na volbé
extrakéni metody, zralosti plodu, genetickych rozdilech, péstitelskych podminkach atd. (de
Oliveira et al., 2015).

3.2.2.2 Listy

Listy jsou stejn€ jako plody bohaté na bioaktivni latky a obsah zakladnich zivin v susing listt
je 15-31 % bilkovin, 2-8 % lipid, 28-44 % vlakniny a 11-17 % popelovin. Obsah vody se
pohybuje v rozmezi od 68 do 74 % (Dimitrova et al., 2015). Celkovy obsah fenolovych latek



je od 12,8 do 15,5 mg/g susiny (GAE). Obsah alkaloidii se pohybuje v rozmezi od 0,3 do
3,9 mg/g (Lochynska, 2015).

3.2.2.3 Semena

Semena obsahuji 25-35 % oleje, ktery je bohaty na cenéné omega-3 mastné kyseliny. Nejvice
jsou v semenech zastoupeny tyto kyseliny: linolova (76,8 %) a olejova (7,1 %) (Lochynska,
2015). Dalsimi vyznamnymi slozkami jsou sacharidy (42-46 %) a bilkoviny (20-23 %).
Obsah fenolovych latek je oproti ostatnim castem rostliny relativné nizky (1,1-1,5 mg/g

¢erstvych semen) (Gecgel, Velioglu and Velioglu, 2011).
3.2.3 Antimikrobialni aktivita rodu Morus a 2-arylbenzofurani

Rostliny maji velky potencidl pii inhibici patogennich bakterii. Vyznam vyzkumu ohledné
antimikrobidlni aktivity rostlinnych materiadlti je pfedev§im v tom, Ze mechanismus této
inhibice je odlisny od antibiotik, a proto pouZzivani antimikrobialnich latek z rostlin mutze

ptispét k minimalizaci antibiotické rezistence (Genovese, 2016).
3.2.3.1 Testy na extraktech

Genovese (2016) srovnaval antimikrobialni aktivitu acetonového, etanolového, metanolového
a etylacetatového extraktu zlisti proti vybranym grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim. Acetonovy extrakt byl nejvice G€inny ze vSech proti grampozitivnim bakteriim a
zaroven jediny ucinny proti gramnegativnim bakteriim. Singh et al. (Singh et al., 2013) uvadi,
ze chloroformovy extrakt vykazuje silnou antimikrobialni aktivitu vi¢i Bacillus subtilis. Dale
uvadi, ze frakce extrahované kyselinou octovou pisobi také proti B. subtilis, dale proti
Staphylococcus aureus a E. coli. Dle Ramose a Wainga (2016) je ethanol nejucinngjsi
rozpou$tédlo pro extrakce polyfenolll z moruSe. Kromé toho Piotrovska et al. uvadi, ze
antimikrobialni aktivita je siln&j$i u Morus rubra a Morus nigra, nez u Morus alba (2012).
Mimo to Minhas et al. (2016) provedli studie citlivosti bézné se v potravinach vyskytujicich
patogennich bakterii na extrakty z Morus nigra. Byly méfeny inhibi¢ni zdény pomoci
diskového difuzniho testu. Vysoka citlivost u extrakti z plodi byla zjisténa pro E. coli
(ethanolovy a acetonovy extrakt), Klebsiella pneumoniae (ethanolovy a methanolovy extrakt),
Serratia marcesscens (acetonovy a chloroformovy extrakt), Pseudomonas aeruginosa
(chloroformovy extrakt), Staphylococcus aureus (ethanolovy, acetonovy a chloroformovy

extrakt), Streptococcus pyogenes (ethanolovy extrakt) a Neisseria spp (ethanolovy,



methanolovy a acetonovy extrakt). Anwar et al. (2015) uvadi uc¢innost ethanolového extraktu
z listu proti Listeria monocytogenes. De Oliveira et al. (2015) testovali minimalni inhibi¢ni
koncentraci ethanolového extraktu z listd Morus alba proti vybranym mikroorganismim.
Vysoka inhibice byla zjisténa u Candida albicans LM-106. Pomérné silna aktivita byla
zjidténa i u jinych druhi rodu Candida. U¢inné proti infekénim patogeniim jsou extrakty
z polarnich rozpoustédel, naopak extrakty z nepolarnich rozpoustédel Géinnost neprokazuji

(Minhas et al', 2016).
3.2.3.2 Latky vykazujici antimikrobidlni aktivitu izolované zZ moruse

V souCasné¢ dobé je predmétem zajmu skupina prenylovanych flavonoidl, u kterych se
piedpoklada vysoka antimikrobialni aktivita (Botta et al., 2005). Tyto latky jsou

charakterizovany ptitomnosti prenylové skupiny.

Obrazek 3: Prenylova skupina.

Mechanismus jejich biologického ucinku spociva v jejich silné afinité¢ k biologickym
membranam. Kromé morusovnikovitych (Moraceae) se vyskytuji ve vétSim mnozstvi
v bobovitych (Fabaceae) (Botta et al., 2005). Vyznamnym zdrojem je také pivo (Stevens and
Page, 2004). Mezi tyto latky se fadi vyznamné biologicky aktivni latky v morusi véetné 2-

arylbenzofurant.
3.2.3.3 2-Arylbenzofurany vyskytujici se v rostlinach rodu Morus

Ze znamych latek s prokdzanou antimikrobialni aktivitou lze uvést mulberrofuran G,
albanol B, chalcomoracin a moracin C. Dle Sohn et al. (2004) vykazuje silnou antimikrobialni
aktivitu mulberrofuran G a albanol B. Chalcomoracin, jenZ se vyskytuje v listech (Chan, Lye
and Wong, 2016), vykazuje vyznamnou antimikrobialni aktivitu proti Staphylococcus aureus
véetné rezistentnich kmend. U¢innost této latky byla vyssi nez u albanolu B (Fukai, Kaitou
and Terada, 2005). Navic antimikrobialni aktivita proti Staphylococcus aureus je pozorovana
u moracinu C, kde byla vsak prokazana nizsi aktivita (Kim, Sohn and Kim, 2012). Chan et al.

(2016) wuvadi, Zze moracin C se vyskytuje v listech, stoncich a kofenech. Spole¢né
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s antimikrobidlni aktivitou je uvadéna jako dal§i vyhoda 2-arylbenzofuranii pro pouziti

v mediciné a podobnych oborech jejich nizka toxicita (Chan, Lye and Wong, 2016).
3.2.3.4 Dalsi ptibuzné latky

Mezi dal$i vyznamné latky patii kuwanon C, u kterého je popséana silna antimikrobialni
aktivita (Sohn et al., 2004). Vyskytuje se v listech a kofenech moruse (Chan, Lye and Wong,
2016). Proti grampozitivnim bakteriim vykazuje specifickou aktivitu sanggenon B a D a dale
morusin (Sohn et al., 2004). Morusin se vyskytuje Vv listech a kofenech moruse (Chan, Lye
and Wong, 2016). Sanggenon B a D (vyskyt v kiife moruse) vykazuji silnou aktivitu proti S.
aureus, Enterococcus faecalis a n¢kterym plisnim (Singh et al., 2013). Strukturni vzorce vyse

uvedenych latek jsou uvedeny na obrazku ¢islo 14 v ptilohach.

3.3 Metabolismus fenolovych a polyfenolovych slou¢enin

3.3.1 Zdroje fenolovych litek v potravé

Piijem rostlinnych fenolt zavisi pfedev§im na druhu a mnozstvi konzumované rostlinné
stravy. Denni pfijem rostlinnych fenold je odhadovan na 150-1000 mg (Aura, 2008).
Z fenolovych sloucenin jsou v nejvétsi mife pfijimany flavonoidy. Vyjimku mohou tvofit
konzumenti kavy, ktefi mohou pfijimat vice fenolovych kyselin, nez flavonoidl. Toto je
zpusobeno vysokym mnozstvim kyseliny chlorogenové v kaveé (50-150 mg v salku kavy)
(Slanina and Taborska, 2004).

3.3.2 Chemicka forma a vlastnosti ovliviiujici metabolismus

Chemicka forma zasadné ovliviiuje metabolismus a biodostupnost fenolovych sloucenin.
Dulezitym kritériem je rozpustnost. Ve vode rozpustné slou¢eniny mohou piimo proniknout
sttevni st€énou do krevniho fecisté. Zde se nalézaji v nezménéné podobé, nebo jako metabolity
(Giada, 2013). Nerozpustné fenolové slouceniny nejsou straveny a jsou ¢asteéné, nebo uplné
vylouceny stolici nebo mohou byt metabolizovany stievni mikrobiotou (Bravo, 1998). Dalsi
z faktort, které ovliviiuji vyuzitelnost a vstiebavani polyfenolt, je celkové slozeni potravy, ve
které jsou piijimany. Polyfenoly mohou reagovat s riznymi slozkami potravy. Napiiklad
ur¢ité proteiny a sacharidy mohou mit velky vliv na zpisob vstfebavani a traveni téchto

polyfenolt (Tarko, Duda-Chodak and Tuszynski, 2009).
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3.3.3 Travici trakt a traveni polyfenolii

Travici trakt je mistem vstfebavani a katabolismu Zivin a i xenobiotik, v¢etné polyfenoli.

V zavislosti na struktufe jsou vstfebavany v riznych ¢astech traviciho traktu.

@ QD@ @ & ®6

EEOEEE G © GO

Obrazek 4: Schéma casti traviciho traktu ¢loveéka. Zdroj: volné dilo (Mariana Ruiz), upraveno.

