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Abstrakt

Strevni mikroflora by se dala povazovat za ,,zapomenuty*“ organ lidského tcla.
V gastrointestinalnim traktu se stfevni mikroorganismy podileji na pieméné cizorodych
latek (vcetné 1éCiv) na jejich aktivni ¢i neaktivni metabolity, a tak ovliviiuji jejich
biologickou aktivitu. Riznorodost mikroorganismli ve stievech rozli¢nych hostitelit vede
k rozdilnym metabolickym reakcim cizorodych latek. Tato diverzifikace ma ptirozené za
nasledek rtiznorodost vyslednych metaboliti mezi hostitelskymi organismy. Na tento fakt je
potieba se zaméfit pii studovani a testovani novych 1é¢iv a taktéz potravnich doplik, jejichz
mikrobiadlni metabolity, hlavné pfi ordlnim poddni, mohou mit zdvazné nasledky pro
hostitelsky organismus.

V této praci byla sledovana vz4jemna interakce myricetinu s fekalnimi bakteriemi,
které byly vystavovany riznym podminkdm prosttedi. Pro experimenty byla vyuZita metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), pomoci které byla zjistovana rychlost
degradace myricetinu a potencidlni vznik dihydromyricetinu jako redukovaného metabolitu.
Efekt myricetinu na rist fekalnich bakterii byl studovéan technikou PCR-DGGE. Z izolované
DNA bakterii byl metodou PCR amplifikovan sek DNA odpovidajici 16S rRNA.
PCR produkty byly nasledn¢ separovany na denaturatnim gradientovém
polyakrylamidovém gelu.

Provedenim experimentii bylo zjisténo, Ze myricetin je degradovan fekalnimi
bakteriemi v anaerobnich podminkéach v McDougallové pufru za 10 hodin a v BHI mediu
pii anaerobnich podminkach za 3 hodiny. Za stejny cas (3 hodiny) byl myricetin degradovéan
v aerobnich podminkach v McDougallové pufru. Dihydromyricetin nebyl po analyze na
HPLC prokéazan jako redukovany metabolit myricetinu. Metodou PCR-DGGE bylo pak

shledano, Ze studovany flavonoid ovliviuje rist bakterii.

Klicova slova: bakterie, stfevo, flavonoid, metabolismus



Abstract

Intestinal microflora could be considered a “forgotten” organ of the human body.
In the gastrointestinal tract, xenobiotics (including drugs) can be converted into their active
or inactive forms by intestinal microorganisms via various metabolic pathways. This, in turn,
affects their biological activity. The variability of microorganisms in the hosts intestines
leads to diverse metabolic reactions of xenobiotics. Thus, the resulting metabolites may vary
across host organisms. It is almost imperative to keep this fact in mind while studying and
testing new drugs, as well as dietary supplements, because many microbial metabolites can
have serious implications for host organisms, especially when administered orally.

In this work, mutual interaction between myricetin and faecal bacteria originating
from human intestines was studied under various conditions. For the experiments, a high
performance liquid chromatography (HPLC) method was used to determine the rate
of myricetin degradation and the potential formation of dihydromyricetin as a reductive
metabolite. The effect of myricetin on the growth of faecal bacteria was studied by
PCR-DGGE. From the isolated DNA of the bacteria, the DNA sequence corresponding to
16S rRNA was amplified by the PCR method. The PCR products were then separated on
a denaturing gradient polyacrylamide gel.

Carrying out the experiments we found that myricetin was degraded by faecal
bacteria under anaerobic conditions in McDougall’s buffer and in BHI medium in 10 and
3 hours, respectively. Within the same time (3 hours), myricetin was degraded under aerobic
conditions in McDougall’s buffer. Employing the HPLC, it was shown that
dihydromyricetin is not a reduced myricetin metabolite. Finally, using the PCR-DGGE

method, it was found that the flavonoid studied herein affects the growth of bacteria.

