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Metabolismus vybranych stilbenoidd v bunikach stievni

sliznice

Souhrn

Resveratrol je molekula ze skupiny stilbenl obsazend predevsim v ¢erveném viné. Trans
izomeru je pfipisovana vyznamna biologickd aktivita. Otazkou je ovSem jeho biologicka
dostupnost a metabolismus jeho konfiguracniho cis izomeru a mikrobidlnich metabolitQ,

protozZe i u téchto latek je postupné objevovana biologicka aktivita.

V této préci byly otestovany vzorky trans-resveratrolu, jeho metabolitu dihydroresveratrolu a
konfiguracniho izomeru cis-resveratrolu vin vitro modelu stfevni sliznice v zavislosti na
strukture molekuly. Tyto tfi molekuly byly samostatné aplikovany na standardni Caco-2
bunécnou linii kultivovanou na membranach Transwell TM systému. Nasledné byly odebirany
vzorky z bazolaterdlni i apikalni ¢asti inserty, a nakonec i vzorky samotnych Caco-2 bunék.
Vzorky byly podrobeny UHPLC/Q-TOF MS analyze, pfi které byly detekovany aplikované latky
a jejich konjugaty. Cilem prace bylo zjistit a porovnat metabolismus faze Il tfi aplikovanych

molekul uvnitf stfevnich bunék v zavislosti na strukture jejich molekuly.

Vysledky naseho experimentu ukazuji, Ze metabolismus konfigura¢nich izomeru resveratrolu
vede krlznym pomérdm sulfatovych a glukuronidovych konjugdt(. Hlavnim konjugdtem
trans-resveratrolu byl detekovan sulfat, zatimco u cis-resveratrolu byl hlavnim konjugatem
detekovan glukuronid. Dihydroresveratrol obsahujici ethanovy mustek podstoupil béhem
intraceluldarniho metabolismu nejrozsahlejsi konjugaci, kterd dominantné vedla ke vzniku
glukuronidu. Pfi¢inou je pravdépodobné substratovd specifita exprimovanych typa
glukuronyltransferdz a sulfotransferdaz na zakladé struktury substratu. Volnéjsi otacivost
ethanového mustku v molekule dihydroresveratrolu muize vést k proménlivosti struktury
molekuly, kterd se tak stane substratem pro vétsi mnozstvi glukuronyltransferaz s rlznou

substratovou specifitou.

Klicova slova: stilben, resveratrol, intestinalni metabolismus, caco-2 bunky, resorbce



Metabolism of selected stilbenoid in intestinal epithelial

model

Summary

Resveratrol molecule belongs to a group of stilbenes contained mainly in a red wine.
A significant biological activity is attributed to the resveratrols trans isomer. However, the
bioavailability of resveratrols and metabolism of its cis isomer configuration and microbial
metabolites are still open questions - a biological activity is discovered also in these

substances.

Samples of trans-resveratrol, its metabolite dihydroresveratrol and cis-resveratrol
configuration isomer were tested in an in vitro model of an intestinal mucosa depending on
a structure of the molecule in this work. These three molecules were separately applied to
a standard Caco-2 cell line cultured on Transwell TM membranes. Subsequently, samples were
taken from both a basolateral and an apical parts of the inserts, and also from the Caco-2 cells.
The samples were subjected to UHPLC/Q-TOF MS analysis in order to detect the applied
substances and their conjugates. The aim of this work was to discover and compare the phase
Il metabolism of three applied molecules within the intestinal cells in dependence on their

molecule structure.

The results of our experiment show that the metabolism of resveratrol configuration isomers
results in different ratios of sulfate and glucuronide conjugates. Sulfate was detected as the
main trans-resveratrol conjugate, whereas glucuronide was detected as the main conjugate
for cis-resveratrol. The ethane bridge-containing dihydroresveratrol undergoes the most
extensive conjugation during intracellular metabolism, leading to glucuronide formation. The
cause is probably the substrate specificity of the expressed types of glucuronyltransferases
and sulfotransferases based on substrate structure. The looser rotation of the ethane bridge
in the dihydroresveratrol molecule can lead to variability in the structure of the molecule,
which than becomes a substrate for a greater amount of glucuronyl transferases with different

substrate specificities.

Keywords: stilbens, resveratrol, intestinal metabolism, caco-2 cells, resorption
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1 Uvod

vs s

Stilbeny jsou latky patfici do rodiny polyfenolU. Jsou soucdsti bézné stravy. Nachazeji se
v nékterych potravinach rostlinného plvodu, jako jsou arasidy, kakao, nebo vinné hrozny.
V rostlinach jsou produkovany jako reakce na riziko plisnovych onemocnéni. Ukazuje se, Ze
kromé podpory odolnosti vici rostlinnym infekcim, maji svdj vyznam i pro ochranu lidského
zdravi jako antioxidanty a také pro své protinddorové plsobeni.

V soucasné dobé a zejména v rdmci poslednich desetileti ve vyspélych zemich roste pocet
nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou davany do souvislosti s civilizacnimi
chorobami. Tato onemocnéni jsou nejcastéjsi pricinou umrti obyvatel nad 65 let v Evropé
i v USA. Pri¢inou je zména celkového Zivotniho stylu populace v rozvinutych zemich, kterd se
tyka napriklad sniZzené fyzické aktivity. Zasadni je i zména stravovacich navyk( a sloZeni
jidelnicku. Ten kromé jiného Casto postrada potfebné mnozstvi vlakniny a obsahuje vice tuk(
s obsahem nasycenych mastnych kyselin.

Velmi prekvapivé tak bylo v devadesatych letech zjisténi, Ze Francouzi, navzdory svému
jidelnicku s pomérné vyssim obsahem nasycenych mastnych kyselin, maji relativné nizky
vyskyt akutnich srdecnich prihod. Tento jev je oznacovan jako Francouzsky paradox a je
vysvétlovan pravidelnou a vyvadzenou konzumaci ¢erveného vina. Pravé toto zjisténi vedlo ke
zvySenému zajmu o molekulu resveratrolu. Resveratrol patfi do rodiny stilben( a je obsazen
hlavhé v cerveném viné. Mnoistvim studii byly prokdzany jeho protinddorové,
kardioprotektivni, ale i dalSi pozitivni ucinky na lidské zdravi.

Pro redlné vyuZiti resveratrolu pro IéCivé nebo preventivni Ucely je vSak zasadni znalost
jeho metabolismu a biologické dostupnosti in vivo. Resveratrol se ve viné vyskytuje ve dvou
konfiguracnich formach cis a trans. Trans-resveratrol je stabilnéjsi a prevazna vétsina studii se
doposud zamérovala pravé na tuto formu. Bohuzel vysledky zatim vedou ke zjisténi jeho nizké
biologické dostupnosti v dlisledku celkové rozsahlé konjugace enzymy metabolismu faze Il ve
tkanich rlznych orgdn(. Znalosti o jeho metabolismu v konkrétnich tkanich in vivo jsou zatim
jeSté omezené. Biologickou dostupnost resveratrolu ovliviuje také interakce se strevni
mikrobiotou, jejimZz dlsledkem je vznik dalSich metabolit(, predevsim dihydroresveratrolu.
Nové studie ukazuji moznost biologické aktivity nejen trans-resveratrolu, ale i jeho cis formy

a jeho metabolitll. Tato prace se zabyva studiem metabolismu a transportu raznych forem

a metabolitl resveratrolu uvnitf modelu bunék strevni sliznice.



2 Cil prace

Zatimco transport a metabolismus trans-resveratrolu v modelu stfevni sliznice je
pomérné dobfe znam, nejsou tyto parametry znamy u jeho metabolitl a cis izomeru
resveratrolu. Tato znalost je vyznamna pro pochopeni miry biologické aktivity téchto
konkrétnich latek, ale i pro obecné studium bioaktivity skupiny stilbenoid(. Dulezitou roli ve
zpUsobu transportu i metabolismu maji strukturni zmény molekuly resveratrolu. Cilem této
prace je proto otestovat vybrané vzorky trans-resveratrolu, jeho metabolitu
dihydroresveratrolu a konfiguraéniho izomeru cis-resveratrolu. Zjistit a porovnat
metabolismus faze Il a transport téchto molekul v in vitro modelu stfevni sliznice v zavislosti
na struktufe molekuly. Jako model stfevni sliznice je pouzita standardni Caco-2 bunécna linie

kultivovana na membranach Transwell TM systému.

Hypotéza: Predpokladame, Ze strukturni zmény molekuly resveratrolu vedou v modelu

stfevniho epitelu ke zméné poméra jeho konjugatu.



3 Literarni reserse

3.1 Stilbeny

Stilbeny, nebo téz stilbenoidy, jsou fenolové pfirodni latky syntetizované celou rfadou
rostlin jako jejich sekunddrni metabolity vznikajici pfedevsim jako reakce na mikrobialni
napadeni nebo jiny stres. Biogeneze stilbenl navazuje na Sikamatovou a polyketidovou drahu
a je velmi podobna biogenezi flavonoidl. Molekula stilbenoid( vychazi z klicové molekuly
stilbenu se strukturou C6-C2-C6 (trans-1,2-difenylethylen). Jednotlivé stilbeny se od sebe lisi
naslednou polohou a povahou substituentd na molekule stilbenu. Stilbenoidy existuji jak
samostatné, tak v podobé oligomer(, nebo jako konjugované v podobé glykosidll (Yu & Jez
2008).

S pokrocilymi analytickymi metodami jsou dnes znamy stovky stilbenoidd a jen mezi lety
2009 a 2013 jich bylo objeveno 60 novych (Niesen et al. 2013). Stilbenoidy jsou hojné
zkoumany pro své rizné biologické aktivity od vlivu na kardiovaskularni onemocnéni (Lacerda
et al. 2018), neuroprotektivni ucinky (Jin et al. 2008) pres protizanétlivé plsobeni (Lee et al.
2009) az po cytotoxické ucinky na tumorové burnky (Mishima et al. 2003). Provedené studie
predstavuji nes¢etné mnozstvi modell od bunécnych kultur aZ po studie na zvifatech, nebo
v podobé Kklinickych studii. Mezi nejznaméjsi a nejrozsirenéjsi stilbeny patti resveratrol,
e-viniferin, pallidol, pinosylvin, piceatanol a pterostilben zobrazené na Obrazku 1. K jednomu

z nejvice studovanych stilbenoidl patfi fytoalexin resveratrol (Neveau et al. 2010).
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Obrdzek 1: Nejzndméjsi stilbeny

(A) trans-resveratrol, (B) pterostilben, (C) pinosylvin, (D) piceatanol, (E) pallidol, (F) e-viniferin
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3.1.1 Resveratrol

Resveratrol je latka, o které se poprvé zminil M. Takaoko v roce 1939 poté, co ji izoloval
z Kychavice velkokvété (Veratrum grandiflorum). Avsak nejvétsi zajem o jeji studium pfinesla
hypotéza tzv. Francouzského paradoxu v devadesatych letech, ktera odstartovala rozsahlé
studie o jeho biologickych vlastnostech. Od té doby byla prokazana jeho biologicka aktivita

vzhledem k jeho polyfenolové strukture predevsim jako antioxidantu (Catalgol et al. 2012).



Resveratrol je trivialni ndzev pro 3,4,5-trihydroxystilben, ktery existuje dle orientace
ethenového mistku, ve dvou konfiguracnich izomerech cis nebo trans. V rostlindch se
prirozené vyskytuji i jeho dalsi formy jako je glukosid, a to napfiklad ve formé piceidu
(B-glukosyloxy skupina je vazana v poloze 3), nebo jako resveratrolosid (B-glukosyloxy skupina
je vazana v poloze 4). Kromé toho z resveratrolu vznikaji také jeho dehydrooligomery jako je
a-viniferin, nebo e-viniferin, ale i mnoho dalsich (Smidrkal et al. 2001).

Resveratrol je téméf nerozpustny ve vodé (log P = 2,57 a rozpustnost ve vodé 0,069 g/l),
je to velmi slabé kysela latka a je nositelem horké chuti (University of Alberta 2017).