1 — jicen, 2 — zaludek, 3 — slinivka bf#i$ni (pankreas), 4 — vyvody pankreatu;

5 —tenké stifevo: 6 — dvanactnik (duodenum), 7 — laénik (jejunum), 8 — kycelnik (ileum);

9 — tlusté stievo: 10 — pticny tracnik, 11 — vzestupny traénik, 12 — slepé stievo, 13 — sestupny
tracnik, 14 — esovita klicka, 15 — konecnik;

16 — fitni otvor, 17 — jatra, 18 — zluénik, 19 — Zlucovod.
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3.3.3.1 Usta

Prestoze hlavnim mistem traveni polyfenolli je tenké a tlusté stfevo, je dokdzano, Ze
k Castecnému traveni a vstiebavani dochazi jiz v dutiné ustni. Rozlozené, pfipadné
nerozlozené latky mohou byt dale vstfebavany pies stfevni epitel. Toto plati naptiklad pro
katechiny ze zeleného cCaje (Slanina and Téborska, 2004). Fenolové slouceniny se cCasto
nachazi ve formé glykosidl, dale také esteri nebo polymert. Zakladnim rozkladnym
procesem je $tépeni glykosidi na aglykony. Stépeni, které nastava jiz v Gstech, je zptisobeno
mikroorganismy nebo enzymem beta-glykosidazou (Duda-Chodak et al., 2015). Uginnost
Stépeni je zavisla na druhu cukru v molekule (Aura, 2005). Polyfenoly a jejich metabolity jsou

v nizkych koncentracich pfitomny ve slinach (Aura, 2008).
3.3.3.2 Zaludek

K dalsimu $t&peni dochazi v Zzaludku vlivem nizkého pH (Aura, 2005). Uginky u jednotlivych
sloucenin se vsak lisi. Pandey a Rizvi (2009) uvadi, ze vétsina glykosida hydrolyze v zaludku
odolava. Uginnost §tépeni se dale 1isi v zavislosti na aktualni hodnot& pH, ktera kolisa mezi
hodnotami 1 az 5, pficemz nejvy$si hodnoty nastavaji po poziti potravy (Petra, Rus and
Dumitrascu, 2017). Absorpce sloucenin z této ¢asti traviciho traktu neni bézna. Piedpoklada
se, ze u vétsiny polyfenolovych sloucenin az na vyjimky nenastdva. Dle studie na krysach
bylo zjisténo, Ze ke vstiebavani ze Zaludku muze dochazet u nékterych flavonoida, jako je

kvercetin (Passamonti et al., 2003) a dale u antokyant (Keppler and Humpf, 2005).
3.3.3.3 Stievni trakt

Jak jiz bylo feceno, hlavnim mistem traveni a metabolismu je stfevni trakt. Odhaduje se, Ze
asi 48 % polyfenoll je straveno v tenkém stievé (pfedevsim nativnimi enzymy) a 42 %
V tlustém stfevé (pfedev§im mikrobidlnimi enzymy). Zbyvajicich 10 % zlistava nestraveno a
nevyuzito (Duda-Chodak et al., 2015). Existuji i zdroje, které uvadéji hodnoty pro traveni
Vv tenkém stievé mnohem nizsi (5-10 %) (Cardona et al., 2013). Stievni sténou mohou byt
vétSinou vstiebavany pouze aglykony a obecné malé molekuly (Cardona et al., 2013).
Vstiebavani probiha formou prosté difuze. Existuji vSak nékteré polyfenoly, které mohou byt
timto zptisobem vstiebany i1 bez odstépeni sacharidu (deglykosylace). Z nativnich enzymi ma
pro deglykosidaci nejvétsi vyznam laktaza (Aura, 2005). Tento enzym pisobi pfimo v lumen
tenkého stfeva. Jedna se o pomérné nespecifickou beta-glukosidazu (Fri¢, 2010). Mezi dalsi

enzymy schopné Stépit polyfenoly patii napiiklad cytosolova beta-glukosidaza, kterd se
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vyskytuje pifedevsim v jatrech, ale je pfitomna i v dalSich tkanich (Guinane and Cotter, 2013).
Vstiebavani je pomérné slozity proces. Kromé resorpce latek je dal§im tkolem stievniho
epitelu tvorba fyzické bariéry, ktera reguluje mezibunéény prenos latek z vnéjsiho prostiedi,
¢imz zabranuje vstupu vetSiny antigent. Tato bariéra je zesilena mukdzni vrstvou obsahujici
glykoproteiny — muciny (Aura, 2008). Mezi dalsi ochranné prvky organismu proti antigeniim
patii syntéza antimikrobialnich peptidi a dalsich sekreti (zlu¢, kyseliny, enzymy) (Aura,

2008). V neposledni fadé patii do ochrannych mechanismii i pfitomnost stfevni mikrobioty.
3.3.3.4 Biotransformace polyfenoli

Po resorpci ze stteva mohou byt polyfenoly a jejich mikrobialni metabolity absorbovany do
krve a déle jsou metabolizovany enzymy piitomnymi v tkénich clovéka. Vétsina téchto latek
je metabolizovana v jatrech. Polyfenoly jsou metabolizovdny stejnym zpusobem jako

xenobiotika (Scalbert et al., 2002). Metabolismus probiha ve dvou fazich. Enzymy faze 1

COOH COOH
o o O-R
on + R—OH —» oH +  UDP
o}
AN
OH UDP OH
OH OH

Obrazek 5: Glukuronidace.

provadeji predev§im oxida¢ni, redukcéni a hydrolytické reakce. Cilem je pfeména méné
polarnich latek na vice polarni. Ve fazi 11 vzniké spojenim metabolitu z faze 1. a konjugacniho
¢inidla konjugat. Existuji rizné typy konjugace: glukuronidace, sulfatace, methylace,
acetylace atd. (Verhoeckx et al., 2015). Proces konjugace je z vySe popsanych procesi
nejvyznamnéjSi a dochdzi k nému nejcastéji v jatrech. Proces vSak muze probihat 1
v kyCelniku (Aura, 2008). Nejvyznamnéjsi reakci je konjugace s kyselinou glukoronovou
(glukuronidace — viz obrazek ¢islo 5). V tomto procesu jsou aglykony vstfebavany pies
epitelialni buriky, odkud jsou pienaseny do mista, kde dochazi k vlastni konjugaci. Prakticky
vSechny polyfenolové slou€eniny jsou az na vyjimky konjugovany. Volné aglykony jsou
v plasmé nachazeny vyjimecné napiiklad u phloretinu, ktery se v organismu vyskytuje
v konjugované i nekonjugované formé (Scalbert et al., 2002). Dale se mohou nekonjugované
polyfenoly vyskytnout pfi pfijmu jejich vysokych davek, kdy dojde k nasyceni konjugacnich
enzymu (Scalbert et al., 2002). Po konjugaci jsou konjugaty vraceny zlu¢i zpét do tenkého

stieva, ptipadné ¢astetné mohou byt vylouceny moci (Ozcan et al., 2014). Mira vylucovani
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moci se lisi u jednotlivych latek. Vysoké hodnoty byly zaznamenany u kévové kyseliny (27 %
z celkového piijmu). Hodnoty 3-27 % byly zaznamenany u Katechinu, isoflavonu ze soji,
flavanonu z citrusi a anthokyani z ¢erveného vina. Nizké hodnoty byly zaznamenany
u rutinu a theaflavini z ¢aje (Scalbert et al., 2002). Konjugaty, které byly vylouceny Zlu¢i zpét
do tenkého stfeva, jsou dale znovu transportovany do tlustého stfeva, kde mohou byt opét
dekonjugovany mikroorganismy (Rechner et al., 2004). Dekonjugace je katalyzovana
mikrobialnimi enzymy (alfa-rhamnosidazou, beta-glukodidazou, beta-glukuronidazou) (Aura,
2005). Nasledn¢ mohou vznikat mikrobialni metabolity, které mohou byt znovu vstiebany do

organismu a vyuzity.
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Obrazek 6: Schématické znazornéni metabolismu fenolovych latek, upraveno podle
(Cardona et al., 2013).
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3.3.4 Vliv stifevni mikrobioty na metabolismus fenolovych litek

Vliv sttevni mikrobioty na metabolismus a vstfebavani je zptisoben jeji schopnosti ovliviiovat
propustnost stfevni membrany. Navic ma stfevni mikrobiota schopnost ovliviiovat expresi
nékterych gent a sekreci antimikrobialnich peptidt (Aura, 2005). Dale stfevni mikrobiota
ptfindsi do lidského organismu dalsi enzymy. Jedna se o vlastni enzymy, kterymi jsou traveny
jesté nestravené polyfenoly, pfi¢emz tyto enzymy reguluji expresi genil, které¢ se podili na
metabolismu sacharidt, lipida a 1é¢iv (Laparra and Sanz, 2010). Zasadnim vlivem
mikroorganismti na metabolismus fenolovych latek je vSak schopnost degradace téchto jinak
tézce vstrebatelnych latek (Olthof et al., 2003). Polyfenoly jsou bakteriemi rozkladany
pomoci enzymu, jako jsou beta-glukosidaza, beta-rhamnosidaza a esterazy. Na rozdil od
nativnich enzymua jsou mikrobidlni enzymy schopny rozkladat polyfenolové fetézce na