Keywords: bacteria, intestines, flavonoid, metabolism



Obsah

I Seznam ZKIatek ........oooviiiiiiiiiiiiieie e 8
2 UVOQ.iiieriieii et 9
2.1 Strevni MIKIOTIOTA....c..iiiiiiiiieieee et 9
2.1.1 Slozeni stievni MIKIOTIOTY ......coocuiiiiiiiiieiieeieeeee e 9
2.1.1.1  Typy bakterii stfevni MiKroflOry........cccceeeieriieiiienieiiieieeee e 10

2.1.2  Funkce stfevni MiKroflOry .....c.coooviieiiieeiieeceeeeeee e 10

2.2 Vliv stfevni mikroflory na metabolismus cizorodych latek..............ccccoevveennnnn. 11
2.2.1 Redukéni reakce mikrobialni biotransformace...........ooooeeecieiiieiiiinieiiiienee 12
2.2.2 Hydrolytické reakce mikrobialni biotransformace ............cccoeeeeieeviiiiiienncnne 13

2.3 Vliv xenobiotik na slozeni mikroflOry..........ccoceeiieiiiiiiiiiiiieeee e 13
2.4 Experimentalni modely pro studium mikrobialniho metabolismu IéCiv ............. 14
2.5  Flavonoidy a jejich mikrobidlni metaboliSmus............ccceevvririierieenienieeiieeene, 14
2.5.1  Flavonoidy ....ccceecueeiiieiiieieeieeste ettt ettt sene e enne 14
2.5.2 Mikrobialni pfemény flavonoidnich Iatek ..........cccoevieviiiiiiniiiiiieeiee 15
2.5.3  MYTICEUN. ...utiiiieeiieeiie ettt ettt ettt e eesteeste e b e esbeessaeesbeesseenseenseesnsaensneenns 17
2.5.4 DihydromyriCetin......cceiiriiieiiieeiiieeiiee et e eteeeteeereeeeree e e e sereeesnaeeensee e 17

K I O 1 o3 ¢ 1o RSSO 19
4 Materidl @ METOAY ..eeevviiieiieeiiie et e e e e eaee e 20
4.1 IMAALETTAL ...ttt ettt ettt et 20
4.1.1 PouZité chemiKAalie........cccooiiiiiiiiiiiiieie e 20
4.1.2 POUZILE PIISIIOJE c.uveeeiiienieiiierie ettt sttt 21

4.2 MEIOAY .ttt sttt ettt sae et 23
4.2.1 OptimaliZace eXtrakCe........ceevuieriieriiiiiieiieeie ettt ettt e e saae e 23
4.2.1.1  Piiprava Z4SODNT SUSPENZE ....cc.eevuvieiieiiieiieeieeiteeie ettt 23
4.2.1.2  Extrakce za pouziti riznych rozpousStédel ............ocoevvviiriiiiiiniiecieene 23

4.2.2 Aerobni a anaerobni kultivace myricetinu s fekalnimi bakteriemi.................. 23



5

7

4.2.2.1 Piiprava McDougallova pufru a BHI média
4.2.2.2 Piiprava vzorki

4.2.3 Extrakce myricetinu
424 HPLC s reverzni fazi
4.2.5 Izolace bakterialni DNA

4.2.6 PCR-DGGE metoda

4.2.6.1 PCR

4.2.6.2 DGGE

VYSIEAKY @ AISKUSE ...eovviiiieiiieiiecie ettt ettt e esebeenaeeenneens

5.1 Optimalizace extrakce flavonoidll ..........cocceeeiieriiiiiiiniieieeeee e

5.2 Analyza inkuba¢nich smési



1 Seznam zkratek

AAD
APS
BHI
DGGE

O-DMA
GIT
HPLC

McD.
PCR
TAE
TEMED
SCFAs
TFA
RPM

»antibiotic-associated diarrhea®; priijmové onemocnéni spojené s antibiotiky
persiran amonny

,,orain-heart infusion‘; infuze mozkové a srde¢ni tkané

»denaturing gradient gel electrophoresis®; elektroforéza v denaturacnim
gradientovém gelu

O-desmethylangolensin

gastrointestinalni trakt

,high-performance liquid chromatography*; vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie

McDougalltv pufr

»polymerase chain reaction®; polymerasova fetézova reakce

tris-acetatovy pufr

N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin

,short-chain fatty acids‘; mastné kyseliny s kratkym fetézcem

Htrifluoracetic acid®; trifluorooctova kyselina

»revolutions per minute*; otdcky za minutu



2 Uvod

2.1 Stfevni mikroflora

Mikroflora je popisovana jako spoleCenstvi mikroorganismt, které osidluje
specifické prostredi, jedna-li se o mikrofléru urcitého organismu napt. ¢loveéka, rozumi se
specifickym prostiedim nejenom prostor uvniti téla ale taktéz i jeho povrch napiiklad
ktze [1]. Do mikroflory patii bakterie, viry, archea a néktera jednobunécna eukaryota [2].
Nejvice bakterii je situovano pravé v tlustém stieve, celkové mnozstvi v lidském téle je pak
10" bungk, coz je priblizné stejné nebo az desetkrat vice nez pocet bunék v lidském téle,
pokud se jako buiiky nepocitaji Cervené krvinky, které jsou bezjaderné [3].

Symbioticky vztah mezi hostitelem a bakteriemi byl dlouhou dobu povazovan spiSe
za komensalni, tedy ze jeden partner z koexistence ma prospéch a druhého jejich vztah
nikterak neovliviiuje, nez jako mutualisticky, jez je popisovan jakozto vztah prospésny
obéma partnerim, nicméné€ je zndmo mnoho piipadl, kdy nékteré bakterie poskytuji svymi
metabolickymi procesy pro hostitele dilezité latky, coz vede k zavéru, Ze vztah mezi

¢lovékem a bakteriemi je i mutualisticky [4].

2.1.1 SlozZeni stievni mikroflory

Clovék se rodi jako sterilni jedinec, co se ty&e osidleni bakterii. Jeho mikroflora se
za¢ina budovat hned po narozeni a lisi se podle druhu porodu a krmeni v raném véku jedince.
Pii porodu cisaiskym fezem je v pocatku variabilita a zastoupeni bakterii niz§i neZz pfi
pfirozeném porodu, kdy dochazi ke kontaktu ditéte s vagindlni mikroflorou matky.
Mikroflora se 1i$i 1 mezi novorozenci, ktefi byli kojeni a témi, ktefi dostavali umélou
vyzivu [5]. Do jednoho roku Zivota je mikroflora narozeného jedince vysoce proménliva,
s postupujicim vékem je vice komplexni a variabilni mezi jednotlivci a taktéz stabilngjsi [2].
Stabilita osidleni bakterii zavisi na n€kolika faktorech. Jeden z hlavnich faktort je strava
jedince, se kterou se do téla mohou nékteré mikroorganismy dostat, nebo naopak muze
eliminovat n¢které bakterie jako napft. strava bohata na tuky a jednoduché cukry [6].

Stievni mikroflora obsahuje vice nez 1000 rtiznych bakteridlnich druht [7]. Znacné
procento stfevnich bakterii neni mozné kultivovat, jelikoZ nejsou dostupné kultivacni
podminky (anaerobni prosttedi, definované slozeni kultivacniho média atd.), které jsou pro

dané druhy bakterii zasadni, proto se pro jejich identifikaci zaCaly vyuZzivat genetické



metody zaloZené na sekvenovani ¢asti bakteridlni ribosomalni RNA, konkrétn¢ 16S rRNA,

ktera je specificka pro dany druh bakterii [8].

2.1.1.1 Typy bakterii stievni mikroflory

Bakterie stfevni mikroflory jsou z velké Casti anaerobni, avSak nalézaji se zde
1 fakultativné anaerobni druhy. Mezi dominantni kultivovatelné bakterie dospélych jedinct
se tadi rod Bacteriodes, Eubacterium, Coprococcus, Ruminococcus, Clostridium
a Bifidobacterium [9]. Nekultivovatelné bakterie byly odhaleny az v pozd¢jsich dobach, kdy
se zacaly pro identifikaci bakteridlnich druhtt kromé kultivovani a mikroskopie vyuZzivat
molekuldrné biologické metody, mezi néz se fadi napiiklad metoda PCR (z anglického
»polymerase chain reaction® v ptekladu polymerasova fetézova reakce) zahrnujici rovnéz
elektroforézu v denatura¢nim gradientovém gelu, zkracené¢ DGGE (z anglického

»denaturing gradient gel electrophoresis®) [10].