Vyskyt resveratrolu jako fytoalexinu byl potvrzen jiz u vice nez 70 rostlin (Catalgol et al.
2012). Zejména u vinné révy je znama souvislost mezi infekci plisni Botrytis cinerea a syntézou
resveratrolu v listech a slupkach hroznli. MnoZstvi resveratrolu ve slupce se lisi dle kultivaru
a dle geografického plvodu vinné révy. Cervené vino je zkvasovano i se slupkami, a proto
obsahuje vyssi koncentraci resveratrolu nez bilé vino, a to v rozmezi 0,2-5,8 mg/|, v pfimé
korelaci s velikosti fermentace. Resveratrol je typicky pfitomen v bobulovych rostlinach jako
jsou boruvky, ¢erveny rybiz, jahody ci brusinky. V téchto plodech je vSak obsah resveratrolu
v rozmezi 3-30 pg/g Cerstvé vahy, coz odpovida pouze méné nez 10 % obsahu ve vinnych
hroznech. Kromé bobulovych rostlin se nachazi v mensim mnozstvi i v arasidech, lusténinach,
ale i v dalSich rostlinnych produktech (Niesen et al. 2013).

| kdyZz sam resveratrol byl izolovdn teprve na zacatku dvacatého stoleti, jeho pfiznivé
ucinky jsou tradi¢né vyuzivany asijskou lidovou medicinou. Jako jeho zdroj je v tradi¢ni
mediciné pouZzivana rostlina Poligonum cuspidatum, jejiz suSené koreny slouzi k [éCbé zanétu
nebo hyperlipidémie (Planas et al. 2012). V poslednich desetiletich bylo popsdno mnoho
pfiznivych ucinkQ resveratrolu na lidské zdravi. Dlkazy presvédcivé naznaduji jeho velky
potencial v boji s kardiovaskularnimi chorobami (Wu & Hsieh 2011), neurodegenerativnimi
procesy (Richard et al. 2011), rakovinou (Shukla & Singh 2011), ale i dalSimi nemocemi. | diky
tomu, Ze zatim nebyly objeveny dlikazy o jeho vyrazné toxicité, je resveratrol povazovan za
slibné nutraceutikum, tedy latku na pomezi potravin a |éCiv s preventivni schopnosti
predchazet nemocem. In vivo studie vSak ukazuji, Ze vyuzZiti resveratrolu v mediciné nebo
farmacii nebude tak jednoduché. In vivo totiz resveratrol nedosahuje dostateé¢né vysokych
plasmatickych koncentraci. Pfic¢ina jeho nizké biologické dostupnosti a nalezeni prostredku

k jejimu zvyseni je nyni predmétem mnoha studii (Planas et al. 2012).



3.1.1.1 Trans a cis izomer resveratrolu

V rostlinach i ve viné se resveratrol pfirozené vyskytuje jako cis- a trans-isomer. Trans
izomer je hlavni a stabilnéjsi pfirodni forma. Diky své stabilité je trans-resveratrol nejcastéji
pouZivanou a také studovanou izoformou resveratrolu. Vétsina studii o farmakologickych
ucincich doposud zvazovala praveé trans-resveratrol, pravdépodobné pravé kvuli nizsi stabilité
cis-resveratrolu a jeho nedostupnosti na komerénim trhu. Nicméné cis-izomer se muze
vytvaret z trans formy predevsim plsobenim slunecniho zareni (Chen et al. 2007), ale
i vystavenim umélému nebo prirozenému UV zareni pfi vinovych délkach 254 nm (Leiro et al.
2004) nebo 366 nm (Basly et al. 2000). Trans izomer je detekovdn nejenom ve vinech, ale
i v nékterych cCerstvych rostlinnych potravinach jako napftiklad ve vinnych hroznech, nebo
arasidech (Burns et al. 2002). Na rozdil od néj je cis-resveratrol v ¢erstvych rostlinnych
potravinach vétsSinou detekovan ve velmi malé koncentraci (Moreno et al. 2008). Byva nalezen
hlavné ve viné spolecné s trans-resveratrolem. Obsah cis- a trans-resveratrolu ve viné je
rozmanity dle odrldy vina. V nékterych vinech je obsah cis-resveratrolu dokonce vyssi nez
obsah trans-resveratrolu (Romero-Pérez et al. 2002). Cis-resveratrol proto Ize uvazovat jako

neméné vyznamny zdroj resveratrolu v lidské vyzivé jako je trans-resveratrol.

3.1.1.2 Dihydroresveratrol

Dihydroresveratrol je latka vyskytujici se jako fytoalexin v nékterych rostlinach, naptiklad
v orchidejich (Fritzmeier & Kindl 1983). Produkce je pravdépodobné vyvolana plisfnovou
infekci rostlin (Adesanya et al. 1989). V poslednich letech je vSak pozornost této molekule
vénovana predevsim jako hlavnimu metabolitu pfi poZiti trans-resveratrolu u Zivocichu, ktery
vznika alifatickou hydrogenaci ethenového mistku trans-resveratrolu stfevni mikrobiotou
(Bub et al. 2013). Dihydroresveratrol tedy vznikd jesté pred transportem pres burky stfevni
sliznice. Uvnitf bunék stfevni sliznice pak dochazi k jeho metabolickym preménam. Toto
tvrzeni potvrzuje také studie na mysich, u nichz byl po peroralnim podani trans-resveratrolu
detekovan v moci nejenom dihydroresveratrol, ale také konjugovany dihydroresveratrol-

sulfat (Wang et al. 2005).
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Obrdzek 2: Konfiguracni izomery resveratrolu a dihydroresveratrol
(A) trans-resveratrol, (B) cis-resveratrol, (C) dihydroresveratrol

3.1.1.3 Antioxidacni a prooxidacni aktivita resveratrolu

Antioxidacni aktivita resveratrolu je dana pritomnosti konjugovaného systému
dvojnych vazeb. Takto usporddany systém delokalizovanych mt-elektron( je schopen pfijmout
navic jeden neparovy elektron volného radikalu. Resveratrol jako akceptor elektronu
zabranuje dalSimu Sifeni a pUsobeni radikdlu. Je proto oznacovdn jako tzv. zhasec nebo
scavenger. Diky této schopnosti vykazuje ochranny ucinek proti lipidové peroxidaci
v bunéénych membranach a poskozeni DNA zplsobené predevsim reaktivnimi formami
kysliku (ROS), jako je hydroxylovy a superoxidovy radikal (Leonard et al. 2003).

Jak ale ukazuji dalsi studie, v pfitomnosti pfechodnych kovl muiZe mit resveratrol
naopak prooxidacni aktivitu vedouci ke vzniku volnych radikal(i. Vétsina studii je zamérena na
reakci s médnatym kationtem. Méd' je v organismu soucasti fady enzymu. Pfedpoklada se, ze
resveratrol se v pfitomnosti Cu?* oxiduje a dava vzniknout Cul*. Médny kationt naddle mize
reagovat s kyslikem za vniku kyslikového radikalu. V pfitomnosti vodikovych iontl reaguje
kyslikovy radikal za vzniku peroxidu vodiku, z kterého mohou vznikat hydroxylové radikaly

poskozujici molekulu DNA (Zheng et al. 2006; Tamboli et al. 2012).



Existuji ale i hypotézy, Ze i prooxidativni vlastnosti resveratrolu mohou mit v organismu
pozitivni Ucinky, a to v boji s nddorovymi burikami. Hypotéza predpoklada, Zze vznikajici ROS
mohou zprostfedkovat posSkozeni nadorovych bunék vedouci k jejich apoptdze. Protozie
nadorové bunky obsahujici vyssi hladinu médi nez buriky zdravé (Ebara et al. 2000), jsou

vystaveny vétsi expozici volnych radikalt (Hadi et al. 2000; Zheng et al. 2006).

3.1.1.4 Resveratrol jako aktivator gend SIRT1

Resveratrol je vsoucasné dobé povazovan za aktivator tzv. silent information
regaulator genes (SIRT). U savcl je rodina téchto genl sloZzena ze sedmi gent SIRT1 aZ SIRT7.
Tyto geny kéduji specifické deacetylacni NAD+ dependentni enzymy zndmé jako sirtuiny.
Zvysena exprese téchto enzyml vede ke zprostredkované antiproliferacni a protizanétlivé
aktivité a ke zméné nékterych metabolickych drah (S. Mohar 2012).

Studium mechanismu ucinku sirtuint na fyziologické procesy organismu stale probiha.
Zatim se ukazuje, Ze resveratrol je v lidském organismu zfejmé schopen aktivovat pouze jeden
gen z celé rodiny, a to gen SIRT1 (Borra et al. 2005). Tento gen ma vsak vliv na mnoho rdznych
procesU. Bylo prokazano, Zze exprese SIRT1 pomaha deacetylaci syntazy oxidu dusnatého, ¢imz
aktivuje a zvySuje produkci oxidu dusnatého v endotelu (Mattagajasingh et al. 2007). Oxid
dusnaty je vazodilatacni latka pUsobici na bunky hladké svaloviny cév a sniZuje hodnoty
krevniho tlaku.

Dalsi studie ukazuji vliv resveratrolem aktivovanych sirtuinl na snizeni hypertenze
pomoci angiotenzinu Il. Angiotenzin Il je hormon, ktery se vaZze na AT1 receptory bunék hladké
svaloviny. Aktivované AT1 receptory jsou zodpovédné za vazokonstrikci, ktera vede ke zvyseni
krevniho tlaku. Podani resveratrolu potlacuje prostfednictvim aktivace SIRT1 expresi AT1
receptor( jak in-vitro, tak in-vivo, a tim utlumuje angiotenzin Il indukovanou hypertenzi

(Miyazaki et al. 2008).



3.2 Absorpcni a transportni mechanismy strevni sliznice

Latky obsazené v potravé prijaté peroralné jsou traveny a ndsledné vstfebavany na
sliznici gastrointestindlniho traktu v zavislosti na enzymatické vybavé a chemickém prostredi
pasazi gastrointestinalniho traktu (GIT). K hlavnimu vstfebavani zZivin dochdzi na sliznici
tenkého stfeva. Luminalni membrana enterocytl je vybavena k transportu latek z lumen
dovnitf enterocytu. Transport latek probiha v zavislosti na typu resorbované latky riznymi
zplsoby (Sviglerova & Slavikova 2013).

Absorpce a transport latek pres enterocyt do krve nebo lymfy je zdsadnim
predpokladem pro jeji vyuZziti organismem, a kromé dalsich vlivi jako jsou enzymy v lumen
stfeva, nebo zpracovani jatry, ma zasadni vliv na jeji biologickou dostupnost. In vivo
plazmatické koncentrace podskupiny polyfenolll flavonoidl jsou napfiklad béziné
mnohondasobné nizsi nez jejich IC50 (half maximal inhibitory concentration) nebo EC50 (Half
maximal effective concentration). Nizka biologicka dostupnost brani farmakologickym
ucinkdim polyfenoll a vyvoji téchto latek jako IéCebnych agens. Kromé efektu tzv. first pass
metabolism miZe mit na nizkou biologickou dostupnost vliv také vztah mezi strukturalnimi
vlastnostmi polyfenol( a jejich absorpénimi mechanismy strevni sliznice a jejich naslednymi
metabolickymi cestami. Proto jsou poznatky o molekularnich vlastnostech polyfenoll a jejich
absorpcnich a transportnich mechanismech velmi d(lezité, ale zatim nejsou tyto oblasti

bohuZel dostatecné probddané (Rastogi & Jana 2016).
3.2.1 Absorpce a transport polyfenolii do enterocytu

3.2.1.1 Pasivni difuze

Pasivni difuzi jsou prepravovany malé hydrofobni nebo neutrdlni ¢astice polyfenolu
(log P > 2,0). Jejich zpracovani ve stfevnim lumenu s sebou nese stejné procesy jako v pfipadé
jinych hydrofobnich dietnich slozek, jako jsou napfiklad tuky nebo vitaminy rozpustné v tucich.
Dochazi k emulzifikaci zZlu€ovymi kyselinami a zabudovani polyfenold do micel. Ty jsou
stfevnimi pohyby dopravovany z lumen stfeva k povrchu kartacového lemu, kde se z micel
uvolnuji a difunduji do enterocytu (Dominguez-Avila et al. 2017).

Znacné slozité polyfenoly, naptiklad kondenzované nebo oligomerni, nejsou pro svoji

velikost pfipraveny k transportu do enterocytu. ProtozZe lidské tenké stfevo neni pfizplsobeno



k jejich hydrolyzaci, prechazeji tyto polyfenoly beze zmén do tlustého stfeva, kde jsou
fermentovany stfevni mikrobiotou. Jsou zde hydrolyzovany a vzniklé monomery jiz mohou

prechazet pasivni difuzi do bunék tlustého stfeva (Dominguez-Avila et al. 2017).

3.2.1.2 Paraceluldrni transport

Enterocyty jsou apikdlné spojeny mezibunéénymi spoji typu tight junction
prostrednictvim bilkovin klaudinu. Spoje tvofi bariéru proti priniku latek okolo enterocyt(.
Klaudin zplsobuje v oblastech tight junction specificky elektricky odpor. Nicméné hydrofobni
(log P > 2,0) a neutrdini polyfenoly, ale i jiné nanocastice s ndbojem (jako napt. kyselina
chlorogenovd) mohou v drobnych mezerach mezi spoji prochdzet. | kdyz je paracelularni
transport vybranych polyfenolll mozny, jejich permeace touto cestou je nizka (Dominguez-

Avila et al. 2017).