jednoduché jednotky.
3.3.5 Zpisoby rozkladu fenolovych latek

V literatufe jsou jiz popsany zpusoby rozkladu vyznamnych skupin fenolovych latek. Ackoliv
jednotlivé fenolové latky se velmi 1i8i strukturou, pfi mikrobidlni degradaci vznikaji podobné
produkty z riznych struktur (Rechner et al., 2004; Parkar, Trower and Stevenson, 2013).
Typicky rozklad zac¢ina deglykosilaci a pokracuje $t€épenim slozitych struktur, kde vysledkem
jsou jednoduché aromatické karboxylové kyseliny (bézn¢ nazyvané fenolové kyseliny)
(Parkar, Trower and Stevenson, 2013). Pribéh a zptisob rozkladu jsou zavislé piedev§im na
slozeni stfevni mikrobioty a jejim enzymovém vybaveni. Enzymy jsou schopny hydrolyzovat
fadu riznych sloucenin, jako glykosidy, glukuronidy, sulfaty, amidy, estery a laktony (Duda-
Chodak et al., 2015). Vyznamnymi chemickymi reakcemi, ke kterym pfti rozkladu dochazi,
jsou predevsim redukce dvojnych vazeb, odstépeni karboxylovych skupin (dekarboxylace),
odstépeni CHj skupiny (demetylace) a riizné izomeraéni reakce. Dal§i vyznamnou reakci
typickou pro $tépeni polyfenolil je §tépeni uhlikové vazby u flavonoidnich polyfenolii. Stépen
mize byt heterocyklicky uhlikaty skelet nebo také flavonoidovy ,,A kruh“ (Stevens and
Maier, 2016). U flavonoidnich latek s flavanovym skeletem dochazi ke Sté€peni zpravidla
otevienim kruhu na druhém nebo tfetim uhliku (Stevens and Maier, 2016). Bylo zjisténo, ze
Stépeni miize probihat u stejné latky nékolika zplisoby, coz mé i vliv na tvorbu vyslednych
produktii. Naptiklad Stépenim kvercetinu vznika 3,4-dihydroxyfenylfenyloctova kyselina
nebo 3-(3-hydroxyfenyl)-propionova kyselina (Parkar, Trower and Stevenson, 2013).
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Rozdily ve slozeni stievni mikrobioty u riznych jedinci se projevuji V rozdilném poméru
vznikajicich metabolitli u jednotlivych jedinct (Rechner et al., 2004; Gomez-Juaristi et al.,
2018). Napiiklad u chlorogenové kyseliny byl za pouziti fermenta¢ni in vitro metody
zaznamenan vznik téchto metabolitd: kavova kyselina, 3-(3,4-dihydroxyfenyl)-propionova
kyselina a 3-(3-hydroxyfenyl)-propionova kyselina. Hlavnim metabolitem byla 3-(3,4-
dihydroxyfenyl)-propionova kyselina nebo 3-(3-hydroxyfenyl)-propionova kyselina
Vv zavislosti na metabolismu jednotlivych darci (Rechner et al.,, 2004). Kromé slozeni
mikrobioty ma vliv na zptsob rozkladu také koncentrace vstupni latky. Napiiklad pii
zkoumani rozkladu chlorogenové kyseliny bylo zjiSténo, ze zvySenim koncentrace pfi
davkovani vin vitro modelu dochazi k poklesu rozkladu a je pozorovan mensi nardst

metaboliti (Scalbert et al., 2002).
3.3.6 Vyuzitelnost a mira biologické aktivity polyfenoli

Vysoky piijem polyfenoli v potravé nutné neznamend, ze budou vSechny tyto
latky v organismu zpracovany. Rada polyfenolt je sice v piirodnich produktech hojngé
zastoupena, nejsou vsSak pro clovéka vyuzitelné. Vliv na vyuzitelnost polyfenoli ma
pfedev§im chemickd struktura pfijimané potravy a dale také stupeit zpracovani potravy a
ptitomnost jinych zivin. Polyfenoly ze zpracovanych potravin maji ¢asto nizsi vyuzitelnost.
Jako ptiklad 1ze uvést nizsi vyuzitelnost polyfenolt z mandlovych jader po jejich blansirovani
(Ozcan et al., 2014). Zreakci s jinymi Zivinami jsou vyznamné reakce mezi fenolovymi
slou¢eninami a proteiny. Tyto reakce vétSinou zpuisobuji popisovanou nizsi vyuzitelnost (lriti
and Faoro, 2009). Nizs8i vyuzitelnost je rovnéz zpisobena reakcemi s vlakninou (Ozcan et al.,
2014). Naopak vétsi vyuzitelnost byva spojovana s reakcemi s lipidy (Aura, 2008). Vliv na
biologickou aktivitu polyfenoltl maji také metabolické zmény v organismu jako je konjugace.
Konjugace obecné snizuje biologickou uc¢innost téchto latek. Jako ptiklad Ize uvést snizeni
antioxida¢ni kapacity konjugovanych polyfenolt oproti aglykonim (Scalbert et al., 2002).
U nékterych polyfenolt mize konjugace slouzit jako ochrana organismu. Napiiklad byla
zjisténa in vitro karcinogenita kvercetinu, nicméné tento efekt nebyl pozorovan in vivo
(Scalbert et al., 2002). Vliv na vyuzitelnost polyfenoli neni dan pouze jejich strukturou, ale
také urovni metabolismu jedince. Vyuzitelnost je také silné ovlivnéna rozdily ve slozeni
sttevni mikroflory mezi jedinci, jak bylo popséno v ¢asti 3.3.5. Ta vSak muze byt z Casti
ovlivnéna piijimanymi polyfenoly tak, Ze miize dojit k posunu rovnovahy mezi jednotlivymi
mikrobialnimi populacemi. Cardona et al. (2013) uvadi, ze polyfenolové slouc¢eniny se mohou

uplatnit jako antimikrobidlni latky, které potlacuji fadu patogennich bakterii v travicim traktu.
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V neposledni fad¢ bylo zjisténo, Zze pfi ur€itych onemocnénich (naptiklad pii zanétlivych
reakcich) muize dochazet v organismu k dekonjugaci polyfenold, ¢imz se méni jejich

biologicka aktivita (Scalbert et al., 2002).

3.4 Bakterie lidského traviciho traktu

Travici trakt obsahuje velké mnozstvi bakteridlnich druhti — uvadi se, ze jich je vice nez 800
vyznam z hlediska vyzivy a zdravi. Metabolicka aktivita stfevni mikrobioty pfispiva k traveni
potravy, vyuziti a pfeméné energie, zdsobovani mikronutrienty a pfeméné toxickych latek
(Fri¢, 2010). Nerovnovaha ve stfevni mikrobioté je spojovana s fadou chorob, predevsim
metabolickymi a imunitnimi chorobami (Laparra and Sanz, 2010), a proto je v souc¢asné dobé&
studium lidskych bakteridlnich populaci ptedmétem zajmu predevsim v Iékatskych oborech a

ve vyzive Cloveka.
3.4.1 Vyvoj mikrobioty u déti

Hlavni vyvoj mikrobioty jedince zacind po narozeni. Dfive se ptedpokladalo, ze novorozenec
je sterilni. Dnes se jiz objevuji i studie, které tvrdi, Ze osidlovani jedince mikrobiotou za¢ina
jiz v prabéhu téhotenstvi matky (Mueller et al., 2015). Pti osidlovani novorozence
mikrobiotou ma velky vliv na jeji kone¢né slozeni ne€kolik faktori: pfedevsim zpisob porodu
a také skuteCnost, zda matka koji nebo ne (Biasucci et al., 2010). Prvni osidlujici
mikroorganismy pochazi pii pfirozeném porodu z vaginy matky. Jednd se piedevSim
o fakultativné anaerobni druhy, jako jsou E. coli, Staphylococcus a Streptococcus. Nasledné se
rozvijeji anaerobni rody jako napf. Bacteroides a Bifidobacterium. U déti do 2 let je hlavnim
rodem Bifidobacterium. Dle (Laparra and Sanz, 2010) zastoupeni tohoto rodu muze Cinit az
90 %. Nizsi zastoupeni Bifidobacterium je pozorovano u déti krmenych nahradni vyZzivou
oproti détem piirozené kojenym (Mueller et al., 2015). Od véku 2-3 let ditéte se mikrobiota

podoba svym zastoupenim mikrobioté dospélého jedince (Fri¢, 2010).
3.4.2 Zastoupeni mikrobioty v jednotlivych ¢astech traviciho traktu

Z prosttedi vstupuji mikroorganismy do traviciho traktu pfes dutinu ustni. Uvadi se, Ze jsou
zde zastoupeny vsechny druhy mikroorganismi (anaeroby, aeroby, kvasinky). Vyznamné jsou

predevsim Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
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Haemophilus influenzae, Candida albicans a gramnegativni mikroby (Svestka, 2007). Dalsi
dilezitou ¢asti traviciho traktu je zaludek. Prostfedi zaludku je pro pteziti mikrobioty velmi
nehostinné. Zde je pomérné nizka koncentrace mikroorganismu oproti jinym ¢astem traviciho
traktu. Dosahuje asi 10° KTJ/g (Lata and Jurankova, 2011). Dlouhou dobu pfetrvavala
ptedstava o sterilit¢ zaludku. Nyni je jiz zndmo, Ze 1 v tomto prostiedi mohou ptezivat nékteré
mikroorganismy. Z vyznamnych mikroorganismt adaptovanych na prostiedi zaludku je
Helicobacter pylori. Jedna se o gramnegativni anaerobni bakterii, kterda ma spiSe negativni
vyznam pro hostitele, protoze je uvadéna do souvislosti se vznikem zaludecnich viedu (Fric,
2010). Petra, Rus and Dumitrascu (2017) uvadi, Zze Helicobacter pylori je pfitomna alespon
u 50 % svetové populace. Zaroven pokud je tato bakterie pfitomna, pfevazuje nad ostatnimi
mikrobialnimi spole¢enstvy. Kromé Helicobacter pylori vSak byla zjisténa piitomnost i jinych
mikroorganisml, mezi které¢ patii rizné druhy aerobnich mikroorganisml, pfedev§im
Streptococcus, Lactobacillus a Propionibacterium (Petra, Rus and Dumitrascu, 2017). Vyskyt
anaerobnich mikroorganismu v zaludku je vzacny (Lata and Jurankova, 2011).

Mikrobiota zacatku tenkého stfeva ma slozeni podobné jako Zaludek. Koncentrace
mikroorganismti zde postupné nardsta od duodena po ileum. V jejunu dosahuje koncentrace
asi 10° KTJ/g a v ileu koncentrace kolisa mezi 10°-10°KTJ/g (Lata and Jurankova, 2011).
Jsou zde pfitomny aerobni mikroorganismy a postupné se zacinaji objevovat i anaerobni
organismy. Vyznamnymi aerobnimi druhy jsou c&eled” Enterobacteriacae, streptokoky,
stafylokoky, laktobacily a kvasinky. Z anaerobnich jsou ptfitomny bakteroidy, bifidobakterie,
peptostreptokoky a v ileu se za¢inaji objevovat klostridia (Svestka, 2007). Nasledujici a
Z hlediska osidleni mikrobiotou nejvyznamnéjsi ¢asti traviciho traktu je tlusté stievo. Zde
hodnoty dosahuji 10'°-10" KTJ/g (Lata and Jurankovéa, 2011). V tlustém stievé dochézi
vlivem vhodnych podminek K nejvétsimu rozvoji anaerobnich bakterii, ptedevsim klostridii a
eubakterii (Lata and Jurankova, 2011). Jsou zde vSak zastoupeny vSechny vyznamné rody
mikroorganismt, které se vyskytuji rovnéz v tenkém stievé. Hustota osidleni jednotlivych
skupin mikroorganismti zde dosahuje nejvyssich koncentraci (Rajili¢-Stojanovic et al., 2013).