2.1.2 Funkce stfevni mikroflory

Jelikoz stfevni mikrofléra obsahuje tak velké mnozstvi bakterii, neni mozné
ignorovat jeji vliv na zdravotni stav hostitelského organismu. Mikrobiota produkuji enzymy,
které participuji pii syntéze nékterych vitamint dalezitych pro ¢lovéka. Sttevni mikrofléra
syntetizuje vitamin K, ktery je podstatny kofaktor pti syntéze protrombinu podilejici se na
srazeni krve; syntetizuji téZ biotin, vitamin Bi,, thiamin a kyselinu listovou [11]. Jsou
zapojeny do fermentace ¢lovéku nestravitelné vlakniny (inulinu, tzv. rezistentniho Skrobu
a nékterych oligosacharidil), kterou transformuji na mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(zkracené¢ SCFAs z anglického ,,short-chain fatty acids*) naptiklad na acetat, propionat
a butyrat, jez mohou byt dileZitym zdrojem energie pro stievni enterocyty [12]. SCFAs,
ve vetsi mife butyrat, interaguji se specifickymi povrchovymi SCFA receptory ve stievech,
které reguluji zanétlivé a rakovinové procesy ve stieve, alergické reakce, centralni nervovy
systém a kardiovaskularni systém. Proto je moZné tyto receptory interagujici se SCFAs
oznacit za potencialni misto terapeutického zasahu vedouciho k udrZeni stdlosti prostredi
stiev, sloZeni stievnich bakterii a nasledné celkového zdravi [13]. Ve vy¢tu pozitivnich vlivl
sttevnich baterii nelze opomenout ucast zejména Bacteroides intenstinalis a dale také
Bacteroides fragilis a Escherichia coli na biotransformaci zlu¢ovych kyselin, diky ¢emuz se
podili na traveni lipidi a metabolismu cholesterolu [14]. Negativné¢ mikroflora plsobi

na lidi, ktefi nedokéazi v disledku chybéjici stfevni laktasy (enzym katalyzujici Stépeni
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laktosy obsazené naptfiklad v mléku) S$tépit laktosu. Ve stievech nasledné dochazi

k mikrobialni fermentaci nevyuzité laktosy, coz zptsobuje u lidi plynatost a prijem [15].

2.2 Vliv stievni mikroflory na metabolismus cizorodych latek

V minulosti nebylo na riziko vlivu stfevni mikroflory na metabolické procesy
souvisejici s 1é¢ivy a dalSimi cizorodymi latkami bran velky zietel. Roku 1993 bylo
zaznamenano 18 tmrti lidi v Japonsku, kdy na trh byla uvedeno protivirové oralné uzivané
1é¢ivo sorivudin. Nasledné bylo shledano, Ze je stievni mikroflorou metabolizovano na
5-(2-bromvinyl)uracil. Pacienti, ktefi spolecné se sorivudinem pozivali protirakovinové
1é¢ivo obsahujici 5-fluorouracil s nazvem Tegafur, po pfiblizné€ 40 dnech zemieli. Metabolit
sorivudinu inhiboval metabolismus 5-flourouracilu, ktery se kumuloval a ptekro¢il toxickou
hladinu [16]. Tento pifipad vyvolal zijem o studium vlivu stfevni mikroflory
na metabolismus cizorodych latek.

Hlavnim typem metabolické reakce zptisobené stfevni mikroflérou je redukce
v disledku anaerobniho prostfedi ve stievech. Patii sem naptiklad redukce dvojné vazby,
azoskupiny, nitroskupiny a sulfinylové skupiny. Dalsi hlavni reakei je hydrolyza [17].
Témito procesy mohou vznikat aktivni metabolity s nezddoucimi vedlejsSimi ucinky.
Reduktivni metabolismus latek mulize usnadiiovat anaerobni respiraci tim, Ze dochazi
k ptenosu elektronu na alternativni akceptory, které jsou k dispozici pro anaerobni respiraci.
Hydrolyza naopak umoziiuje tvorbu latek, které jsou vyuZity pro rist bakterii [18].