3.2.1.3 Aktivni a facilitovany transport

Aktivni a facilitovany transport je nejcastéji studovan vzhledem k jejich vyuziti pro
transport |ékl. Oba transporty jsou zprostredkovany membranovymi prenaseci, ale zatimco
k aktivnimu transportu je treba dodat energii, facilitovany transport probihda po
koncentracnim gradientu a nepotfebuje dodavku energie. Vétsina polyfenoll je jeSté pred
transportem modifikovana bakteridlnimi enzymy. Z tohoto pohledu lze aktivni a facilitovany
transport rozdélit do tfi skupin na glykosylované polyfenoly, kationtové aglykony a neutrdlni
nebo hydrofobni aglykony.

Vzhledem ke své cukerné ¢dasti se mohou glykosylované polyfenoly transportovat
pomoci SGLT1 (sodium/glucose co-transporter 1) nebo GLUT 2 a 5 (glucose transporters)

(Dominguez-Avila et al. 2017).

3.2.1.4 Aktivni vypuzovani (Efflux)

Effluxni transportéry funguji jako ochrana pred vstfebanim latek neprospésnych télu
do krevniho fecisté. Poté, co je latka vstfebdna z lumen stfeva do enterocytu, mlze byt jesté
vylouéena zpét do lumen. Tyto transportéry maji velmi Sirokou specifitu pro rtzné strukturné

nepribuzné substraty a jsou predmétem zkoumani pfedevsim jako pricina Iékovych rezistenci.
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Predmétem zkoumani v souvislosti s aktivnim vypuzovanim polyfenol(, zejména resveratrolu

jsou Casto tzv. ABC stfevni transportéry (Planas et al. 2012).

3.2.1.5 Vezikularni transport

Latky, které nejsou schopné se vyse zminénymi zplsoby dostat dovniti enterocytu,
maji jeSté moznost vezikuldarniho transportu. Tohoto transportu vyuZivaji makromolekularni
latky. Nizkd transportni kapacita a pfitomnost proteolytickych enzymd v membranovych
vezikuldch omezuji tuto cestu jako obecnou cestou pro dopravu lék(l a dalSich bioaktivnich

latek (Shah et al. 2006).

1 2 3 Transportér
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Obrdzek 3: Schéma moZnosti trasnportu ldtek dovnitf bunék

(1) Pasivni transceluldrni transport, (2) Paracelularni transport, (3) Aktivni transport,

(4) Aktivni vypuzovani, (5) Vezikuldrni transport (Shah et al. 2006)

3.2.2 Absorpce a transport resveratrolu

Resveratrol vykazuje nizkou rozpustnost ve vodé (< 0,05 mg/ml). Lépe se rozpousti
v alkoholech nebo lipidech. Diky své dostatecné afinité k lipidové dvojvrstvé luminalni
membrany enterocytll je vstfebavan predevsim pasivni difuzi, ktera je velmi rychla a ucinna.
K pasivni difuzi je resveratrol vhodny také mensi velikosti své molekuly. Pokusy na Caco-2
bunkach ukazaly, Ze naptiklad jeho hydrofilnéjsi derivat 3-O-beta-D-glukosid (oznacovany jako
piceid) také pritomny ve ving, i pres svoji pomérné malou molekulu je vstfebavan aktivnim
transportem zprostfedkovanym SGLT1 transportérem. Afinita k liposomalni membrané hraje
dllezitou roli v G¢innosti bunééného vychytavani pasivni difuze lipofilnich polyfenold (Henry

et al. 2005).
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| kdyZ je resveratrol pomérné snadno transportovan dovnitf enterocytu, jeho obsah na
bazolaterdlni strané stim zcela nekoresponduje. Mohou za to zifejmé tzv. ABC stfevni
transportéry, které maji v burice effluxni funkci. Na apikdlni membrané maji enterocyty
3 effluxni ABZ transportéry, jmenovité P-glykoprotein (P-gp), protein pro multilékovou
rezistenci 2 (MRP2) a protein rezistence proti rakoviné prsu (BCRP). Dalsi transportér pro
multilékovou rezistenci protein 3 (MRP3) se nachazi na bazolaterdlni strané membrany.
Pokusy za pouziti riznych specifickych inhibitord téchto transportér(i i knockoutovych mysi
ukazuji, Ze glukuronidové a sulfatované derivaty resveratrolu vznikajici uvnitf enterocytu jsou
vypuzovany zpét do lumen predevsim transportéry MRP2, ale i MRP3 a BCRP. Tento jev snizuje
efektivitu vstrebavani konjugatli resveratrolu do krevniho recisté (Planas et al. 2012). Bylo
také dokazano, Ze u nekonjugovaného resveratrolu dochazi k effluxu, a to predevsim pomoci

MRP2 transportéru na apikalni stranu bunék (Henry et al. 2005).

3.3 Metabolismus Resveratrolu

Uvniti enterocytu dochazi ke glukuronidaci a k sulfatové konjugaci resveratrolu za
Ucelem jeho lepsi rozpustnosti. Glukuronosylaci provadi prevainé enzymy z nadrodiny
UDP-glukuronyltransferdz (UGT), které prenasi glukuronidovy zbytek na molekulou
resveratrolu za vzniku O-glukuronidl etherového typu (Ledvina et al. 2011). Nadrodina savcich
gend pro UGT ma v soucasné dobé 117 ¢lenq, které Ize rozdélit do ¢tyr rodin: UGT1, UGT2,
UGT3 a UGT8 (Mackenzie et al. 2005). Rlzné typy UGT maiji rdznou substratovou specifitu,
predevsim dle funkénich skupin substratu (Ledvina et al. 2011). Zaroven je exprese
konkrétnich typl UGT specifickd pro konkrétni tkdné. Ve sliznici traviciho traktu byly
identifikovany dva stereoizomery resveratrol-glukuronidu, a to resevratrol-3-O-glukuronid a
resveratrol-4-O-glukuronid. V travicim traktu se na této konjugaci zfejmé podili UGT1A1, 1A6,
1A8, 1A9 a 1A10, jejichZz substratem je jak cis, tak trans-resveratrol (Sabolovic et al. 2006).
Dalsi typy UGT konjugacnich enzym( se nachazi napriklad v jatrech, kde dochazi k dalsi
rozsahlé konjugaci (Brill et al. 2006). Vzhledem k tomu, Ze molekula resveratrolu disponuje
hned tfemi hydroxylovymi skupinami, které jsou vSechny potencidlné dostupné pro
glukuronidaci, nelze vyloucit tvorbu diglukuronid(i. Tento metabolit jiz byl experimentalné
skute€né detekovan po inkubaci trans- a cis-resveratrolu s lidskymi jaternimi mikrozomy

(Aumont et al. 2001).
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Studie metabolismu cis-resveratrolu po ordlnim poziti jsou méné casté nez pro
trans-resveratrol. Nicméné se zatim ukazuje, Ze u lidi po poziti cis-resveratrolu peroralné lze
v moci detekovat tfi metabolity: cis-resveratrol-3-O-glukuronid, cis-resveratrol-3-O-sulfat a
cis-resveratrol-4-O-sulfat (Rotches-Ribalta et al. 2012). Déale se podle vysledk( detekce
konjugatl cis a trans-resveratrolu v lidské moci ukazuje, Ze konjugace s kyselinovou
glukuronovou probiha ucinnéji u cis-resveratrolu nez u trans-resveratrolu (Rotches-Ribalta et
al. 2012). Tento trend potvrzuje i experiment na Caco-2 burikach. Ovsem vysledky pokusd na
mikrozomech bunék traviciho traktu jsou rozmanité dle darcli a pomérné nejednoznacné
(Sabolovic et al. 2006). Prednostni substratovou specifitu pro cis izomer resveratrolu ma
jaterni UGT1A6, ktera konjuguje zbytek kyseliny glukuronové predevSim za vzniku
cis-resveratrol-3-O-glukuronidu. Naopak jaterni UGT1A1 prednostné konjuguje trans izomer
resveratrolu. Enzym UGT1A9, 1A10 a 1A7 se podili na konjugaci obou izomer( bez vétsi
specifity. (Aumont et al. 2001).

Enzymy provadéjici sulfataci patfi do nadrodiny sulfotransferdz (SULT). Lidsky genom
obsahuje Ctyfi rodiny genu sulfotransferaz: SULT1, SULT2, SULT4 a SULT6 (Stanley 2017). Bylo
prokdzano, Ze lidska sulfotransferaza typu SULT1A1, 1A2, 1A3 a 1E1 sulfatuje resveratrol,
pficemZz tvorfi az tfi metabolity: resveratrol-3-O-sulfat, resveratrol-4-O-sulfat
a resveratrol-3,4 O-disulfat (Miksits et al. 2005). Nicméné tyto tfi metabolity se tvofi
predevsim v jatrech. Sulfatovy konjugat, ktery byl s jistotou detekovan na Caco-2 bunkach
(a tedy se predpoklada, Ze je tvoren v burikach stfevni sliznice) je pouze resveratrol-3-Osulfat
(Li et al. 2003).

Nekonjugovany a konjugovany resveratrol, ktery unikl effluxnim pumpdm, dosahne
krve a portdlnim feciStém je dopraven do jater (Planas et al. 2012). Jakmile resveratrol dorazi
do jater, podstoupi novy proces metabolismu faze Il. Odtud vétSina resveratrolu a jeho
metabolitl putuji do krevniho recité (Wang et al. 2004).

V krevnim recisti se aglykon resveratrolu i jeho metabolity mohou vazat na krevni
bilkoviny nebo lipoproteiny (Wang et al. 2004). Burkon a Somoza (2008) uvadéji, ze 50 %
sulfatovaného a glukuronidovaného resveratrolu je spojeno s plazmatickymi bilkovinami
(Burkon & Somoza 2008). Do télnich bunék jiz resveratrol a jeho metabolity vstupuji
samostatné, musi se tedy vyvazat z vazby na proteiny i lipoproteiny. Zbyvajici resveratrol
a jeho derivaty v krvi jsou distribuovany v rdznych tkanich, anebo jsou vylouceny ledvinami

(Planas et al. 2012).
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3.3.1 Biologicka dostupnost resveratrolu

Biologicka dostupnost je pojem, ktery muze byt vyjadren jako: ,,podil IéCiva obsaZeného
v podaném lécivém pripravku, ktery se dostdvd ve farmakologicky aktivni formé do systémové
cirkulace” (Dostalek et al. 2006). | kdyz resveratrol vykazuje vysokou bioaktivitu, podil, ktery
se nezménén dostane do systémové cirkulace, je velmi maly. Absorpce resveratrolu do
enterocytd sice probiha uc¢innym pasivnim transportem, kterym se do enterocytl vstreba
priblizné 75 % davky. Do periferni krve se viak dostane pouze asi 1,5 % nemodifikovaného
resveratrolu. Zbytek je pravdépodobné uvnitf enterocytu, nebo vjinych tkanich
metabolizovan (Planas et al. 2012). Ze studie in vivo na mysich, kterou provedli Juan et al
(2010) vyplyva, Ze navic z objemu modifikovaného resveratrolu uvnitt enterocytu je jesté 54 %
vraceno zpét do strevniho lumen (Juan et al. 2010). Metabolismus uvnitf enterocytd a effluxni
transportéry se zdaji byt hlavnimi pfi¢cinami nizké biologické dostupnosti resveratrolu pfi
peroralnim podani.

Nicméné nékteré studie ukazuji, Ze i pres nizkou biologickou dostupnost dosahuje
resveratrol v organismu nékterych ucinkl, napriklad chemopreventivnich (Brown et al. 2010).
Vysvétlenim maze byt, Ze hladina metabolitd v plazmé mUzZe fungovat jako zasobnik, z néhoz
muzZe byt resveratrol mobilizovan dekonjugacnimy enzymy, jako jsou napftiklad sulfatazy nebo
glukuroniddzy, které modifikovany resveratrol zpracuji ve tkanich zpét na samotny resveratrol

(Franciosoa et al. 2014). Pro tuto hypotézu ale zatim neexistuji dikazy.
3.3.2 Biologicka aktivita metabolitti resveratrolu

Otdzkou také je biologicka aktivita samotnych metabolit(i resveratrolu. V soucasné
dobé jsou dostupné pouze pomérné omezené informace tykajici se moznych pfinosnych
biologickych aktivit metabolitl resveratrolu. Aktivni se v nékterych ohledech zdaji byt
sulfatované konjugaty, zatim se ale zd3, Ze jejichz aktivita se sniZuje s rostoucim stupném
sulfatace (Maier-Salamon et al. 2013). Udaje o biologické aktivité resveratrolovych
glukuronid( jsou stale vzacné. Jednim z mdla zjisténi je mozny antiobézni ucinek resveratrol-
3-O-glukuronidu a resveratrol-4-O-glukuronidu, které indukuji delipidacni Udcinky
v dozrdvajicich preadipocytech a ve zralych adipocytech srovnatelné s jejich materskou

molekulou resveratrolu (Lasa et al. 2012). Je tedy mozné, Ze metabolity resveratrolu mohou
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prispivat k rlznym biologickym aktivitdm, které zatim byly pripisovany pouze resveratrolu. Na

toto téma je jesté treba provést nové védecké studie.