V urcitych piipadech se nékteré mikroorganismy mohou vyskytovat i ve vyvodech
slinivky, kde se z divodu vysoké koncentrace Zlucovych kyselin a celkové nevhodného
prosttedi bézn¢ mikrobiota nevyskytuje. Mohou zde vSak dlouhodobé ptezivat nékteré lidské

patogeny naptiklad rodu Salmonella (Fri¢, 2010).
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3.4.3 Faktory ovliviiujici sloZeni mikrobioty

jedinct piiblizné stejné. Pozdéji se ukazalo, ze mezi jedinci existuji velké rozdily v druhovém
zastoupeni a jeho rozmanitosti (Laparra and Sanz, 2010). Rozdily jsou nejvice patrné
predevsim v tlustém stieve, které je ze vSech Casti traviciho Ustroji osidleno mikroorganismy
nejhustéji (Lata and Jurdnkova, 2011). Zaroven je pozorovana pomérné vysokd stabilita
mikrobidlniho spolecenstvi v ramci jednoho jedince. Tento jev naznacuje existenci
neménného jadra mikrobioty, ktera tvoti zdkladni rovnovazny stav spolecenstvi, kdy pfi
posunu této rovnovahy vlivem vngjSich ¢initeld je vzdy tendence K jejimu navratu (Guinane
and Cotter, 2013).

Slozeni stfevni mikrobioty je pfesto ovlivnéno rlznymi faktory, znichz
jednim z nejdulezitéjsich je strava. Je dokazano, Ze existuji vyznamné rozdily ve sloZeni
lidské mikrobioty u jedinci konzumujicich velké mnozstvi zivocisnych produktii a u jedinct
konzumujicich prevazné stravu rostlinného ptivodu (Laparra and Sanz, 2010). Dale je
mikrobidlni spolecenstvo jedince ovlivilovano zdravotnim stavem. NaruSeni mikrobialni
rovnovahy muze piispivat k rozvoji urcitych chorob a naopak (Fri¢, 2010). Velky vliv na
mikrobiotu maji i néktera 1é¢iva, predevsim antibiotika. Pti uzivani antibiotik vyznamné klesa
hustota i variabilita mikrobioty (Thursby and Juge, 2017). Dal§im faktorem ovliviiujicim
slozeni mikrobioty je vék. Byly zaznamenany rozdily ve sloZeni mikrobioty u populace
star§i 65 let (Thursby and Juge, 2017). U této populace dominuje v zastoupeni kmen
Bacteroidetes. Z dalsich faktorti ovliviwjicich mikrobiotu jedince je uvadéna napiiklad
geografickd poloha ve velkém 1 malém méfitku (poloha statu; méstsky/venkovsky styl Zivota),

koufeni nebo psychicky stav (Scalbert et al., 2002).
3.4.3.1 Vliv polyfenoll na sloZeni mikrobioty

Bylo zjisténo, ze davky urcitych polyfenolovych slou¢enin mohou zplsobit zménu ve slozeni
sttevni mikrobioty tim, ze urcité¢ bakteridlni populace jsou inhibovany a jiné mohou byt
zvyhodiovany. V in vitro studii bylo zjisténo, ze katechin vyrazné inhibuje rast Clostridium
histolyticum a podporuje rast E. Coli (Tzounis et al., 2008). V jiné in vitro studii pouzivajici
fermentacni model byl zjistén vliv flavan-3-oli na zvySeni ristu laktobacilii a enterokokt
(Cueva et al., 2013). Také u tanin byl zjistén inhibi¢ni efekt na patogenni bakterie rodu
Clostridium a Bacteroides spp. Anaerobni rody Bifidobacterium a Lactobacillus byly

ovlivnény méné (Lee et al., 2006). Krom¢ in vitro studie zaméfené na vliv flavan-3-oli na
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mikrobialni aktivitu existuje n€kolik studii in vivo s flavan-3-olovymi extrakty. Tyto studie
obecné uvadéji probioticky efekt na Lactobacillus spp. a inhibiéni efekt na Clostridium spp.
(Cardona et al., 2013). Proanthokyanidiny maji podobny efekt jako flavan-3-oly. Byl zjistén
pokles rodia Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium pii soucasném nartstu rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium spp. pifi podavani flavan-3-olového extraktu pii in vivo
pokusu na krysach (Dolara et al., 2005). Podobny prebioticky uc¢inek na Lactobacillus spp. a

Bifidobacterium spp. byl zjistén u resveratrolu (Larrosa et al., 2009).
3.4.3.2 Mechanismy inhibice bakterii vlivem piisobeni polyfenola

Plisobeni na bakteridlni rist a metabolismus je ovlivnéno strukturou polyfenolu, koncentraci
latky a druhem mikroorganismu. Gramnegativni bakterie jsou obecné méné citlivé nez
grampozitivni bakterie (Cardona et al., 2013). V riznych studiich byly zaznamenany rizné
mechanismy inhibice: (Hattori et al., 1990) uvadi, ze n¢které polyfenoly, napiiklad katechiny,
produkuji peroxid vodiku a tim méni propustnost mikrobidlni membrany. (Stapleton et al.,
2007) uvadi, Zze (-)epikatechin-galat zeleného Caje zvySuje citlivost rezistentniho S. aureus
vuci beta-laktamovym antibiotikim. Mechanismus U¢inku zahrnuje plsobeni na bunécnou
sténu tohoto mikroorganismu. Déle bylo zjisténo, Ze polyfenoly mohou ovliviiovat quorum
sensing u bakterialnich populaci. U nékterych kmenti byl zjistén vliv na inhibici bakterialnich
signalnich molekul, které zahajuji exponencialni rist bakterialni populace (Huber et al.,
2003). Jina studie uvadi, Ze flavonoidni ,,B kruh® muze inhibovat syntézu DNA a RNA
u mikroorganismu (Cushnie and Lamb, 2005).

Vétsina studii se zaméfuje na pozitivni UCinky polyfenolti pii regulaci neZadouci
mikrobioty, avSak byl zaznamenan ivliv, ktery podporuje rust patogenni mikrobioty.
(Cardona et al., 2013) uvadi jako piiklad katecholy, jejich zvySeny pfijem miZe napomoci
ristu patogennich bakterii v travicim traktu, kde tyto bakterie jsou zvyhodiiovany pfijimanim
zeleza z komplext zelezo-polyfenol v piipadech, kdy tyto komplexy nemohou byt vyuzity
jinymi bakteriemi. Mimo vyjmenované mechanismy existuje jesté fada dalSich mechanismtl,

které jsou v soucasné dobé zkoumany, avSak nejsou jesté objasnény.
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4 Material a metody

4.1 Charakteristika experimentu a popis darci

Experiment, na kterém je zaloZena tato prace, byl soucasti projektu GA CR 16-07193S
projekt se zabyva studiem rozkladu vybranych polyfenolovych latek bakteriemi lidského
traviciho traktu. Cilem tohoto projektu je zjistit, jakym zptsobem se dané latky rozkladaji. To
muze vést k jejich vyuziti v potravinafském nebo farmaceutickém primyslu. V rdmei této

diplomové prace byly sledovany nasledujici latky: moracin C, mulberrofuran G,

mulberrofuran Y. Jejich struktury jsou znazornény na nasledujicim obrazku.
O H CH,
HO 0
OH

moracin C

mulberofuran Y mulberofuran G

Obrazek 7: Struktury testovanych latek.
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Pro stanoveni pfitomnosti sledovanych latek a jejich metaboliti byla pouzita LC/MS analyza
(cilend a necilend). Zaroven byla také provedena GC/MS analyza po derivatizaci sililaénim
¢inidlem pro porovnani a potvrzeni spravnosti metody a zacileni na malé¢ molekuly typu

fenolovych kyselin.

4.2 Popis darci a odbér vzorki

Stfevni bakterie byly ziskany ze stolice od tfech zdravych darcii bez historie onemocnéni
traviciho traktu. Dalsi podminkou darcovstvi bylo neuziti antibiotik v prabéhu 3 mésict pred
odbérem. Vek darcti se pohyboval v rozmezi 23-29 let. Prumér BMI darct byl 24,6. Darci
drzeli ptfed odbérem nizkofenolovou dietu po dobu 48 h. Jako nizkofenolova dieta byla
povazovana dieta vylucujici konzumaci vétSiny rostlinnych produkti nebo vyrobkt obsahujici
rostlinné produkty véetné barviv a napoju jako jsou ¢aj a kéva. Byla povolena konzumace
necelozrnného peciva, ryze a téstovin.

Vzorky byly odebirany do plastovych nadob a umistény do plastovych sackd, kde pro
upravu atmosféry byl pouzit GENbag anaer (Biomerieux, Francie). Pfed zpracovanim byly

vzorky uchovavany pii teploté 37 °C po dobu max. 2 h.

4.3 Chemikalie

4.3.1 Chemikalie pro fermentaci

NH4HCO; NaHCO; NaHPO, - 2 H,0, KH,PO, CaCl, - 2 H,O, MnCl, - 4 H,0, CoCl, -
6 H,0, FeCl; - 6 H,0, trypton, resazurin, cystein hydrochlorid, NaOH, Na,S - 9 H,0, plynny
dusik (OFN). Vsechny slozky byly od firmy Lach-Ner (CZ) nebo Sigma-Aldrich (CZ).
Moracin C, mulberrofurany G a Y byly ziskany z FaF VFU Brno.
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4.3.2 Chemikalie pro extrakce

4.3.2.1 Pro LC/MS: Ethylacetat, Milli-q® voda, znageny resveratrol C13, metanol s1 %

kyselinou mravenéi (v/v), plynny dusik (vSe Lach-Ner nebo Sigma-Aldrich).

4.3.2.2 Pro GC/MS: Ethylacetat, Milli-q® voda, 2,4,5-trimethoxyskoficova kyselina, HCI,

MeOH, N,O-bis(trimethylsilyltrifluoroatedamide (BSTFA) + 1 % trimethylsiloxane
(TMCS), hexan 99% bezvody, plynny dusik (vSe Lach-Ner nebo Sigma-Aldrich).