Metabolismus cizorodych latek zavisi na tadé faktorti jak na dostupnosti latky
sttevnim bakteriim, tak na hostitelském organismu. Mezi dalsi faktory patti napt. zplisob
expozice —tedy zda jsou bakterie cizorodé latce vystaveny jednordzové ¢i naopak chronicky,
a tudiz dochazi k tvorbé novych metabolickych cest pro jeho degradaci. I forma podani
léciva, jak bylo popsano vroce 1984 vpraci [19] v pfipadé antikoagulacni latky
acenocoumarol, rozhoduje o metabolismu stfevnimi bakteriemi. Pokud byl acenocoumarol
podan ve formé praSku v kapsli, byl metabolizovan. Naopak pii podani v roztoku nebyla
pfeménéna zaznamenana, jelikoZ doslo k rychlejsi sekreci z téla.

Jednou z moznosti, jak potlacit metabolicky vliv mikroorganisml Zzijicich ve
sttevech na 1é¢iva, je jeho podani nitroZilng€. Pti tomto zpisobu podani nedochazi k ptimému
kontaktu 1é¢iva s mikroflorou v gastrointestinalni traktu (GIT) jako u oralniho podani [20].

Neni to v8ak naprosté oddéleni od kontaktu s mikroorganismy, protoze se 1é€ivo miize dostat
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z krve Zlu¢ovodem do GIT nebo efluxnim mechanismem do GIT [21], coz je ochranny
mechanismus ptfed vstupem léCiv a toxickych latek do organismu [22].

Vzhledem kvelkému poctu slouCenin, které¢ jsou stfevni mikroflorou
metabolizovany, budou v nésledujicich podkapitolach zminéna pouze néktera 1éCiva a latky

vyskytujici se v ptirod¢.

2.2.1 Redukéni reakce mikrobialni biotransformace

Jednou z prvnich latek, u které se zjistil vliv mikroorganisma na jeji aktivitu byl
prontosil a neoprontosil, coz jsou antibakterialni 1é¢iva patiici do skupiny sulfonamidi.
Pisobenim mikrobidlni azoreduktasy se tato 1éCiva metabolizuji na aktivni sulfonamid,
jemuz se pripisuji antibakteridlni vlastnosti. V metabolické pfeméné¢ dochazi k redukci

azoskupiny viz. Obrazek 1 [23].

H>N
ﬁ érN NH>
prontosil HzN—ﬁ@N
0
il fenylentriamin
metabolismus
HzNQNH
” H>N
sulfonamid HaN— ﬁ NH>
0

Obrazek 1. Reduktivni metabolickd reakce prontosilu stfevnimi bakteriemi pomoci enzymu

azoreduktasy za vzniku sulfonamid a fenylentriamin. StaZeno z internetu a upraveno [24]

Tento typ redukce zplsobeny mikroorganismy ve stfevech byl popsan taktéz
u sulfasalazinu v roce 1972 na potkanech, kdy dochazi k redukci azoskupiny za vzniku
aktivniho metabolitu 5-aminosalicylové kyseliny a sulfapyridinu, ktery je moZznou pfi¢inou
nékterych nezadoucich vedlejsSich G€inkt (napf. bolest hlavy, zavraté, nechutenstvi a kozni
vyrazka) pii aplikaci tohoto léku pii 1é€bé zanétlivého onemocnéni stiev [23]. Bylo
prokazano, ze podobné se metabolizuje 1 prolécivo balsalazid na S5-aminosalicylovou
kyselinu a 4-aminobenzoyl-B-alanin a olsalazin, jez je metabolizovan na dvé molekuly

S-aminosalicylové kyseliny. U nich nebyly zaznamenany zadné nezadouci ucinky [25,26].
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2.2.2 Hydrolytické reakce mikrobialni biotransformace