3.4 Modely stfevni sliznice pro studium transportnich mechanismu

Studium farmakokinetiky léciv nebo jinych potencidlné biologicky aktivnich latek
zahrnuje studium mnoha déji ovliviujicich osud Ilatky v organismu. Mezi zakladni
farmakokinetické déje se tadi absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece Ilatky
organismem. Pfi absorpci latka pronikd do krevniho nebo lymfatického recisté. Mnozstvi
absorbované latky, jeji preména béhem absorpce a rychlost absorpce vyznamné ovliviiuje
rychlost nastupu ucinku, intenzitu Ucinku i vlastni u¢inek dané latky v organismu (Dostdlek et
al. 2006). Pti peroralnim podani latky je typickd zpozdéna a pomalejsi absorpce, dadle mozna
Castecna absorpce ve vice Usecich traviciho traktu, vliv prdchodu latky oddily traviciho traktu
s rozdilnymi hodnotami pH a také mozny vliv okolni traveniny nebo mikrofldry stfeva. Studium
absorpce latky po perordlnim podani je komplexni proces, na jehoZz konci by méla byt
informace o mnoistvi, zpUsobu absorpce a podobé absorbované latky v krvi. Pro studium
absorpce se pouzivaji biologické modely. In vitro modely vyuZzivaji riizné bunécéné linie. Dale se
pouzivaji in situ modely stfevni perfuze a in vivo zvifeci modely (Barthe et al. 1999).

Pro studium absorpce metodou in vivo se vyuZzivaji zvifeci modely, pfedevsim potkand.
Vyhodou in vivo zvifecich modell je moZnost pozorovani celkové absorpce véetné vlivu
biotransformacnich a presystémovych faktor(. Nevyhodou je ¢asova naroc¢nost, velky pocet
zvitat, eticka otazka a celkovy pocet proménnych. Diskutovana je pak korelace s vysledky u lidi
(Barthe et al. 1999).

Pokusy in situ se nejCastéji pouZivaji na malych laboratornich zvifatech. Vyzkumy
absorpce ve strevni sliznici probihaji na anestezovanych zvitatech, které jsou kanylovany
a perfundovany roztokem zkoumaného vzorku. Vlastnosti vstupujiciho perfuzatu s obsahem
vzorku lze kontrolovat z hlediska koncentrace, pH, osmolality, pratoku i z hlediska vybéru
stfevniho segmentu. Tento zplsob testovani je jednim z nejblizSich k in vivo systému,
predevsim proto, Ze funkce laboratorniho zvirete jako je zasobeni krve, inervace a clearance
zGstavaji nedotéené. Technika in situ perfuze neposkytuje informace o procesech na urovni
bunék. Absorpce zkoumané latky také muze byt ovlivnéna anestezii a chirurgickou manipulaci

(Barthe et al. 1999).

15



In vitro metody vyuzivaji pro vyzkum strfevni absorpce bunécné linie nebo bunécné
tkané. Bunécné linie jsou buriky charakteristické neomezenym poctem bunécného déleni.
Jsou to buriky s narusenou regulaci bunééného cyklu a mohou to byt tedy naptiklad nddorové
buriky izolované z postizeného organismu. Hlavnim cilem in vitro metod je zjistit, jaky typ
transportu a popfripadé transportéru se podili na prestupu latky pres buriku stfevniho epitelu
a jakym metabolismem uvnitf bunky latka prochdzi. Tyto in vitro metody pomahaji objasnit
konkrétni transport pres stfevni epitel. Oproti in vivo metoddm nejsou vysledky ovlivnény
interakci s jinymi organy. Vyhodou také je, Ze Ize provadét experimenty s latkami, které maji
negativni vliv na tyto burky. Z etického hlediska nevadi, kdyZz pfi pokusu dojde ke zniceni
bunécné linie. Nevyhodou ovsem je, Ze podminky in vitro nikdy zcela neodpovidaji podminkam
in vivo. A zaroven bunécné linie in vitro jsou vzdy v jisté mire odliSné od in vivo tkani, jako je
pritomnost rdznych bunécénych typud, proména fenotypu a podobné. In vitro bunécné linie se
¢asto pouzivaji pro screening absorpce léCiva v ¢asném stadiu procesu vyvoje léciva, ale i pro

vyzkum absorpce a transportu ostatnich latek v travicim traktu (Artursson et al. 2001).

3.4.1 Caco-2 bunécna linie

Bunécna linie Caco-2 pochazi ze sedmdesatych letech dvacatého stoleti. Jsou to bunky
lidského adenokarcinomu tlustého stfeva, které vyvinul Jorgen Fogh se svymi kolegy v Sloan-
Kettering institutu pro vyzkum rakoviny. Pfes to, Ze jsou Caco-2 bunécné linie praplvodem
bunky tlustého stfeva, pfi kultivaci odpovidaji vice epitelu tenkého stfeva (Glahn 2009).
Karyotyp této bunécné linie je hypertetraploidni, oviem se znacnou variabilitou v poctu
chromozoml mezi jednotlivymi burikami. Klicovymi strukturdinimi vlastnostmi Caco-2
bunécénych linii je rlst do cylindrického tvaru, pfitomnost karta¢ového lemu a tvorba
polarizovanych bunék s mezibunéénymi spoji, predevsim typu tight junction (Quaroni &
Hochman 1996).

Funkéni vlastnosti je adheze a produkce vétsSiny travicich enzyma kartacového lemu.
Vyznam pro studie absorpce latek ma napfiklad pritomnost P-glykoproteinové effluxni pumpy
a intestinalniho di/tripeptidového transportéru. V burikach jsou exprimovany také glukozové
transportéry GLUT1 (lokalizovany primarné v bazolateralni membrané), GLUT3 (v apikalni
membrané) a GLUT5 (v obou membranovych doménach). Buriky Caco-2 mohou ucinné
transportovat Zluéové kyseliny a vitamin B12. Syntetizuji a sekretuji také nékteré

apolipoproteinové ¢astice. (Quaroni & Hochman 1996). Na povrchu maji pfitomné receptory
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pro Escherichia coli tepelné stabilni enterotoxin, nizkodenzitni protein (LDL), inzulinu podobné
rastové faktory (IGF-1 a IGFIl), vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), inzulin, katecholamin,
transferin a prostaglandiny a specifické transportéry pro fruktézu a taurin. Také exprimuji
enzymy sachardzu, izomaltazu, laktazu, alkalickou fosfatdzu, aminopeptidazu, endopeptidazu,
ale i dalsi enzymy, receptory a dokonce hormony (Meunier et al. 1995). Zakladni vlastnosti
bunék Caco-2 jsou prehledné shrnuty v Tabulce 1.

Caco-2 bunécéné linie jsou diky témto vlastnostem dobrym modelovym systémem pro
simulaci procest ve strevni sliznici. Nicméné ve srovnani s normalnim intestinalnim epitelem
ma bunéény model Caco-2 nékterd omezeni. Normalni stfevni epitel obsahuje na rozdil od
Caco-2 linie vice bunécnych typd. Kromé enterocytl jsou ve strevni sliznici pfitomny naptiklad
poharkové nebo endokrinni buriky. Dale v Caco-2 bunééném modelu neni ptritomen hlen jako
ochranna kluzka vrstva epitelu, kterd ma také vliv na absorpci stfevni sliznici. V Caco-2 modelu
nejsou pritomny také dalsi nebunécéné latky prirozené se vyskytujici v lumen stfevni sliznice
jako ZluCové kyseliny, jejichZ pfitomnost ovliviiuje vstiebavani predevsim lipofilnich latek (Lea
2015). Caco-2 bunécné linie na rozdil od enterocytli maji snizenou sekreci nékterych rodin
enzymU cytochromu P450 (Fossati et al. 2008). Tyto enzymy provadi ve stfevé pocatecni
biotransformaci poZitych xenobiotik. Pomahaji tak detoxikaci, ale mohou zpUsobovat také
presystémovou eliminaci lé¢iv po perordlnim poddni (van Herwaarden et al. 2009). Pfi
extrapolaci vysledkl z in vitro Caco-2 bunécnych modell do in vivo stavu je tfeba brat tyto
vlastnosti v Uvahu (Lea 2015).

Permeacni vlastnosti ldtek na Caco-2 bunécnych liniich koreluji s permeacnimi
vlastnostmi lidské stfevni sliznice a mohou byt pouZity k pfedpovidani ordlni absorpce lék
i jinych latek u lidi (Balimane & Chong 2005). Diky své histologické i metabolické podobnosti
s lidskymi enterocyty se bunécna linie Caco-2 nejcastéji pouZiva jako in vitro model pro
vyzkum:

e bunécné permeability potencidlnich kandidat( na Iécivo

e objasnéni cesty transportu lék{, nutrient(l, nebo dalSich latek

e posouzeni formulaéni strategie navrzené pro zvyseni propustnosti membrany

e stanoveni optimalni fyzikalné-chemické vlastnosti pro pasivni difuzi léCiv

e posouzeni potencidlnich toxickych ucink( lécivych kandidatd nebo slozek formulace na
tuto biologickou bariéru

e studium presystémového metabolismu latek (Artursson et al. 2001)
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Tabulka 1: Shrnuti zakladnich vlastnosti bunék Caco-2

Zpusob rastu Bunky rostou v kulture jako adherentni monovrstva

epitelialnich bunék

Diferenciace Za standardnich podminek 14-21 dni od konfluence

Morfologie bunék Polarizované buriky s tésnymi spoji a kartaCovym lemem na

apikalni strané

Elektrické parametry Vysoky elektricky odpor

Travici enzymy Exprimuji typické travici enzymy, membranové peptidazy
a disacharidazy tenkého streva (laktdza, aminopeptiddza N,

sacharaza-izomaltaza a dipeptidylpeptidaza IV)

Aktivni transport Aminokyseliny, cukry, vitaminy, hormony
Membranové iontové Na*/K* ATPaza, H*/K* ATPaza, Na*/H* vyménik, Na*/K*/CI-
transportéry transportér, apikalni chloridové kanaly

Membranové ne-iontové P-glykoproteinova pumpa, protein pro multilékovou

transportéry rezistenci, protein rezistence rakoviny plic

Receptory Vitamin B12, vitamin D3, receptor pro epidermalni ristovy
faktor (EGFR), glukdzové transportéry (GLUT1, GLUT?2,
GLUT3, GLUTS5, SGLT1)

Produkce cytokin( Interleukiny IL-6, IL-8, IL-15, faktor nddorové nekrézy alfa
(TNFa), transformuijici rlstovy faktor beta 1 (TGF-f1),

thymicky stromalni lymfopoetin (TSLP)

(Lea 2015)

3.4.2 Neékteré dalsi bunécné linie ve studiu stfevni absorpce

Navzdory rozSifenému pouziti a pfijatelnosti modelu bunék Caco-2 pro hodnoceni
permeability neni ani tento model zcela idedlni. Proto je vSeobecna snaha nalézt dalsi jesté
optimalnéjsi bunécéné linie anebo provést nékteré modifikace k jesté lepsi predvidatelnosti
bunééného modelu Caco-2 (Balimane & Chong 2005).

Jednim takovym modelem je bunéény model 2/4/A1, ktery pochazi ze stfeva potkaniho
plodu. Je to nesmrtelna bunécéna linie, kterd vytvafri Zivotaschopné diferencované monovrstvy
se spoji typu tight junction, enzymy kartdCového lemu a transportnimi bilkovinami.

Propustnost spojl pro paraceluldrni transport je mensi nez u Caco-2 bunék, a proto v tomto
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ohledu podobnéjsi lidské stfevni sliznici. Model je vhodny pfedevsim pro studium sloucenin
pasivné absorbovanych paracelularni cestou (Balimane & Chong 2005).

Bunécnad linie Madin-Darby canine kidne nebo ve zkratce MDCK byla zaloZena
v padesatych letech dvacatého stoleti a je pomérné Casto pouzivanou bunécnou linii pro
hodnoceni permeability. MDCK buriky jsou odvozeny od psich ledvinnych bunék. P¥i kultivaci
vytvari cylindricky epitel obsahuijici tight junction, podobné jako stfevni epitel, nebo Caco-2
bunécné linie. Oproti lidskym stfevnim Caco-2 bunkam maji ale snizenou expresi nékterych
aktivnich transportérd. Proto jsou MDCK linie vhodné predevsim k hodnoceni pasivniho
transportu slouceniny. Vyhodou je ovsem kratka tfidenni doba kultivace (Balimane & Chong
2005).

Zajimavymi bunkami jsou buriky HT-29. Pfi kultivaci za standardnich podminek a za
pfitomnosti glukdzy, tvori vicevrstevné nediferencované burky, které postradaji tésna spojeni
a funkéni polaritu. Nicméné vyhodou téchto bunék je, Ze za urcitych kultivacnich podminek
podléhaji diferenciaci na polarizované monovrstvy bunék sekretujicich hlen anebo bunék
absorpcnich. Bunéény model Caco-2 se sklada pouze z jednoho bunécného typu, a to
absorpcnich enterocytll a postrada tyto jiné bunécné typy prirozené se vyskytujici

v intestinalnim epitelu (Ungell & Karlsson 2004).