4.3.3 Standardy

4.3.3.1 Fenethylalkohol (Acros Organics, USA), kyselina mocova (Sigma-Aldrich), 5-

fenylvalerova kyselina (Sigma-Aldrich), fenyloctova kyselina (Sigma-Aldrich), p-
hydroxyfenyloctova kyselina (MP Biomedicals, UK), 4-hydroxyfenyloctova kyselina
(Sigma-Aldrich), kyselina vanilova (Sigma-Aldrich), 3,4-dihydroxybenzoova
kyselina (Sigma-Aldrich), DL-3-fenylmlé¢na kyselina (Sigma-Aldrich), kyselina
homovanilova (Sigma-Aldrich), 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (Sigma-Aldrich),
3,4-dihydroxyhydroskoficova kyselina (Sigma-Aldrich), kyselina hippurova (Sigma-
Aldrich), kyselina kavova (Sigma-Aldrich), 3-hydroxyfenyloctova kyselina (Sigma-
Aldrich), 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Sigma-Aldrich), 3-hydroxy-4-
methoxyfenyloctova  kyselina  (Sigma-Aldrich), 5-(4-hydroxyfenyl)pentanova
kyselina (Alfa Aesar), 4-hydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich). Vsechny

standardy vykazovaly Cistotu 98 % a vice.

4.4 Fermentace

4.4.1 Suroviny pro fermentaci

Pro fermentaci byl pouzit roztok, ktery se skladal z fosfatového pufru, fermenta¢niho média a

reduk¢niho roztoku, viz Tabulka 1. Zasobni roztoky byly piipraveny smichanim jednotlivych

slozek.
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Tabulka 1: Potieba jednotlivych slozek pro pfipravu zasobnich roztokd, dle protokolu.

Nazev slozky SloZeni a pomér slozek

COgs pufr 1 g NH4HCOg,
8,75 g NaHCOg3,

voda do objemu 250 ml.

Makromineralni roztok 7,14 g Na;HPO, - 2 H,0,
6,2 g KH2POy,

0,6 g MgS0O4 - 7 H,0,
voda do objemu 1000 ml.

Mikromineralni roztok 2,64 g CaCl; - 2 H,0,
2 g MnCl; - 4 H,0,
0,2 g CoCl; - 6 H,0,
1,6 g FeCl3 - 6 H,0,

voda do objemu 20 ml.

Fermenta¢ni médium 1,125 g tryptonu v 225 ml destilované vody,
56,25 ul mikromineralniho roztoku,

112,5 ml COg pufru,

112,5 ml makromineralniho roztoku,

562,5 ul 0,5% roztoku resazurinu.

Fosfatovy pufr (pH = 7,0 pfi | 195 ml 1/15M KH;PQy,

20 °C) 305 ml 1/15M Na;HPQ;, - 2 H,0.
Redukéni roztok 125 mg cystein hydrochlorid,
0,8 ml 1M NaOH,

125 mg Na,S - 9 H,0,
voda do objemu 20 ml.

4.4.2 Postup fermentace

Stolice od darce (24 g) byla homogenizovana ve stomacheru (Laboratory Blender,
Stomacher® 400 Circulator, EU) po dobu 30 s spole¢né s fosfatovym pufrem (75 ml).
Vyslednd homogenizovand smés meéla koncentraci 32 %. Pfed dalSim pouZitim byla

ptefiltrovéana.
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Kazda ztestovanych latek (moracin C, mulberrofurany G a Y) byla roziedéna
v dimethylsulfoxidu na koncentraci 10 mg/ml tak, aby pii vysledné pouzité koncentraci
v testu, 10 pug/ml, byla koncentrace DMSO 0,1 %.

V dalsim kroku bylo povateno 120 ml fosfatového pufru a 500 ml fermentac¢niho
média (7 minut). Povafeny roztok byl zchlazen na teplotu asi 37 °C. pH bylo upraveno
pomoci 6M HCI na hodnotu pH 7,0. V dal$im kroku bylo odpipetovano 16,8 ml ptipraveného
roztoku do 20ml fermentaénich vialek, které byly uzavieny PTFE uzavérem a aluminiovym
krimpovacim vickem. Po uzavieni bylo pfes vicko pfidano 0,8 ml redukcéniho roztoku.
Nasledné bylo piidano 20 pl testované latky a 2 ml ptipravené 32% smési stolice.

V definovanych ¢asovych intervalech 0, 2, 4, 8, 24 a 48 h byly z fermenta¢nich nadobek
ptes septum odebirany vzorky (3 ml) pro analyzu do plastovych zkumavek. Fermentace
probihala na horizontalni tfepacce (Heidolph 100, DE) pfi télesné teploté 37 °C a s frekvenci

ttepani 100/min. Vzorky pro analyzu byly uchovavany pfi teploté¢ —80 °C.

4.5 LC/MS analyza

45.1 Priprava vzorku

Fermentované vzorky byly pted odebranim pro extrakci centrifugovany (centrifuga Rotanda
460R, DE) po dobu 5 minut (15 tis. rpm). Do 15ml centrifugacnich plastovych zkumavek
bylo pfidano 2 ml vody, 2,5 ml ethylacetatu a 20 pl znaceného resveratrolu C13 o koncentraci
2 pg/ml. Nasledn¢ bylo piidano 0,4 ml fermentovaného vzorku. Zkumavky byly
centrifugovany 5 min (4 600 rpm). Pied centrifugaci byly zkumavky zvortexovany. Po
odstfedéni byla odebrana vrchni ethylacetatova vrstva do novych zkumavek. V dal§im kroku
bylo ke zbyvajici vodné vrstvé v ptivodnich zkumavkach opét ptidano 2,5 ml ethylacetatu a
2 ml vody. Zkumavky byly znovu centrifugovany 5 min (4 600 rpm) a opét byla odebrana
ethylacetatova vrstva, kterd byla pifidana k pfedchozi ethylacetatové fazi. Ethylacetat byl
odpafen plynnym dusikem. Po odpateni byl suchy vzorek rozpustén v 1 ml MeOH s 1%
kyselinou mravenci. Jako kontrola byly pouzity vzorky stolice bez testovanych latek. Dale

byly proméfeny smési standardud testovanych latek a byla provedena kontrola kvality (QC).
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45.2 Podminky analyzy

Mgéfeni probihalo na pfistrojich UPLC Ultimate 3000 (Thermo Fischer Scientific, USA) a Q-
TOF Impact Il (Bruker Daltonik, DE). Byla pouZita kolona Kinetex 1,7 mm F5100 A
100x2,1 mm (Phenomenex, USA). Jako mobilni faze byla pouzita smés UPLC vody (mobilni
faze A) a voda s 0,1 % kyseliny mravenci (mobilni faze B). V ¢ase 0 byl pritok fazi A a B
Vv poméru 8:2. Ve treti minuté byl pomér fazi 1:1. Mezi Sestou a patnactou minutou protékala
pouze faze B. Mezi patnactou a Sestnadctou minutou byl pomér upraven na 8:2. V tomto
poméru byl udrzovan do konce analyzy. Doba analyzy ¢inila 20 minut. Teplota kolony byla
35 °C. Autosampler byl chlazen na 10 °C. Nasttik byl 5 pl. Rychlost pritoku byla 0,2 ml/min.
Analyza v hmotnostnim spektrometru probihala Vv negativnim modu za nasledujicich
podminek: endplate offset —-500 V, capillary voltage 3 kV, tlak nebuliza¢niho plynu 30 kPa,
prutok susiciho plyn 4 I/min, teplota zdroje 250 °C. Pied MS analyzou byla provedena
kalibrace na format sodny. M¢éfeni byla provadéna v rezimu Full Scan. Snimani spekter

probihalo v rozsahu 500-1500 m/z frekvenci 1 Hz.

4.6 GC/MS analyza

4.6.1 Priprava standardu a vzorki

Smés standardi (STD) byla pfipravena napipetovanim 100 pl od kazdé latky do odmérné
banky, ktera byla nasledné doplnéna methanolem do celkového objemu 5 ml. Byly pouzity
vychozi zasobni methanolové roztoky standardd o koncentraci 10 mg/ml. Vysledna
koncentrace smési standardi byla 0,2 mg/ml. Jako interni standard byla pouzita 2,4,5-
trimethoxyskoficova kyselina v koncentraci 0,2 mg/ml (v methanolu). Kalibra¢ni tada
standardi byla pfipravena pro kazdé meéfeni metodou sériového fedéni v nasledujicich
koncentracich: 24,000 pg/g, 15,840 ng/g, 10,454 ng/g, 6,900 ng/g, 4,554 ng/g, 3,006 ng/g,
1,984 pg/g, 1,309 pg/g, 0,864 ng/g, 0,570 pg/g a blank. Methanol byl ze vzorku odpaten na
SpeedVacu. Po odpafeni bylo napipetovano do vSech zkumavek 400 pl vody. V dalSich
krocich byly standardy upravovany stejnym zpisobem jako vzorky. RozmraZzené vzorky
Z fermentaci byly napipetovany do zkumavek v objemu 400 pl. Do kazdé zkumavky byl
napipetovan jeden vzorek. Do vSech zkumavek véetné standardii bylo pfidano 30 pul interniho
standardu. Vzorky byly zvortexovany a dale bylo do vsech zkumavek pfidano 60 pl 1M HCL

Vzorky byly zvortexovany a ulozeny na 10 min do lednice.
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Extrakce byla provedena ve dvou opakovanich nasledujicim zpisobem: do vSech zkumavek
bylo pifidano 1,5 ml ethylacetatu. Zkumavky byly vortexovany po dobu 30 sa nasledné
centrifugovany 10 min (3 000 rpm, 4 °C). Vrchni ethylacetatova vrstva byla pifevedena do
sklenénych vialek. Rozpoustédlo bylo odpafeno na SpeedVacu miVac duo concentrator
(Genevac, UK) pti 45 °C do sucha. Pii nasledné derivatizaci bylo do vSech vialek piidano
50 ul derivatizaéniho ¢inidla N,O-bis(trimethylsilytrifluoroatedamide (BSTFA) + 1%
trimethylsiloxane (TMCS). Vialky byly pfed a po aplikaci ¢inidla vyfoukany dusikem.
Derivatizace probihala 2 h pii teploté 65 °C. Poté byly vialky uchovavany az do méteni pfi

laboratorni teploté. Pfed méfenim byl do kazdé vialky ptidan hexan v objemu 400 pl.
4.6.2 Podminky analyzy

Analyza byla provedena na plynovém chromatografu Agilent 7890BGC (Agilent, USA)
s hmotnostnim spektrometrem Agilent 7200 Accurate Mass Q-TOF (Agilent, USA). Pro
fizeni analyzy byl pouzit software GC-MS Masshunter (verze 4.11) (Agilent, USA). Nastiik
vzorku byl 1 ul (split mod 1:50). Byla pouzita nepolarni kapilarni kolona HP-5 MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) (Agilent, USA). Jako nosny plyn bylo pouzito helium o pritoku
1,2 ml/min. Teplotni program byl nastaven: 80 °C (0,2 min) — 20 min gradient 12 °C/min —
320 °C (10 min), celkovy ¢as tedy ¢inil 30,2 min. Teplota na transfer line byla 310 °C a
teplota ioniza¢niho zdroje byla 230 °C. Analyza probihala ve scan mode rezimu pfi pozitivni
ionizaci. Snimkovani spekter probihalo v rozsahu 50-700 m/z s frekvenci 6,25 Hz. Energie
emitovanych elektront byla 70 eV, emisni proud 35,0 pA. Sbér dat byl zahdjen ve druhé

minuté.