3.4.3 Permeability assay na bunécné linii Caco-2

Stfevni sliznici in vivo tvofi vrstva jednovrstevného cylindrického epitelu. Epitelové
bunky lezi na bazadlni membrané a jsou polarizované a propojené mezibunéénymi spoji. Diky
této strukture tvofri epitel kompaktni bariéru pro absorpci latek do krevnich kapilar (Hubatsch
et al. 2007). Latky se mohou absorbovat pres stfevni epitel tfemi zdkladnimi zpUsoby. Jednim
je transcelularni cesta, kdy absorbovand latka prochazi skrz enterocyt, a to pasivné nebo
aktivné. Druhym zplsobem je paraceluldrni transport, ktery probihd pasivné pres
mezibunééné spoje se sousedicimi enterocyty. A tfeti cestou je transcytéza probihajici rovnéz
skrz enterocyt, ale pomoci tvorby vezikul (Artursson et al. 2001). Permeability assay na
Caco-2 bunkach slouzi jako model tohoto jednovrstevného epitelu. Idealni model by mél tyto
bariéry odrazZet jak kvalitativné, tak kvantitativné. Nicméné zatim zadny model nespliuje tyto

idedlni vlastnosti (Quaroni & Hochman 1996).
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Bunky Caco-2 Ize pofidit z Evropské sbirky bunécnych kultur (ECACC) nebo z Americké
databaze typovych kultur (ATCC). Obecné se v laboratofi kultivuji pfi optimalni teploté 37 °C,
v kultivaénich nadobach a v kultivaénim médiu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, nebo
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) s fetdlnim hovézim sérem a dalSimi pfidavky (Lea
2015).

Pro ucel permeacni studie jsou buriky vysety na transwellové vlozky s propustnou
membranou, na které se burky usazuji. Zapadnutim vlozky do testovaci komory dojde
k rozdéleni prostoru komory na horni apikdlni ¢ast a dolni bazolateralni ¢ast komory. Tyto dvé
¢asti komory jsou oddéleny pouze monovrstvou bunék pfichycenou na propustnou
membranu transwellové vlozky. Apikdlni komora predstavuje lumen stfeva, zatimco
bazolaterdlni komora predstavuje c¢ast krevni kapilary nebo lymfatickou stranu
gastrointestinalniho traktu (van Breemen & Li 2005). V tomto usporadani mize byt zkouman
transport latky ve sméru z apikalni ¢asti do ¢asti bazolateralni aplikaci vzorku do horni komory.
Po transportu vzorku pres bunécnou monovrstvu a membranu dochazi ke shromazdovani
transportovaného vzorku ve spodni ¢asti komory. Odtud je moZné vzorek odebirat a nasledné
kvalitativné ¢i kvantitativné analyzovat. Pro studium effluxniho transportu je mozné odebirat
vzorek zaroven z horni ¢asti komory. Pfi aplikaci vzorku rovnou do spodni ¢asti komory je

mozné analyzovat primarné effluxni transport. (Ghaffarian & Muro 2013).

Apikalni ¢ast komory

Bunécéna
/ monovrstva

Membrana
Bazolateralni ¢ast komory

Obrdzek 4: Schéma ristu Caco-2 bunék na transwellové vioZce v testovaci komore
(Hubatsch et al. 2007)
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Aby byl model stfevni sliznice co nejidealnéjsi, je tfeba, aby kultivované buriky byly
dostatecné diferencované, a zaroven, aby dosahly konfluence, tedy urcitého poctu bunék na
plochu. Diferenciace je dllezitd predevsim pro to, aby pfri testovani byly buriky biochemicky
a morfologicky co nejpodobnéjsi stfevnim enterocytim, tedy aby byly polarizované
a exprimovaly potfebné enzymy, receptory, transportéry, hormony a dalsi dilezité faktory.
Mira konfluence odpovida epitelidini integrité.

Vyhodnoceni epitelidlni integrity a zralosti monovrstvy muze byt provedeno mérenim
trans-epitelidlniho elektrického odporu (TEER) pred a po experimentu. Méreni TEER se provadi
pomoci méfice volt-ohm, jehoz elektrody jsou umistény v horni a spodni komore (Ghaffarian
& Muro 2013). Hodnoty TEER slouZi jako indikator tésnosti bunécnych spojli, ovliviuji
propustnost pro paracelularni transport a rostou s dobou kultivace. Nizké TEER hodnoty
predstavuji nedostatecnou integritu bunécné monovrstvy zplsobenou slabymi bunéénymi
spoji. Prilis vysoké hodnoty sice poukazuji na dobré spojeni bunék, ale jsou jiz velmi odlisné od
situace in vivo. Typické hodnoty TEER, které indikuji adekvatni celistvost monovrstvy jsou
hodnoty vét$i nez 300 Q.cm™ (van Breemen & Li 2005). Hodnoty TEER v$ak nezdvisi pouze na
tésnosti bunécnych spojd, ale také na plose povrchu transwellovych viloZek, poctu
naockovanych bunék, podpére filtru a stavu kultivace. Hodnoty TEER v lidském ileu jsou
mnohonasobné nizsi nez na Caco-2 modelu (Shah et al. 2006).

Jinou metodou pro vyhodnoceni integrity monovrstvy Caco-2 bunék je méreni
pasivniho prlichodu rliznych molekul pfes monovrstvu. Malé hydrofilni slou€¢eniny prochazeji
monovrstvou predevsim paraceluldrni cestou pres mezibunécné spoje typu tight junction.
Sdobou kultivace se mezibunécné spoje zahustuji a stupnuji odpor pro paraceluldrni
transport. Proto mohou byt pouzivany jako markery prichodu touto cestou. Jako marker se
pouziva napriklad luciferova Zlut, ktera je snadno detekovatelna (de Angelis & Turco 2011).

Caco-2 bunécna linie vykazuje pomérné znacnou bunécnou heterogenitu
v diferenciaci. Nékteré oblasti exprimuji plné diferencované bunky s mikroklky po 12-14
dnech, zatimco jiné oblasti obsahuji v tu samou dobu znaéné méné diferencované buriky (Lea
2015). K dosaZzeni homogenni diferenciace monovrstvy Caco-2 bunék a zdroven dosazeni
vhodné konfluence dochdzi u Caco-2 bunécné linie typicky pfiblizné po 21 dnech (van

Breemen & Li 2005).
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4 Material a metoda

4.1 Princip metody

V experimentu byly zkoumany dva konfiguracni izomery resveratrolu: cis-resveratrol
a trans-resveratrol a jeden derivat resveratrolu: dihydroresveratrol. Kazda z téchto latek byla
zvlast aplikovana na apikalni ¢ast komory pfipravené Caco-2 bunééné linie. V pribéhu ctyf
hodin od aplikace vzorkli byly v predem danych ¢asovych intervalech odebirdny vzorky
z bazalni ¢asti komory. Navic byly odebrany vzorky z apikalni ¢asti komory hned na zacatku
experimentu pri aplikaci vzorku a také na konci po uplynuti ¢tyf hodin. Nasledné byly po
uplynuti ¢tyf hodin od aplikace latek odebrany jako vzorek i samotné Caco-2 burky pro analyzu
intracelularniho obsahu derivatl resveratrolu. Experiment probéhl v nékolika biologickych
opakovanich pro kazdou ze ti aplikovanych latek.

V odebranych vzorcich byly pomoci UHPLC/Q-TOF MS analyzy hledany a méreny

vybrané metabolity resveratrolu.

4.2 Permeability assay

4.2.1 Priprava sloucenin

Trans-resveratrol o Cistoté 98 % byl ziskan od spolecnosti Merck (Némecko),
cis-resveratrol a dihydroresveratrol od spole¢nosti ChemFaces (Cina) také o Cistoté 98 %.
Vsechny vzorky byly zfedény do vysledné koncentrace 20 uM dimetylsulfoxidem (DMSO)

a nasledné HBSS (Hanks' Balanced Salt solution).
4.2.2 Bunécné kultury

Lidska epitelidlni stfevni bunééna linie Caco-2 byla ziskdna z American Type Tissue
Collection (Rockville, Maryland, USA). Buriky byly kultivovdny v DMEM (Dulbecco’s modified
Eagles medium) s pfidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 % neesencidlnich
aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu. VSechny tyto slouceniny byly pofizeny od
spole¢nosti Sigma-Aldrich (Praha, CR). Kultivaéni lahve byly uchovavany v CO, inkubatoru

(37°C a 5% CO; atmosféra). Médium bylo ménéno kazdé dva az tfi dny a burky byly
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pasaiovany kaZdy tyden. Zivotaschopnost smési Caco-2 po odetfeni stilbenoidy byla

hodnocena s pouzitim MTT testu cytotoxicity, plivodné popsaného ve studii Mosmann (1983).
4.2.3 Priprava insertt s burikkami Caco-2

Pro provedeni samotné permeability assay byla pouzita 25. pasdz Caco-2 bunécné linie.
Buriky byly nejprve procistény od média a poté rozpustény v DMEM v koncentraci 0,6x10°
bunék na 1 ml. Inserty ve 24-jamkovych destickach byly pfiblizné 2 minuty pfed naockovanim
predvihéeny 50 pl média a nasledné byla pfiddna bunééna suspenze o koncentraci 2,6x10°
bunék na cm?. Bazolaterdlni komora byla naplnéna 1 ml DMEM a inkubovéna pf¥i 37 °C
v termostatu s 5% CO,. Pro odstranéni neadherovanych bunék bylo po 6 hodinach inkubace
odstranéno médium z apikalni strany a nahrazeno 0,5 ml DMEM. Médium bylo denné
ménéno. Postup vymény média probihal nasledovné: médium bylo odsato nejdfive
z bazolateralni strany a nasledné z apikalni strany. Cerstvé DMEM bylo pfidano nejprve na
apikalni stranu a pak na stranu bazolateralni. Buriky byly kultivovany po dobu 21 az 25 dnd,
aby se vytvorila plné uzaviena monovrstva. Posledni vyména média probéhla 16 hodin pred

pokusem.
4.2.4 Méreniintegrity monovrstvy

Inserty s monovrstvou bunécné linie Caco-2 byly tfikrat promyty roztokem HBBS
(temperovanym na 37 °C, pH 7,4). Pro ovéfeni dostatecné integrity bunécné bariéry byl méren
transepithelidlni elektricky odpor. VSechny inserty s hodnotou nizsi nez 600 Q byly vyfazeny.
Nasledné byla pridana luciferova Zlut o koncentraci 25 uM a destic¢ky byly inkubovany 1 hodinu
v COy inkubatoru (37 °C, 5% CO,, 150 r.p.m.). Desticky byly méfeny v readeru Tecan Infinite
M200 (vlnova délka excitace / emise 480 nm / 530 nm). PouZity byly vSechny inserty

s bunécénou integritou vyssi nez 95 %.
4.2.5 Metabolismus a absorpce testovanych sloucenin

Inserty byly tfikrat promyty a do apikalni ¢asti bylo ptidano 0,5 ml roztok( stilbenoidt
o koncentraci 20 uM v HBSS. Z apikalni strany bylo ihned po pfidani roztoku odebrano 50 pl
vzorku (v ¢ase T = 0). Desticky byly inkubovadny na orbitdlni tfepaéce (150 r.p.m.) v CO;
inkubatoru (37 °C, 5 % CO3).
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Vzorky z bazolaterdlni ¢asti byly odebirdny v ¢asech 0,5; 1; 1,5; 2; 3 a 4 h. Odebranych
50 ul vzorku bylo nahrazeno Eerstvymi 50 pl HBSS. Nakonec po odebrani posledniho vzorku
v Case T =4 h byl odebran zbytek vzorku z apikalni strany a inserty byly tfikrat promyty HBSS.
Po odebrani viech vzorkl byla znovu méfena hodnota TEER pro potvrzeni integrity bunécné
vrstvy (> 500 Q). Pro hodnoceni absorpce testovanych sloucenin bunkami byly bunky

rozpustény v 100% methanolu. Vzorky byly skladovany pfti -80 °C az do analyzy.