4.6.3 Vyhodnocovani vysledki

Data z LC analyzy byla vyhodnocena pomoci programu DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik,
DE). Vysledky byly ziskany ze tfech opakovani. Pro sbér, vyhodnoceni dat pti GC-MS
analyze byl pouzit software GC-MS Masshunter (verze 4.11). Méteni na GC/MS byla
provedena ve dvou opakovanich. K hleddni metaboliti byl dale pouZit program XCMS online

(Scripps Research Institute, USA).
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5 Vysledky a diskuze
5.1 Cilova analyza LC/MS

5.1.1 Identifikace testovanych latek

Identifikace testovanych latek byla provedena na zaklad¢ srovnani se standardy v programu

DataAnalysis (graf 1). V prvnich tfech hornich fadcich jsou zobrazeny peaky zachycenych

standardl testovanych latek. Na spodnich tfech fadcich jsou zobrazeny testované latky v Case

fermentace O h ve stejném potadi jako standardy. V tabulce niZe jsou zaznamenany namétfené

retencni Casy a m/z testovanych latek.
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Graf 1: Chromatogram zachycujici sledované latky. Radky 1 a 4: mulberrofuran G, fadky 2 a

5: mulberrofuran Y, fadky 3 a 6: moracin C.

Tabulka 2: Naméiené hodnoty retenéniho ¢asu a hmotnosti.

Nazev latky Retenc¢ni ¢as (min)  m/z

mulberrofuran G 8,2 562,1628
mulberrofuran Y 8,6 408,1937
moracin C 7,9 310,1205




5.1.2 Vyvoj intenzity testovanych latek v ¢ase

Byla sledovana zména intenzity odezvy u testovanych latek. Nasledujici soubor grafii (graf 2)
zobrazuje intenzitu testovanych latek ve vyznafenych Casovych tsecich. Chybové usecky
predstavuji stiedni chybu priméru jednotlivych méfeni. U déarce F1 vSechny tii testované
latky vykazovaly sniZeni intenzity s pribéhem fermentace. U darce F3 nebyl zaznamenan
vyrazny ubytek mezi ¢asy 0—48 h. V porovnani s darcem F1 vSak neni mezi témito darci pfilis
velky rozdil, jak je patrné ze souboru grafii (graf 3). U darce F4 byl nejprve zaznamenan
pokles, ktery u mulberrofuranu Y a u moracinu C trval do 4. hodiny a u mulberofurranu G do
8. hodiny. Nasledn¢ byl zaznamenan vyrazny narist v odezve, ktera ve 48. hodiné
prevySovala odezvu pocatecni koncentrace (v hodin¢ 0). Nejvyssi odezva pii méfeni byla
zaznamenana u moracinu C u vSech darci. Lisila se také odezva mezi méfenimi jednotlivych
darcu. Nejvyssi odezva byla zaznamenana u darce F4, a to u vSech testovanych latek. U darce
F1 a F3 byl rozdil v intenzité¢ nizsi, ale i zde je pozorovan rozdil, ktery u vSech testovanych
latek vykazuje stejny trend.

muze byt vliv média obohaceného o stfevni mikrobiotu a jeji doprovodné latky. Tyto slozky
jsou individudlni a z hlediska povahy metodiky nelze tento vliv vyloucit. Grafické vystupy
naznacuji, ze metabolismus testovanych latek probiha u jednotlivych déarct riznym zptisobem

s odliSnou mirou rozkladu.
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Graf 2: Ptehled metabolismu testovanych latek u jednotlivych darct. (osa x — ¢as (h), osa y —

plocha peaku).
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Graf 3: Srovnani metabolismu testovanych latek mezi jednotlivymi darci.
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Barevna legenda odpovida predchozimu grafu.

Tento fakt je v souladu s poznatky v literature (Scalbert et al., 2002). Darce F1 vykazoval
zpusob rozkladu dle ptfedpokladu, kdy vlivem doby fermentace se sniZzovala koncentrace
testované latky v médiu. Tento zplsob rozkladu odpovida rozkladu jinych polyfenolovych
sloucenin v podobnych in vitro fermentacich (Rechner et al., 2004). Existuje piedpoklad, ze
ubytek latek je zptisoben Cinnosti bakterii ze stolice darct pfidanych do média. V takovém

ptipad¢ je ubytek testované latky spojen s narGstem metabolitu dané latky v médiu. U dérce
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F3 nebyla zaznamenana vyznamna zména v koncentraci na poc¢atku a na konci fermentace,
coz muze znamenat, ze mikrobiota tohoto darce dané latky nerozkladd. U darce F4 byl
nejprve zaznamenan pokles a nasledné byl v druhé poloviné fermentace zaznamenan vyrazny
narast koncentrace, ¢imz se tento darce vyznamnym zpusobem odliSuje od darci F1 a F3 a
tento zpusob pribc¢hu fermentace je v rozporu s ptivodnim predpokladem. Pravdépodobné se
nejedna o chybu v méfeni, protoze vysledky vykazuji stejny charakteristicky trend rozkladu
u vsech latek i opakovani.

Variabilita ve vysledcich mezi jednotlivymi déarci mize byt obecné vysvétlena
rozdilnym slozenim stfevni mikrobioty jednotlivych darci (Rechner et al., 2004).
Charakteristicky trend rozkladu u darce F4 by mohl byt ovlivnén vazbou testovanych latek na
néjakou slozku média, coz by znemoziovalo vyhledani testované latky podle jeji m/z. Dle
dostupnych zdrojl v literatufe je bézné vazani polyfenolovych latek pfedevsim na bilkoviny a
polysacharidy. Phan et al. (2015) uvadi, ze polyfenolové latky se mohou velmi rychle vazat na
celulozu. Vyrazny vznik vazeb je mozné pozorovat jiz od prvni minuty po interakci, pficemz
béhem prvnich 30 minut je pozorovan nejprudsi nartst, ktery trvd zhruba dvé hodiny. Poté jiz
k narustu nedochazi. Jakobek (2015) popisuje rizné typy vazeb mezi polyfenoly a proteiny,
které jsou bézné. Jak pro vazby se sacharidy, tak s proteiny existuji spolecné charakteristiky,
které zvysSuji silu i mnozstvi vazeb dle vlastnosti dané fenolové latky. Obecné se vazi 1épe
latky s vy$8i molekulovou hmotnosti a vétsim mnozstvim OH skupin (Jakobek, 2015). Pro
teorii vazby testovanych latek na né&jakou slozku média u darce F4 svéd¢i pocatecni nizka
koncentrace a néasledny pokles testovanych latek v prvnich hodiniach fermentace. Pozorovany
vzestup v pozdégjsich hodindch fermentace by poté svédcil pro postupné uvolnéni vazby.

Mira rozkladu je kromé sloZeni stfevni mikrobioty darce také ovlivnéna strukturou
testované latky a jeji schopnosti odolavat rozkladu. Oberoi, Philip and Bhallamudi (2015)
uvadi, ze samotny benzofuran, ktery tvoii skelet testovanych latek, je latkou velmi odolnou
mikrobidlnimu rozkladu. V experimentu, ktery zahrnoval pfedevSim aerobni mikroorganismy,
trval rozklad benzofuranu 216-288 hodin v zavislosti na druhu mikrobialni kultury. Je vSak
nutno brat v potaz, Ze 2-arylbenzofurany jsou molekuly substituované, coz mize vyznamné

ovlivnit mikrobialni rozklad (Celep, Rastmanesh and Marotta, 2013).

5.1.3 Hledani potencialnich metabolitt

Potencialni metabolity byly vytipovany na zaklad¢ poznatkii v literatute, jak bylo popsano

vyse v kapitole 3.3.5. Byly hledany metabolity mirné pozménéné reakcemi, které jsou typické
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pro mikrobidlni rozklad, jako jsou produkty vicestupniové dehydroxylace, redukce,
demetylace a deprenylace. Dale byly hledany produkty glukuronidace, sulfatace, metylace
nebo hydroxylace. Metabolity byly hledany na zakladé jejich m/z a na zakladé m/z jejich
predpokladanych aduktt v programu DataAnalysis. Timto zpisobem vSak nebyly nalezeny

zadné potencialni metabolity.

benzofuran kys. salicylova pyrokatechol

Obrazek 8: Rozklad benzofuranu podle (Oberoi et al., 2015).