4.3 LC/MS analyza

4.3.1 Priprava vzorku

Vzorky permeability byly precistény centrifugaci (centrifuga Rotanda 460R, DE) po
dobu 5 minut, 15 000 RPM. Vzorky byly naockovany vnitfnim standardem (izotopové znaceny
trans-resveratrol '3C). Vzorky zahrnovaly &asovy sbér na bazolaterdini strané a vyplach
methanolem, dale také apikalni stranu v ¢ase 0 a v hodiné 4. Dale byly pfipraveny roztoky
standard( testovanych latek a byla provedena kontrola kvality smési standard( 50 ng/mL

v pribéhu analyzy.
4.3.2 Podminky méreni

Analyza byla provedena na chromatografickém pfistroji UHPLC Ultimate 3000 (Thermo
Fischer Scientific, USA) s pfidruzenym hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Impact Il (Bruker
Daltonik, DE). Chromatografie byla zprvu provedena za pomoci kolony Kinetex 1,7 mm F5 100
A 100x2,1 mm (Phenomenex, USA). Jako mobilni faze byla pouzita smés UHPLC vody (mobilni
faze A) s 0,1 % kyseliny mravenci a metanol UHPLC kvality (mobilni faze B). V ¢ase 0 byl priitok
fazi A a Bv poméru 8:2. Ve tieti minuté byl pomér fazi 1:1. Mezi Sestou a patnactou minutou
protékala pouze faze B. Mezi patnactou a Sestnactou minutou byl pomér upraven na 8:2.
V tomto stavu byl pomér udrzovan do konce analyzy. Pro kazidy vzorek byla doba analyzy
20 minut. Teplota kolony se udrzovala stabilné pfi 35 °C. Chlazeni autosampleru probihalo pfi
10 °C. Nastrikové mnoizstvi 5 pl vzorku a rychlost pritoku byla udrZovana na 0,2 ml/min.
Analyza v hmotnostnim spektrometru probihala v negativhim médu za nasledujicich
podminek: endplate offset =500 V, capillary voltage 3 kV, tlak zmlzujiciho plynu 30 kPa, pratok

susiciho plynu 4 I/min, teplota zdroje 250 °C. Analyzu doprovazela kalibrace na formiat sodny.
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Méreni byla provadéna v reZzimu Full Scan. Snimani spekter probihalo v rozsahu 500-1500 m/z

frekvenci 1 Hz.

Pfehled aplikovanych a detekovanych stilbenoidd pomoci LC/MS analyzy znazorfiuje

Tabulka 2.

Tabulka 2: Seznam stilbenoidu pozorovanych a detekovanych ve vzorcich pomoci LC/MS

Sumarni Pfesnd hmota Merena [M -H]- Srovnani se
Jméno vzorec neutralni molekuly pfesnd hmota standardem
monitorovano:
trans-resveratrol C14H1203 228.0786 227.0708 ANO
cis-resveratrol C14H1203 228.0786 227.0708 ANO
dihydroresveratrol C14H1403 230.0943 229.0865 ANO
detekovano:
trans-resveratrol-
sulfat C14H1206S 308.3064 307.0276 ANO
cis-resveratrol-
sulfat C14H1206S 308.3064 307.0276 NE
trans-resveratrol-O-
glukuronid C20H2009 404.3674 403.1029 NE
cis-resveratrol-O-
glukuronid C20H2009 404.3674 403.1029 NE
dihydroresveratrol-
sulfat C14H1406S 310.3223 309.0433 NE
dihydroresveratrol-
O-glukuronid C20H2209 406.3832 405.1186 NE

4.4 Analyza dat

Integrace piku probéhla v programu TASQ, data byla dale zpracovdna v programu

Microsoft Excel. Data jsou vyjadiena v grafech formou priméru biologickych opakovanich

v jednotlivych ¢asech. Mira statistické variability dat je vyjadfena smérodatnou odchylkou.
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5 Vysledky

Na apikalni stranu Caco-2 bunécné linie byly samostatné aplikovany vzorky
cis-resveratrolu, trans-resveratrolu a dihydroresveratrolu. Z bazolateralni ¢asti inserty byly
v ¢asech 0 hod, 0,5 hod; 1 hod; 1,5 hod; 2 hod; 3 hod a 4 hod od aplikace odebirdny vzorky pro
nasledujici LC/MS analyzu. Pfi MS analyze byly ve vzorcich cis-resveratrolu a trans-resveratrolu
hleddny a meéreny cis-resveratrol (Cis-Res), trans-resveratrol (Trans-Res), resveratrol-
glukuronid (Res-Glc), resveratrol-sulfat (Res-SO3H) a dihydroresveratrol (DhRes). V pfipadé
aplikovaného vzorku dihydroresveratrolu byly pfi MS analyze hleddny a méreny
dihydroresveratrol-sulfat  (DhRes-SO3H),  dihydroresveratrol-glukuronid  (DhRes-Glc),
cis-resveratrol (Cis-Res), trans-resveratrol (Trans-Res) a samotny dihydroresveratrol (DhRes).

Obrazek 5, Obrazek 7 a Obrazek 9 zndzornuji vysledky analyzy téchto latek na
bazolateralni strané inserty pomoci UHPLC/Q-TOF MS. Osa y znazorfiuje intenzitu
analyzované latky zmérenou MS analyzou. Osa x znazorfiuje casovy pribéh v hodinach, kdy
byly vzorky pro MS analyzu odebirany. Cas 0 hod oznaduje ¢as aplikace zkoumaného vzorku
na apikalni stranu bunék. Posledni vzorek byl z bazolateralni ¢asti odebran 4 hodiny po aplikaci
latky.

Odbér vzorkl pro analyzu probéhl také na apikalni strané inserty v ¢asech 0 hod a 4 hod.
Na konci pokusu byly odebrany i samotné Caco-2 bunky pro analyzu hledanych latek
intracelularné. Obrazek 6, Obrazek 8 a Obrazek 10 znazornuji vysledky analyzy téchto vzorkd
odebranych apikalné a také vysledky analyzy vzork(i samotnych bunék. Osa y zndzornuje
intenzitu analyzované latky zmérenou pomoci MS a osa x znazorfiuje ¢as a misto odbéru
vzorku. API-0 oznacuje vzorek odebrany v ¢ase 0 hod z apikalni ¢asti inserty. API-4 oznacuje
vzorek odebrany z apikalni ¢asti inserty v ¢ase 4 hod. CELLS-4 oznacuje vzorek samotnych

bunék odebrany v ¢ase 4 hod.
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5.1 Trans-resveratrol

Trans-resveratrol
O— Trans-Res O Cis-Res —@—Res-Glc —@—Res-SO3H —@—DhRes
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Obrdzek 5: Obsah ldtek v bazolaterdrni ¢dsti po aplikaci trans-resveratrolu

Pocet biologickych opakovani: n=3
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Obrdzek 6: Obsah Idtek v apikdlni ¢dsti a intraceluldrné po aplikaci
trans-roresveratrolu

Pocet biologickych opakovani: n=3
(API1-0) Apikalni ¢ast inserty v ¢ase 0 hod;(API-4) Apikalni ¢ast inserty
v Case 4 hod; (CELLS-4) Intracelularni ¢ast v ¢ase 4 hod



5.1.1 Bazolaterdlni strana inserty

Vysledky MS analyzy vzorkd z bazolaterdlni ¢asti inserty po aplikaci trans-resveratrolu
znazornuje Obrazek 5. Nalezeny byly na bazolaterdlni strané hledané latky trans-resveratrol,
resveratrol-sulfat a resveratrol-glukuronid. Zbylé hledané latky cis-resveratrol a dihydro-
resveratrol nebyly nalezeny.

Nejvyssich intenzit dosahoval trans-resveratrol. Intenzita trans-resveratrolu se v Case
pomérné rovnomérné zvysovala, ovsem mezi ¢asy 1 a 1,5 hod doslo ke strméjsimu stoupani,
za nimzZ nasledoval pokles mezi ndsledujicimi ¢asy 1,5 a 2 hod. Nasledné intenzita trans-
resveratrolu pokracovala v pomérné rovnhomérném rlstu. Maxima dosahla v ¢ase 4 hod, a to
intenzitou pres 20 miliond, coZ je nejvyssi intenzita z nalezenych latek po aplikaci trans-
resveratrolu.

Druhou nejvyssi intenzitu dosahoval derivat resveratrol-sulfat. Jeho prabéh intenzity
byl podobny jako u trans-resveratrolu. Intenzita stoupala v ¢ase rovhomérné, kromé vyssiho
narlstu mezi ¢asy 1 a 1,5 hod s nasledujicim poklesem mezi ¢asy 1,5 a 2 hod. Vyska intenzity
byla celkové priblizné 3krat nizsi nez intenzita trans-resveratrolu. Maxima dosahla také v ¢ase
4 hod.

Posledni nalezenou latkou byl resveratrol-glukuronid. Tento derivat trans-resveratrolu
dosahoval nejnizsich intenzit, a to dokonce rfadové. Jeho namérena intenzita byla pfiblizné

o dva fady nizsi neZ intenzita trans-resveratrolu. Intenzita se v ¢ase rovhomérné zvySovala

a maxima dosahla v ¢ase 4 hod.

5.1.2 Apikalni strana inserty a intracelularni obsah hledanych latek

s

Vysledky analyzy vzork( samotnych bunék a vzorkd odebranych z apikdlni ¢asti inserty
zobrazuje Obrazek 6. Celkové byly v téchto vzorcich nalezeny stejné latky jako na bazolateralni
strané inserty, a to trans-resveratrol, resveratrol-sulfat a resveratrol-glukuronid. Ostatni
hledané Iatky cis-resveratrol a dihydroresveratrol nalezeny nebyly.

V case 0 hod (API-0) byl nalezen pouze nami aplikovany trans-resveratrol. Velikost
namérené intenzity je priblizné poloviéni nez maximalni dosazena intenzita této latky na
bazolaterdlni strané inserty. Zaroven je to vSak nejvys$si naméfend intenzita ze vSech

nalezenych latek na apikalni strané i intracelularné.
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V ¢ase 4 hod (API-4) byly na apikdlni strané nalezeny stejné tfi latky jako na strané
bazolaterdlni, tedy trans-resveratrol, resveratrol-glukuronid a resveratrol-sulfat. Pomér
dosazenych intenzit mezi témito tfremi latkami byl podobny jako na bazolaterdlni strané
inserty. Nejvyssi intenzita vtomto Case byla namérena u trans-resveratrolu, a to pfiblizné
1lkrat mensi neZz bazolaterdlné ve stejny Cas. Intenzita resveratrol-sulfatu byla pfiblizné
polovicni nez maximalni intenzita stejné latky na bazolaterdlni strané. Nejnizsi intenzita byla
namérena u resveratrol-glukuronidu a odpovidala témér stejné velikosti jako maximalni
intenzita této latky na bazolateralni strané.

Intraceluldarné (CELLS-4) byly nalezeny také stejné tfi latky jako v ¢ase API-4 a jako v grafu
na Obrazku 5 na bazolaterdlni strané inserty tedy trans-resveratrol, resveratrol-glukuronid
aresveratrol-sulfat. Velikost intenzity resveratrol-sulfatu a resveratrol-glukuronidu byla
prakticky stejnd jako v case API-4 u téchto latek. Naopak intenzita trans-resveratrolu byla
minimalni, o 3 fady nizsi nez hodnoty namérené v predchozich ¢asech. Tato intenzita je

v méfitku grafu tak nizkd, Ze neni témér patrna.
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5.2 Dihydroresveratrol

Dihydroresveratrol Dihydroresveratrol
—@—DhRes —0O—Trans-Res O Cis-Res —@—DhRes-Glc —@— DhRes-SO3H ® DhRes Trans-Res Cis-Res ™ DhRes-Glc = DhRes-SO3H
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Obrdzek 5: Obsah ldtek v bazolaterdrni édsti po aplikaci dihydroresveratrolu Obrdzek 6: Obsah ldtek v apikdini &dsti a intraceluldrné po aplikaci
dihydroresveratrolu
Pocet biologickych opakovani: n=5 Pocet biologickych opakovani: n=5

(API1-0) Apikdlni ¢ast inserty v ¢ase 0 hod; (API-4) Apikalni ¢ast inserty
v €ase 4 hod; (CELLS-4) Intracelularni ¢ast v ¢ase 4 hod
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5.2.1 Bazolaterdlni strana inserty

Vysledky MS analyzy vzork(li z bazolateradlni ¢asti  inserty po  aplikaci
dihydroresveratrolu zndzorfiuje Obrazek 7. Nalezeny byly na bazolateralni strané hledané
latky dihydroresveratrol, dihydroresveratrol-glukuronid a dihydroresveratrol-sulfat. Zbylé
hledané latky cis-resveratrol a trans-resveratrol nebyly nalezeny.

NejvysSich hodnot intenzity dosahoval dihydroresveratrol-glukuronid. Velikost
intenzity v Case rostla, avSak nerovnomérné. Nejstrméjsi narlst intenzity byl zaznamenan
hned na zacatku mezi ¢asy 0 a 0,5 hod, kdy intenzita za tento ¢asovy Usek dosahla vice nez
poloviny své maximalni hodnoty. V nasledujicich ¢asovych Usecich jiz nebyl narlst intenzity
tak markantni. Mezi ¢asy 1,5 a 2 hod dokonce velikost intenzity stagnovala. V nasledujicich
¢asech doslo jesté k lehkém zvyseni. Maximalni intenzity bylo dosazeno v ¢ase 4 hod, a to
o velikosti pres 25 milion0.