Dle dostupnych zdrojt je velice pravdépodobné, Ze slouceniny obsahujici benzofuran
se $tépi na kyslikové vazbé v heterocyklu (Monna, Omori and Kodama, 1993; Oberoi, Philip
and Bhallamudi, 2015). Oberoi et al. (2015) uvadi, ze produktem mikrobialni degradace
samotného benzofuranu muze byt az CO,+H,0 pfti aerobnim rozkladu. Jako meziprodukty
tohoto rozkladu uvadi katechol a kyselinu salicylovou, coz jsou slouceniny, které byly
nalezeny pii mikrobialnim rozkladu bakteriemi stfevni mikrobioty u fady polyfenolovych
sloucenin (Seo, Keum and Li, 2009). Monna et al. (1993) uvadi schéma rozkladu
dibenzofuranu, kdy dibenzofuran je $tépen opét od kysliku v heterocyklu. Vznikaji pii tom 2-
hydroxybenzoova kyselina a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina. Na zakladé vyse popsanych
poznatku z literatury bylo dale vytipovano nékolik metabolitii, které by mohly vznikat vlivem
Stépeni benzofuranu zpiisobem popsanym vyse. Obdobnym zpisobem popsanym diive byly
hledany nasledujici latky: 4-hydroxybenzoova kyselina, 3,5-dihydroxybenzoova kyselina,
protokatechova kyselina, resorcinol (benzen-1,3-diol), floroglucinol (benzen-1,3,5-triol).
Zadny z vytipovanych metabolitii se nepodafilo vyhledat.

Pii vyhodnocovani piitomnosti potencidlnich metaboliti danou metodou je nutno
zohlednit rozsah metabolitd, které mohou byt danou metodou stanoveny. Na u¢innost
extrakce metabolitl ma vyznamny vliv druh rozpoustédla. Jako rozpoustédla pro extrakci
polyfenolovych latek jsou pouzivany rizné latky. Rozpoustédlo by mélo byt voleno vzdy dle
polarity extrahované latky, coz miuze byt obtizné, pokud jsou extrahovany razné druhy latek
v jednom experimentu. Pro extrakci v této praci zkoumanych 2-arylbenzofurant byl pouzit
ethylacetat, ktery je z hlediska polarity stfredn¢ polarni rozpoustédlo, které neni vhodné pro

velmi polarni latky. Je mozné, Ze pokud by vznikaly velmi poldrni metabolity, nemusely by
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byt ethylacetditem vyextrahovany. V literatufe se uvadi, ze jednoduché fenolové kyseliny
mohou byt ethylacetitem extrahovany, coz se také potvrdilo pii extrakci standardd pro
GC/MS. Z vytipovanych metabolitt maji kyselina 4-hydroxybenzoova a kyselina 3,5-
dihydroxybenzoova ptredpokladanou rozpustnost ve vodé 1,9 g/l a 12 g/l. Floroglucinol ma
rozpustnost 35,8 g/l. Resorcinol ma vsak velmi vysokou rozpustnost, 82,3 g/l. Lze tedy
predpokladat, ze pti pouzité LLE extrakci by zna¢na cast piesla do vodné faze. Naopak
testované latky jsou svou povahou latky spiSe nepolarni, avSak dle dostupné literatury je lze
extrahovat i polarnéjS$imi rozpoustédly, napi. metanolem (Gundogdu et al., 2011). Pro
srovnani: index polarity ethylacetatu je 4,4, index polarity methanolu je 5,1. Je tedy mozné, ze
hledané metabolity s vy$sim indexem polarity nemusely byt detekovany z duvodu
nedostateCné extrakce. Metoda pouzitd v této praci byla zvolena na zdkladé zkuSenosti
S pouzitim této metody u strukturné a biologicky ptibuznych stilbenoidii, kde jsou vSak spise
predpokladany metabolity rozkladu na zaklad¢ jednoduchych reakei, jako jsou dehydroxylace

a dalsi, jak jiz bylo popsano vyse.

5.2 GC/MS analyza

5.2.1 Identifikace testovanych latek

Dle literatury je z analytickych metod pro separaci a identifikaci fenolovych sloucenin nejvice
vyuzivana metoda HPLC s tim, ze vyhoda spociva v tom, ze je schopna dobie analyzovat
molekuly, které maji rozmanitou strukturu skladajici se =z hydrofilnich glykosidi a
hydrofobnich aglykont (Stalikas, 2007). Analyza pomoci GC/MS po derivatizaci TMS byla
provedena proto, ze je do zna¢né miry s LC/MS komplementarni. Umoznuje dobrou separaci
derivath fenolovych kyselin, které jsou casto uvadény jako hlavni produkty katabolismu
rostlinnych polyfenolt. Tyto polarni latky jsou v rychlém linearnim gradientu LC/MS,
pouzivaném pii metabolomické analyze, eluovany na za¢atku gradientu, Casto spolu s peakem
rozpoustédla a mohou tak uniknout pozornosti.

TMS derivaty pouzitych mulberrofurani maji vyssi molekulovou hmotnost,
navysenou o silanové jednotky, které se vazi misto vodikli v hydroxylovych a karboxylovych
skupinach molekul. TMS derivaty mulberrofuranti jsou znazornény na obrazku 7 v kapitole
4.1. Byla zavedena metoda na cilenou analyzu 17 potencialnich TMS-derivati fenolovych

kyselin a testovanych latek pouzitych ve fermentacich. Molekulovd hmotnost TMS derivatu
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mulberrofuranu G byla 926.3553 Da a tento derivat tedy nemohl byt pomoci GC/MS

detekovan.
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Obrazek 9: Spektra testovanych latek (nahote: moracin C, dole: mulberrofuran Y).

Ani pomoci cilené analyzy GC/MS nebyly identifikovany zadné metabolity, které by
souvisely s pridavkem testovanych latek do fermentaci. Piestoze fada TMS derivata
fenolovych kyselin byla identifikovana (napt. L-3-fenyloctova kys., 3,4-dihydroxyskoficova
kys. nebo 3-hydroxyfenyloctova kys.), tyto metabolity jsou tvofeny v dusledku fermentace
média, Casto z prekurzori aromatickych aminokyselin a nebyly prikazné odlisné mezi vzorky
z fermentace s pridavkem testovanych latek a odpovidajicich kontrol. Lze tedy z vysledki
usuzovat na to, Ze testované latky nejsou rozkladany na ocekavané fenolové kyseliny tak jako
jiné pribuzné polyfenoly. To je do jisté miry v rozporu s obecnym tvrzenim, ze fenolové

kyseliny jsou hlavnimi metabolity polyfenoli v tlustém stfevé. Dle soucasné literatury je
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vétsina dieteticky vyznamnych polyfenold jako jsou 2-arylbenzofuraniim pifibuzné antokyany
a flavonoly v gastrointestinalnim traktu nestabilni a nerozlozené aglykony jsou vstrebavany
pouze v malém mnozstvi (Rechner et al., 2002).

Kyseliny, které byly pouzity pro standardy, jsou nalézany jako produkty metabolismu fady
béznych polyfenolii. Napiiklad derivaty fenyloctové kyseliny vznikaji z hydroxycinamatt,
coz jsou latky, mezi které patii prekurzory 2-arylbenzofuranti (Gémez-Juaristi et al., 2018).
Derivaty benzoové kyseliny mohou vznikat jako produkty dal§iho metabolismu derivati
fenyloctové kyseliny (Stevens and Maier, 2016). Mezi hydroxycinamaty dale patii kyselina
kavova a hipurova, které¢ byly rovnéz soucésti standardii. Kyselina hipurova je spiSe
vylu¢ovana moci, ale je také soucasti produkti metabolismu tlustého stfeva (Rechner et al.,
2002). Vyznamnou kyselinou, ktera je rozsifenym produktem metabolismu fady polyfenoli,
je protokatechova kyselina (Dall’Asta et al., 2012). Tato kyselina nebyla soucéasti sady
standardt, avSak byla hledana v ramci LC/MS analyzy, kde byly nalezeny pouze nizké
koncentrace, které nesouvisely s jejim vyskytem jakozto produktu metabolismu testovanych
latek.

Chromatogramy z GC/MS byly dale analyzovany v aplikaci XCMS na rozdilovou
analyzu. Ani tento pfistup nevedl k nalezeni potencialnich metabolitt, které by byly
asociovany s piidavkem testovanych latek. Analyza byla proto provedena znovu s daty
z LC/MS.
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Tabulka 3: Reten¢ni chovani a hmoty TMS derivata testovanych latek a standardi fenolovych
kyselin.

rt Standard Molekularni Base peak Dalsi fragmenty
iont
9,558 PLA 295,1188 193,1052  267,1237  220,0918  140,0664
9,708  3HPAA 296,1263 164,0655  281,1028  252,1369  147,0658
9,837 PVA 235,1244 160,0852  217,0983 142,075  132,0904
9,844 4HBA 282,1108 267,0908  223,0998  193,0686  207,0661
9,940  neznidmy 296,1271 179,0918  281,1034 252,138 164,066
10,61  3HPPA 310,1418 205,0686  192,0686  177,0734  161,0414
10,886 4HPAA 312,1214 297,0996  282,0746  267,0519  253,1079
10,945 3H4MPAA 326,1637 179,0771  311,1295  269,1029  209,1116
11,301 3,4DHBA 370,1468 193,0452  355,1225  311,1323  223,0613
11,384 3,ADPAA 384,1607 179,0529  267,1236  237,0764  369,1366
12,260 2HPVA 338,1730 179,0895  323,1493  248,1228  192,0967
12,552 3M4HBA 310,1232 279,051  295,0999  236,0862  221,0799
13,365 CA 396,1606 219,0473  381,1367 249,076  191,0522
<4 PAA
13,770 TMCA 310,1320 279,1267  295,1002  236,0868  221,0827
13,365 3,4DHCA 396,1606 219,0473  381,1367 249,076  191,0522
20,093 MOR 526,2385 526,2385  511,2148  458,1751  427,1893
23,347 MUY 624,3092 624,3092  501,1903  609,2884  524,2120
ND MUG

Pozn.: seznam zkratek standardi: PLA: DL3-fenyloctova kys., 3HPAA: 3-hydroxyfenyloctova kys., PVA: 5-
fenylvalerova kys., 4HBA: 4-hydroxybenzoova kys., 3HPPA: 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kys., 4AHPAA: 4-
hydroxyfenyloctova  kys., 3H4MPAA: 3-hydroxy-4-methoxyfenyloctova  kys., 3,4DHBA: 3/4-
dihydroxybenzoova kys., 3,4ADPAA.: 3,4-hydroxyfenyloctova kys., 2HPVA: 5-(4-hydroxyfenyl)pentanova kys.,
3M4HBA: vanilova kys., CA: kavova kys., PAA: fenyloctova kys., TMCA: 2,4,5-trimethoxyskoficova kys.,
3,4ADHCA: 3,4-dihydroxyskotficova kys., MOR: moracin C, MUY: mulberrofuran Y, MUG: mulberrofuran G

5.3 Analyza metabolickych produkti rozpadu pomoci software XCMS

V ramci pracovniho postupu byly zvoleny dva ptistupy k LC/MS analyze. Prvni byla cilova
analyza, extrakce chromatogramill na zvolenych m/z potencialnich metabolitt, které by mohly
vznikat. Tato analyza vcetné postupu hledani potencialnich metabolitd byla jiz podrobné
popsana v kapitole 5.1. Byly simulovany reakce demethylace, dehydroxylace a redukce
dvojnych vazeb na substituentech i rozpad 2-arylbenzofuranu tvoficitho zaklad skeletu
molekuly. Zadny z téchto postupi ale nevedl k identifikaci metabolitii s vyjimkou matefskych
molekul. Obé analyzy LC/MS i GC/MS nasvéd¢uji tomu, Ze jejich osud ve fermentacich je

stabilni. Je mozné, ze pokud jsou metabolity tvoreny, jejich koncentrace je pod mezi detekce.
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Dalsim pfistupem k hledani potencialnich metabolitti byla rozdilova analyza pomoci software
XCMS. Pii této analyze byly na dvou vybranych ¢asech hledany rozdilové peaky mezi
datasety. V této analyze je datasetem chapan soubor opakovani méfeni. Kazdy dataset tedy
obsahoval tfi opakovani. Vystupem z programu je seznam tzv. hitli, kde kazdy z hith mize
byt potencidlnim metabolitem. Tabulka hitd (213 features s p<0,001) byla manualné
prohledana a zkontrolovana. Bylo nakonec vybrano 22 hitd, které by mohly byt potencialnimi
metabolity. Dalsi tii hity byly identifikovany jako testované latky (viz tabulka 4). Vyiezy

rozdilovych chromatogramt s témito features jsou uvedeny v priloze.

Tabulka 4: Seznam hitd potencialnich metaboliti testovanych latek.

Potencialni hity (METLIN) mzmed rtmed maxint8h maxint24 h
moracin C 310,1111  7,91375 8127 7242
neznamy metabolit moracinu C 220,0174  1,34895 8424 5231
neznamy metabolit moracinu C 263,0596 1,357108 1498 1398
neznamy metabolit moracinu C 266,0223 1,365717 4844 3279
benzyl sulfat, p-tolyl sulfat, p-kresol sulfat 222,9807 1,365717 17402 8911
neznamy metabolit moracinu C 238,0277 1,381783 1276 901
chlorobenzoova kyselina 176,9759 1,381783 21137 10181
fenolovy fosfat 194,9868 1,382967 3309 1725
chlorofenol 148,9810 1,396967 2657 1346
neznamy metabolit moracinu C 248,0122 1,399067 799 745
neznamy metabolit moracinu C 325,1025 7,585550 5361 2269
adukt moracinu C 355,1124  7,913750 1456 1146
neznamy metabolit moracinu C 438,1568 8,241917 2366 1259
neznamy metabolit moracinu C 505,1398 8,241917 707 432
mulberrofuran G 562,1518 8,155450 6415 7369
adukt mulberrofuranu G 597,1246 8,155450 2218 2495
adukt mulberrofuranu G 629,1342 8,155450 2363 2725
adukt mulberrofuranu G 691,1034  8,155450 1063 905
neznamy metabolit mulberrofuranu G 1219,815 8,499583 707 ND
neznamy metabolit mulberrofuranu G 1353,777 8,812117 901 1353
neznamy metabolit mulberrofuranu G 1256,790 8,812700 2143 3988
neznamy metabolit mulberrofuranu G 873,5345 8,829350 6856 8165
neznamy metabolit mulberrofuranu G 693,2008 9,157650 1665 2113
mulberrofuran Y 407,1808 8,552867 13193 18361
neznamy metabolit mulberrofuranu Y 455,2351 8,760250 14131 42640

Pouze n€kolik malo hith ma m/z nizs§i nez matefskd molekula. Tyto mohou byt
produkty rozpadu. Nékteré z nich (m/z 220,0174; 263,0596; 226,0223; 222,9807; 238,0277,;
176,9759; 194,9868; 148,9810; 248,1022) maji elucni Cas blizky elu¢nimu ¢asu rozpoustédla

39



a témer nulovou retenci na koloné. Mohlo by se jednat o substituovana benzenova jadra
0 nizké molekularni hmotnosti, organické kyseliny, které nebyly soucasti setu standardi pro
cilenou GC/MS analyzu, nebo polarni latky. VétSina hiti zobrazenych v tabulce 4 se
vyskytovala jak v 8. hoding, tak i v 24. hodin¢. VétSina potencialnich metabolita z tabulky
hit patii moracinu C. Ten je ze vSech tfi testovanych latek svoji strukturou nejjednodussi,
vliv na jeho stabilitu a rozklad.

Potencidlni metabolity byly vyhledavany v databazi METLIN, ktera je soucasti
programového baliku XCMS. Databaze poskytla nékolik smysluplnych navrhi jako jsou
chlorobenzoova kyselina, chlorofenol, fenolovy fosfat, benzylsulfat, p-tolylsulfat, p-
kresolsulfat. Vyskyt chlorovanych sloucenin je pravdépodobné zpusoben tim, ze chlor zde
tvoii adukt, ktery vznika pii ionizaci ve zdroji pii méfeni v negativnim moédu. Mnoho
nalezenych hithi ma molekuldrni hmotnost vy$$i nez matefskd molekula. Takto velké
molekuly vétSinou nelze identifikovat pomoci knihovny. Muze se jednat o matetské molekuly
nebo jejich metabolity vazané na jiné molekuly. Mohlo by se také jednat o polymery, které
jsou bézné nachazeny u jinych polyfenolt, naptiklad u flavonoli (Stevens and Maier, 2016).
Tvorba polymert byla doloZena i u molekul obsahujicich benzofuranovy skelet (Khanam and
Shamsuzzaman, 2015). Mechanismus vazby byl jiz detailnéji popsan v kapitole 5.1. Mohlo by
se také jednat o latky, které s fermentaci testovanych latek nesouvisi. K ovéfeni toho, zda
nalezené potenciadlni metabolity opravdu vznikaji z testovanych latek, je tfeba dalSiho

vyzkumu.
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Cloud Plot 213 features with p-value £ 0.001
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Obrazek 10: Ukazka workflow v programu XCMS, tzv. Metabolomic Cloudplot. Nad TIC
chromatogramem jsou znazornény body o rizném prameru, kdy velikost bodu odpovida
velikosti plochy pod peakem, intenzita barvy hodnotu p rozdilové analyzy a na ose y je
uvedeno m/z. Obrazek jasné ukazuje, ze rozdilné features o nizkém m/z jsou piitomny na paté
solvent peaku, zatimco v delSich reten¢nich Casech se vyskytuji vétsi konjugaty a polymery
latek. Toto grafické vyjadieni pomaha orientovat se pii vybéru perspektivnich features.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo pfispét k objasnéni metabolismu 2-arylbenzofurant
Vv tlustém stieveé. K tomu byla pouzita modelova in vitro fermentace. Nasledné byly provedeny
dvé¢ komplementarni analyzy metodami LC/MS a GC/MS. Pomoci obou analyz byly
identifikovany vSechny tii testované latky. Z vystupt analyz byla ziskana hmotnostni spektra
testovanych latek, kterd mohou déle voditkem pro jiné studie zabyvajici se vyzkumem 2-
arylbenzofuran. Spektra 2-arylbenzofuranti nejsou zatim k dispozici Vv dostupnych
knihovnach spekter.

Je predpokladéna jista mira rozkladu 2-arylbenzofurant podobné jako je tomu u jinych
strukturné podobnych ¢i biochemicky pifibuznych polyfenolt. Chovani testovanych 2-
arylbenzofuranti se vSak v mnohém od ostatnich polyfenolt li§i. Vyznamnym rozdilem je
fakt, Ze nebyl zaznamendn vznik fenolovych kyselin, které jsou produktem katabolismu
nutricné vyznamnych polyfenoli. Nebyly taktéZ objeveny piredpokladané metabolity
dehydroxylace, redukce, demethylace, deprenylace, glukuronidace, sulfatace, metylace nebo
hydroxylace, které jsou v metabolismu polyfenolti také bézné. Pomoci metabolomického
programu XCMS bylo vyhledano nékolik potencidlnich metabolitd. Potvrzeni jejich
pfitomnosti je rozsahem nad rdmec této prace.

2-Arylbenzofurany stejné tak jako jiné derivaty benzofurant jsou biologicky aktivni
latky s potencidlem vyuziti v medicin€. V ptipad¢ 2-arylbenzofurant je i potencidl pro vyuziti
V potravinafstvi. Pro zachovani farmaceutického ucinku je zadouci, aby dané latky
vykazovaly co nejvétsi stabilitu v travicim traktu. Dieteticky vyznamné polyfenoly vykazuji
obecné nizkou stabilitu. Vétsina G¢inkd na lidské zdravi, ktera je davana do souvislosti
s konzumaci polyfenold, je tak vysledkem pouze malého poctu jednoduchych fenolovych
kyselin, které vznikaji z polyfenolovych prekurzori. V pfipad¢ testovanych 2-
arylbenzofurant byla naznafena zna¢na odolnost téchto struktur oproti jinym polyfenoliim,

coz miize tyto latky zvyhodnit pro vyuziti jejich G€ink.
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Obrazek 11: Vznik stilbenoida.
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Obrazek 12: (1) Vznik 2-arylbenzofuranu z isoflavonoidu; (2) vznik 2-arylbenzofuranu
(moracin M) ze stilbenoidu.
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Obrazek 14: Dalsi vyznamné latky ptibuzné 2-arylbenzofurantim vyskytujici se v morusi.
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Obrazek 15: Vystup z programu XCMS zobrazujici nalezené testované latky a jejich

potencialni metabolity.
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