Vyvoj velikosti intenzity dihydroresveratrol-sulfatu mél podobny c¢asovy priibéh jako
u dihydroresveratrol-glukuronidu. Nejstrmé;jsi narlst probéhl na zacatku méreni mezi Casy
0a0,5 hod a 0,5 a1 hod. Vtéchto ¢asovych intervalech dosahla velikost intenzity vice nez
poloviny hodnoty maximalni dosazené intenzity této latky. Nasledné jiz intenzita rostla velmi
pozvolna a maxima dosdahla v ¢ase 4 hod. Navzdory podobnému pribéhu dosahovala intenzita
dihydroresveratrol-sulfatu pfiblizné 6,5krat nizsi intenzity neZ u dihydroresveratrol-
glukuronidu.
nalezenych latek na bazolateralni strané. Celkové dosahovala pfiblizné 74krat nizsich hodnot
nez nalezend latka s nejvyssi intenzitou dihydroresveratrol-glukuronid. Maximalni intenzity
bylo u dihydroresveratrolu dosazeno hned na zacatku v ¢ase 0,5 hod. Nasledné se intenzita

drZela na pfiblizné stejnych hodnotach az do posledniho méreni v ¢ase 4 hod.

5.2.2 Apikalni strana inserty a intracelularni obsah hledanych latek

Vysledky analyzy vzork( samotnych bunék a vzorkd odebranych z apikdlni ¢asti inserty
zobrazuje Obrdazek 8. Celkové byly v téchto vzorcich nalezeny stejné latky jako na bazolaterdlni
strané inserty, a to dihydroresveratrol, dihydroresveratrol-sulfat a dihydroresveratrol-

glukuronid. Ostatni hledané latky cis-resveratrol a trans-resveratrol nalezeny nebyly.
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V ¢ase 0 hod (API-0) byl nalezen pouze nami aplikovany dihydroresveratrol. Velikost
namérené intenzity je priblizné polovi¢ni nez maximalni dosazend intenzita nejobsahlejsi latky
na bazolaterdlni strané dihydroresveratrol-glukuronidu.

Vcéase 4 hod (API-4) byly nalezeny predevSim derivaty aplikované Ilatky
dihydroresveratrol-glukuronid a dihydroresveratrol-sulfat. Podobné jako na bazolateralni
strané dosahl nejvyssi intenzity dihydroresveratrol-glukuronid, ktery dosahl témér stejné
intenzity jako na jiz zminéné bazolaterdlni strané. Intenzita dihydroresveratrol-sulfatu
dosahuje sice priblizné tfetinové hodnoty nez dihydroresveratrol-glukuronidu, ale ve srovnani
s hodnotami na bazolateralni strané jsou to hodnoty témér dvakrat vyssi. Urcita intenzita byla
namérena i pro nekonjugovany dihydroresveratrol, ovSem zcela zanedbatelné velikosti, tak ze
na grafu neni vliibec patrna.

Intraceluldrné (CELLS-4) byly nalezeny pouze derivaty dihydroresveratrol-sulfat a
dihydroresveratrol-glukuronid. Intenzity obou téchto latek byly az radové nizsi oproti vSiem
ostatnim namérenym intenzitam. Intenzity jsou tak nizké, Zze v méfitku grafu na Obrazku 8
nejsou témér patrné. Urcita intenzita byla namérena i pro nekonjugovany dihydroresveratrol,

ovsem tak malé velikosti, Ze na grafu neni vliibec patrn
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5.3 Cis-resveratrol

Cis-resveratrol Cis-resveratrol
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Obradzek 7: Obsah Idtek v bazolaterdrni Edsti po aplikaci cis-resveratrolu Obrdzek 8: Obsah ldtek v apikdlIni ¢dsti a intraceluldrné po aplikaci
cis-resveratrolu
Pocet biologickych opakovani: n=3 Pocet biologickych opakovani: n=3

(API1-0) Apikdlni ¢ast inserty v ¢ase 0 hod; (API-4) Apikalni ¢ast inserty
v Case 4 hod; (CELLS-4) Intracelularni ¢ast v ¢ase 4 hod
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5.3.1 Bazolaterdlni strana inserty

Vysledky MS analyzy vzork( z bazolateralni ¢asti inserty po aplikaci cis-resveratrolu
znazornuje Obrazek 9. Nalezeny byly na bazolaterdlni strané: cis-resveratrol,
resveratrol-glukuronid a resveratrol-sulfat. Nejvyssich intenzit dosahovaly cis-resveratrol a
resveratrol-glukuronid. Velikost intenzit obou téchto latek je podobna a také ma podobny
Casovy pruabéh. Intenzita se s postupujicim ¢asem nelinearné zvysuje. Nicméné mezi ¢asy 0,5
a 1 hod dochazi v pripadé resveratrol-glukuronidu k mirnému snizeni intenzity. Podobné
snizeni intenzity dochazi jak u resveratrol-glukuronidu, tak u cis-resveratrolu mezi ¢asy 1,5 a 2
hod. Nejvyssi intenzity dosahuje hladina cis-resveratrolu v ¢ase 3 hod. Resveratrol-glukuronid
dosahuje nejvyssi intenzity v ¢ase 4 hod a zaroven tak dosahuje nejvyssi intenzity ze vSech tfi
nalezenych latek. Intenzita treti nalezené latky resveratrol-sulfatu dosahuje oproti prechozim
dvéma latkdm priblizné 3,5krat nizsich hodnot. Casovy pribéh intenzity ma linedrnéjsi
charakter. Maxima dosahuje intenzita resveratrol-sulfatu v ¢ase 4 hod. Konfigura¢ni izomer
aplikovaného cis-resveratrolu trans-resveratrol a derivat dihydro-resveratrol nebyly

v odebranych vzorcich vibec nalezeny.
5.3.2 Apikalni strana inserty a intracelularni obsah hledanych latek

Vysledky analyzy vzork( samotnych bunék a vzorkl odebranych z apikalni ¢asti inserty
zobrazuje Obrdzek 10. V ¢ase O hod na apikdlni strané (API-0) byl nalezen pouze nami
aplikovany cis-resveratrol v intenzité 4krat vyssi, nez byla nejvyssi dosazend intenzita na
bazalni strané inserty. V ¢ase 4 hod (API-4) byly na apikalni strané nalezeny stejné tfi latky jako
na strané bazalni, tedy cis-resveratrol, resveratrol-glukuronid a resveratrol-sulfat. Intenzita
intenzité v ¢ase 0 hod klesla na apikdlni strané intenzita cis-resveratrolu v ¢ase 4 hod 40krat.
Intenzita resveratrol-sulfatu byla na apikalni strané 4 hod srovnatelna s intenzitou na bazalni
strané inserty ve stejny ¢as. Stejné tak intenzita resveratrol-glukuronidu dosahovala v ¢ase
4 hod podobnych hodnot jako na bazolateralni strané inserty ve stejny €as. Intracelularné
(CELLS-4) byly nalezeny také stejné tfi latky jako v Case API-4 a jako v grafu na Obrdazku 9 na
bazolaterdlni strané inserty, tedy cis-resveratrol, resveratrol-glukuronid a resveratrol-sulfat.
Nicméné intenzity vSech namérenych latek byly nizsi az radové oproti vSem ostatnim

namérenym intenzitam. Intenzity jsou tak nizké, Zze v méfitku grafu nejsou témér patrné.

34



6 Diskuze

Tabulka 3: Procentudini zastoupeni detekovanych Idtek v Case 4 hod bazolaterdiné (BL), apikdlné (APIK)
a intraceluldrné (CELL)

O ) \Q' O )

[%] BL APIK CELL [%] BL APIK CELL [%] BL APIK CELL
Trans-Res: 72 63 3 Cis-Res: 40 8 24 DhRes: 1 0 O

Res-Glc: 3 5 15 Res-Glc: 51 75 60 Dhres-Glc: 86 72 80
Res-SO3H:25 32 82 Res-SO3H:9 17 16 DhRes-SO3H: 13 23 20
Celkem: 100 100 100 Celkem: 100 100 100 Celkem: 100 100 100

6.1 Trans-resveratrol

Z vysledkll naseho experimentu na Caco-2 bunécné linii simulujici stfevni sliznici vyplyva,
Ze po ctyrech hodinach se na bazolateralni strané inserty s Caco-2 burikami nachdzelo priblizné
72 % trans-resveratrolu, 25 % resveratrol-sulfatu a pouze 3 % resveratrol-glukuronidu, jak je
zobrazeno vysSe v Tabulce 3. Li et al (2003) provadéli velmi podobny experiment, kde také
inkubovali trans-resveratrol shodné po dobu 4 hodin na Caco-2 burikdch a postupné odebirané
vzorky analyzovali také pomoci LC/MS. Vysledky jejich prace jsou velmi podobné nasim
vysledklim. Porovnani zobrazuje Tabulka 4. Vysledky obou praci shodné ukazuji, Ze vétSinu
latky nachdzejici se na bazolaterdlni strané inserty tvofi samotny trans-resveratrol, druhou
v poradi dle miry zastoupeni je resveratrol-sulfat a az treti resveratrol-glukuronid. Ackoli
velikost procent stanovenych latek se neshoduje presné, trend je v obou pripadech stejny.
Z vysledk( vyplyva, Ze trans-resveratrol prochdzi Caco-2 burikami z apikalni na bazolateralni
stranu z vétsSinové Casti bez Upravy intracelularnimi enzymy metabolismu faze Il. Pouze mensi
Cast je béhem prichodu skrz buriky konjugovdana, a to dominantné sulfataci, pouze minimalni
¢ast je glukuronidovana. Vysledky vtéto podobé by znamenaly, Ze metabolismus
trans-resveratrolu béhem intestindlni absorpce po perordlnim podani by nemél predstavovat

vyraznou bariéru pro biologickou dostupnost trans-resveratrolu.
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Tabulka 4: Porovndni vysledk( obsahu analyzovanych latek na bazolaterdlni strané inserty naseho
experimentu a experimentu Li et al (2003)

Ptiblizné procento z celkového obsahu analyzovanych latek
na bazolateralni strané inserty
Analyzovana latka Nas experiment Experiment Li et al (2003)
Trans-resveratrol 72 % 85 %
Resveratrol-sulfat 25% 10%
Resveratrol-glukuronid 2% 5%
Celkem 100 % 100 %

(Li et al. 2003)

Nicméné vysledky dalSich studii, jako napriklad na izolovaném modelu stfevni perfuze
u potkand, jsou odlisné od vysledkd na Caco-2 bunécné linii. Ukazuji, Ze u potkan( je hlavnim
produktem prendsenym pres stievni epitel glukuronid materského resveratrol-aglykonu
provadén na odlisSném Zivoc¢iSném druhu. Rozdil mezi vysledky na Caco-2 bunkach a na modelu
stfevni perfuze u potkana tak mize byt dan mezidruhovymi rozdily konjugacnich enzymu
stfevnich bunék.

V soucasné dobé jiz existuji i vysledky studii na lidech po oralnim podani resveratrolu.
Tyto vysledky ukazuji velmi nizky az nulovy obsah nekonjugovaného resveratrolu v plazmé
(Walle et al. 2004). Takto vyznamny rozdil vysledkd mezi studii na Caco-2 bunécéné linii a na
lidech mUzZe byt zpUsoben pravé odliSnymi podminkami experimentu. V tomto pfipadé jsou
samoziejmé z hlediska vysledného obsahu resveratrolu v plazmé vysledky experimentu in vivo
na lidech nejrelevantnéjsi. Ovsem pokud je nasim cilem zjisténi zplsobu metabolismu
resveratrolu pfimo a pouze uvniti bunék stfevni sliznice, je model Caco-2 bunécné linie
vhodnym ndstrojem. P¥i studii in vivo na lidech nelze urcit (pfi perordlnim podani resveratrolu
a odbéru krve z periferni zily), zda minimalni obsah volného resveratrolu v plazmé je pticinou
predevsim metabolismu uvnitf bunék stfevni sliznice, nebo bunék jiné tkané, napfriklad jater.
Studie in vivo na lidech provedend Walle et al (2004) umozZniuje porovnat vysledky po
peroralnim a po intravendznim podani trans-resveratrolu. Ukazuji, Ze k minimdalnimu obsahu
volného resveratrolu v plazmé dochazi v obou zpusobech podani resveratrolu. Pfi porovnani

téchto vysledku s vysledky naseho experimentu je proto mozné uvazovat o tom, Ze hlavni
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pricinou konjugace resveratrolu neni metabolismus uvnitf stfevnich bunék, nybrz
bunék jinych tkani, pfedevsim jater.

Intenzita konjugovaného resveratrol-sulfatu v ¢ase rostla. Po ¢tyfech hodinach byl
Res-SO3H pfitomen nejenom bazolaterdiné, ale i intraceluldrné a apikalné. Intracelularni
i apikdlni intenzita byla pfiblizné polovi¢ni nez intenzita bazolateralni. Apikalni pfitomnost
Res-SO3H vypovidd o obousmérném transportu sulfatovaného konjugdtu s prevahou ve
sméru z apikalni na bazolateralni stranu. Velmi podobné jsou i vysledky Res-Glc konjugatu.
Intenzita Res-Glc bazolaterdlné a apikdlné v ¢ase 4 hod je témér stejna, coz vypovida o
vyrovnaném transportu této latky obousmérné.

Zajimavy byl témér nulovy obsah trans-resveratrolu po 4 hod intraceluldarné. Takovy
vysledek mlZe byt vysvétlen intenzivnim aktivnim transportem trans-resveratrolu z buriky,
ktery jiz byl popsan ve studii Henry et al. (2005), kde byl jako zodpovédny transportér
identifikovan MRP2. Zcela odlisny vysledek ale zaznamenal Kaldas et al. (2003), kde byl
intracelularné detekovan vysoky obsah Trans-Res. Nicméné jejich analyza bunék probéhla jiz
1 hodinu po aplikaci Trans-Res, zatimco my jsme intracelularni obsah analyzovaly aZz 4 hodiny
po aplikaci. Zaroven koncentrace aplikovaného Trans-Res byla v nasem pfipadé 2krat vyssi.
Pravé vyssi koncentrace aplikovaného vzorku vede ke zvySeni transportu latky ven z bunky
(Kaldas et al. 2003). Takto silny transport resveratrolu vné z bunék, ktery je vysledkem naseho
experimentu, by mohl branit jeho potencidlnim ochrannym G¢inkim na enterocyty.

PFi experimentu s aplikaci trans-resveratrolu byl kromé nalezenych Res-SO3H a Res-Glc
hledan také konfiguracni izomer cis-resveratrol, ktery se nepodafilo nalézt v Zddném case.
Trans-Res je tedy stabilni a nepodléhd izomerizaci ani pfi prlichodu burikami stfevni sliznice.

Nalezen nebyl ani hledany dihydroresveratrol, k hydrogenaci mlstku tedy uvnitf

stfevnich bunék také nedochazi.

6.2 Dihydroresveratrol

Zajimavé vysledky prinesla aplikace DhRes. V naSem experimentu byl DhRes nejrozsahleji
metabolizovan z nami aplikovanych latek. Konjugovana byla jeho naprosta vétsina. Intenzita
nekonjugovaného DhRes byla sice detekovdna, ale v témér zanedbatelné mife proti velikosti
intenzity jeho konjugatl (kromé casu O pfi aplikaci Dh-Res). Hlavnim metabolitem byl

glukuronidovy konjugat, ktery dosahl nejvyssi intenzity ze vSech detekovanych latek
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bazolaterdlné, a to i v porovnani s analyzou metabolitl cis a trans-resveratrolu. Sulfatovy
konjugat byl pfitomen na bazolateralni strané v ¢ase 4 hod v intenzité pfiblizné 7krat nizsi nez
intenzita glukuronidového konjugatu.

Vzhledem k tomu, Ze podminky experimentu byly pro kazdou aplikovanou latku stejné, je
pravdépodobné, Ze za takto rozsahly metabolismus faze Il mohou lepsi vlastnosti DhRes pro
splnéni podminek substratové specifity UDP-glukuronyltransferaz (UGT) uvnitf bunék. Spojeni
dvou aromatickych kruhG DhRes je na rozdil od izomer(i resveratrolu zajisténo pouze
jednoduchymi vazbami, které by molekule mohly umoznit snadnéji rotovat a napodobovat cis
nebo trans konformaci. Zména konformace nebo lehké zmény vazebnych Ghli v molekule by
mohly umoznit molekule DhRes lépe vyhovét riznym pozicim aktivnich mist u rlznych typl
pfitomnych UGT v burice. Sabolovic et al. (2006) uvadi, Ze UGT pfitomné v mikrozomech
pfipravenych z Caco-2 bunék ucinnéji konjugovaly cis formu resveratrolu. Pokud by tedy
DhRes byl schopen konfiguracné vyhovét UGT jak upfednostiujicim cis konfiguraci, tak trans
konfiguraci, mohlo by to byt vysvétlenim pro jeho vysokou glukuronidaci. Pro vice informaci
by bylo dobré provést LC/MS/MS analyzu, kterd by odhalila presnou pozici konjugatd na
hydroxylovych skupinach a porovnat poméry téchto konjugatt. Vysoka mira konjugace také
muzZe branit potencidlnim pozitivnim Gcinkdm DhRes v cilovych tkanich. Nicméné poznani
biologickych ucink( DhRes je teprve na nizké urovni.

Vysoka intenzita DhRes-Glc byla detekovana také apikdlné a dosahovala pfiblizné 85%
maximalni intenzity DhRes-Glc bazolaterdlné. Apikalné byl detekovan i DhRes-SO3H. Pomér
téchto latek detekovanych apikdlné je pfiblizné 7:3 (DhRes-Glc:DhRes-SO3H). Vzhledem
ktomu, Ze intracelularné bylo detekovano pouze pfiblizné 1 % obou téchto konjugdtd,
pravdépodobné dochazi k u¢innému aktivnimu transportu obou metabolitll apikdlnim
smérem, coZz by mohlo vyrazné snizit absorpci DhRes do krevniho obéhu. Zaroven by tento
transport mohl zabranit potencidlnim ptiznivym Gcinkdm uvniti enterocytu.

Po aplikaci DhRes jsme se pokusili detekovat také cis a trans-resveratrol. Jejich pfitomnost
nebyla v naSem experimentu nalezena. DhRes proto pravdépodobné neni pro stfevni bunky,

ani pro krevni obéh zdrojem resveratrolu.
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6.3 Cis-resveratrol

Vysledky po aplikaci Cis-Res ukazuji, Zze Cis-Res je preferované konjugovan s kyselinou
glukuronovou. Intenzita glukuronidu byla po étyfech hodindch inkubace pfiblizné 6krat vyssi
nez intenzita sulfatd. Vtomto ohledu se metabolismus Cis-Res podstatné lisSi od svého
konfiguracniho izomeru Trans-Res, ktery byl v naSem experimentu naopak prednostné
konjugovan kyselinou sirovou. Dostupna studie na Caco-2 burikach Sabolovic et al. (2006)
ukazuje shodné vysledky ve smyslu preference glukuronovych konjugatt cis izomeru. Oproti
tomu pfi experimentu za pouziti mikrozomd bunék traviciho traktu byly vysledky variabilni
podle darce a nebyly tak jednoznacné jako pfi nasem experimentu na Caco-2 bunécné linii.
Tyto rozdily mohou byt disledkem odlisné exprese izoforem UGT v Caco-2 bunkach a ve
stfevech. Ze studie Aumont et al. (2001) vyplyva, Zze UGT1A1 preferuje konjugaci trans formy,
zatimco UGT1A6 preferuje konjugaci cis formy resveratrolu. Pfi¢inou zvySené glukuronidace
Cis-Res v Caco-2 burikach by tak mohla byt nizsi exprese UGT1A1.

Apikalné se po ¢tyfech hodinach inkubace nachazelo priblizné 12 % intenzity Cis-Res jako
ve stejny Cas bazolaterdlné. Vysledky tedy neukazuji vyrazny efflux Cis-Res, coZ je dllezZity
predpoklad pro lepsi biologickou dostupnost Cis-Res v krevnim obéhu. V tomto sméru se
transport cis a trans formy resveratrolu také lisi. Je tedy mozné, zZe pravé odlisSné konformacni
usporadani molekuly resveratrolu je urcujici pro pfenos transportérem MRP2, ktery dle Henry
et al. (2005) nese nejvétsi odpovédnost za efflux Trans-Res ven z Caco-2 bunék. Efflux
konjugatl Cis-Res se naopak ukazuje byt stejné ucinny jako jejich transport v bazolaterdlnim
sméru, coz by in vivo snizovalo biologickou dostupnost Cis-Res konjugdatl v krevnim obéhu.

Intracelularné byla detekovdna zcela minimalni intenzita Cis-Res a jeho konjugatd, coz
vypovida o velmi u¢inném aktivnim transportu téchto latek ven z bunky, at uz ve sméru
apikdlnim nebo bazolaterdlnim. Zaroven to mliZe vyluc¢ovat jejich potencidlni biologicky ucinek
uvnitf bunék.

Detekované latky Trans-Res a DhRes nebyly nalezeny. Vime tedy, Ze Cis-Res neni uvnitf

Caco-2 bunék pfreménovan na zadnou z téchto latek.
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7 Zaver

V této praci byly otestovany vzorky trans-resveratrolu, jeho metabolitu
dihydroresveratrolu a konfiguracniho izomeru cis-resveratrolu na Caco-2 bunécné linii slouzici
jako in vitro model stfevni sliznice. Cilem prdace bylo zjistit a porovnat metabolismus faze Il
téchto molekul uvnitf stfevnich bunék v zavislosti na struktufre jejich molekuly. Pfredpokladali
jsme, Ze strukturni zmény molekuly resveratrolu povedou v modelu stfevniho epitelu ke
zméné pomérl jeho konjugata.

Vysledky naseho experimentu ukazuji, Ze metabolismus konfiguracnich izomerd
resveratrolu vede k riznym pomérim sulfatovych a glukuronidovych konjugatl. Hlavnim
konjugatem trans-resveratrolu byl detekovan sulfat, zatimco u cis-resveratrolu byl hlavnim
konjugatem detekovan glukuronid. Pfi¢inou je pravdépodobné substratovd specifita
exprimovanych typu glukuronyltransferaz a sulfotransferaz na zakladé konfigurace substratu.
Dihydroresveratrol obsahujici ethanovy mustek podstoupil béhem intracelularniho
metabolismu nejrozsahlejsi konjugaci ze tfi analyzovanych vzorkd. Konjugace vedla
dominantné ke vzniku glukuronidu. Pfi¢inou rozsahlé konjugace mulze byt volné;jsi otacivost
pritomné jednoduché vazby a lepsi prizpUsobeni substratové specifité predevsim
glukuronyltransferaz. Intracelularné nebyla detekovana podstatna intenzita zadné ze tfi
aplikovanych molekul, coz vylu€uje stfevni buriky jako cilovy organ biologické aktivity téchto
latek, nicméné tento parametr lze pravdépodobné ovlivnit koncentraci aplikovanych latek.

Tyto vysledky jasné ukazuji, Ze poméry konjugatli kazdé z aplikovanych latek byly odlisné.
Molekuly se lisi predevsim ve strukture. ProtoZe experiment probihal u viech tfi aplikovanych
latek za stejnych podminek a latky byly aplikovany ve stejné koncentraci, mohou byt rozdily
ve vzniku odliSného poméru konjugatl disledkem pravé této strukturni rozdilnosti. Hypotéza

byla potvrzena.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ABC transportér:

API-0:
API-4:
ATCC:
ATP:

BCRP:

CELLS-4:
Cis-Res:
DhRes:
DhRes-Glc:

DhRes-SO3H:

DMEM:
DMSO:
ECACC:
EGFR:
FBS:
GIT:
GLUT:
HBSS:
IC50:
IGF:
EC50:
IL:
LC/MS:
LDL:
MDCK:
MRP:

MS:

ATP Binding Cassette transporter = ATP vazajici proteinovy transportér

Apikdlni strana inserty v ¢ase 0 hodin
Apikalni strana inserty v ¢ase 4 hodiny
Americké databdze typovych kultur

Adenosintrifosfat

Breast Cancer Resistance Protein = protein rezistence proti rakoviné

prsu

Intreceluldrni obsah v ¢ase 4 hodiny

cis-resveratrol

dihydroresveratrol

dihydroresveratrol-glukuronid

dihydroresveratrol-sulfat

Dulbecco's Modified Eagle Medium

dimetylsulfoxidem

Evropska sbirka bunécnych kultur

Epidermal growth factor receptor = epidermalni ristovy faktor
fetaIni bovinni sérum

gastrointestinalni trakt

glucose transporters = glukézovy transportér

Hanks' Balanced Salt solution

half maximal inhibitory concentration = inhibi¢ni koncentrace
insuline-like growth factor = inzulinu podobny rlstovy faktor
half maximal effective concentration = U¢inna koncentrace
interleukiny

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
Low density lipoprotein = nizkodenzitni lipoprotein

Bunécna linie Madin-Darby canine kidne

Multidrug resistance-associated protein = protein pro multilékovou

rezistenci

Mass spektrometry — hmotnostni spektrometrie
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NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

P-gp: P-glykoprotein

Q-TOF: kvadrupdl Time-of-Flight

Res: resveratrol

Res-Glc: resveratrol-glukuronid

Res-SO3H: resveratrol-sulfat

ROS reactive oxygen species = reaktivni formy kysliku
RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SIRT: silent information regaulator genes

TEER: trans-epitelidlniho elektrického odporu

TNF: tumor necrosis factor = faktor nddorové nekrézy
Trans-Res: trans-resveratrol

TSLP: thymicky stromalni lymfopoetin

UDP: uridindifosfat

UGT: UDP-glukuronyltransferazy

UHPLC: Ultra High Performance Liquid Chromatography = vysokoucinna

kapalinovd chromatografie

VIP: vazoaktivni intestinalni peptid
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