Hydrolytické reakce, jak uz bylo zminéno vyse, vyuzivaji bakterie hlavné pro ziskani
latek pro bunécny rtst. V téchto reakcich participuje celd fada hydrolytickych enzymt. Mezi
nejznamejsi  enzymy, které ovliviluji metabolismus  xenobiotik v téle, patii
B-glukuronidasa. Aby mohlo dojit k detoxikaci latek, musi dojit k jejich biotransformaci.
Xenobiotika jsou konjugovana pomoci UDP-glukuronosyltransferasy s kyselinou
glukuronovou, coz zvysuje jejich hydrofilitu a urychluje exkreci ztéla [27]. Nckteré
mikroorganismy jsou schopné vyuzit své enzymové vybaveni a hydrolyzou odstépit
glukuronat, ktery nadale vyuziji pro svlij bunécny rust. Xenobiotikum se stava opét vice
lipofilni a je nésledné absorbovano znovu do téla enterohepatickym obéhem. Tento efekt
nemusi byt jen negativni. Hydrolytické reakce, v nichz participuje B-glukuronidasa a dalsi
hydrolytické enzymy, jsou prospesné pro zvySovani biologické aktivity ptirodnich latek, jak
bylo prokazéano ve studii [28] na nékolika glykosidech flavonoidd napf. rutinu, daidzinu
a puerarinu. Metabolickd aktivita téchto flavonoidl byla vyssi po mikrobialni pfeméné, nez
byla pfed stykem se stfevni mikroflorou. Do hydrolytickych reakei mikrobidlni
biotransformace patii rovnéz dehydroxylace, deacetylace, proteolyza, dekonjugace

a mnoho dalSich [17].

2.3 Vliv xenobiotik na slozeni mikrofléry

Mezi latky, které ovliviiuji slozeni stfevni mikroflory, se fadi hlavné antibiotické
1é¢iva, kterd byla vyvinuta s cilem usmrtit ¢i zabranit ristu patogennim bakteriim. Ve studii
[29], kde byl zkouman na pacientech vliv 1écby antibiotikem amoxicilin na lidskou stfevni
mikrofléru, bylo potvrzeno, Ze pii 1écbé dosSlo ke zménadm ve slozeni mikroorganismu
v intestinalni traktu, které vedly k prijmovému onemocnéni spojené s antibiotiky, zkracené
Stépici clovékem nestépitelnou vldkninu na SCFAs, které potlacuji AAD. Antibiotika mohou
1 zvySit pocet néckterych mikroorganismii, jak bylo zjisténo ve studii [30], kde
antibiotikum ampicilin zvySilo zastoupeni kmenu Bacteroidetes. Autoii studie rovnéz
zjistili, ze nékteré 1éky a antibiotika po interakci s mikroflérou méni genovou expresi

sttevnich mikroorganismt [30].
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2.4 Experimentalni modely pro studium mikrobidlniho metabolismu

1é¢iv

Pro studium pusobeni stievni mikroflory na metabolismus 1€¢iv se Casto vyuZzivaji
takzvana gnotobioticka zvitata, u nichz je znamo slozeni jejich mikroflory. Lze pouzit
i axenickd (vanglickém jazyce ,germ-free®) zvifata, kterd se rodi bez osidleni
mikroorganismy. Mimo jiné je mozné pouzit pokusna zvifata, jez byla lécena antibiotiky,
potlacujici vyskyt nékterych mikroorganismti, ta se vSak nehodi pro dlouhodobé;jsi
experimenty. Metabolismus [éCiv Ize studovat pomoci mikroorganismti ve fekaliich
inkubovanych ve vhodném zivném médiu [31]. Protoze se populace mikroorganismi
ve fekaliich a vriznych castich stfeva Casto 1iSi, nelze zarucit objektivnost takto
provedenych experimentt [32], mimo jiné sloZzeni mikroorganismi se odliSuje i mezi jedinci,

jak bylo popsano vyse.

2.5 Flavonoidy a jejich mikrobialni metabolismus

V potravé jsou piijimany nejriznéjsi cizorodé latky, které podléhaji mikrobialni
pfeméné. Mezi nejpocetnéjsi skupinu cizorodych latek v rostlinné potravé se fadi

flavonoidy.

2.5.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické slouceniny ptirozené se vyskytuji v rostlindch jakozto
sekundarni metabolity. Je zndmo ptes 9000 rliznych flavonoidl [33]. Zakladni strukturou
flavonoidi je flavanovy skelet (Obrazek 2 na nasledujici strdnce), systematicky
2-fenyl-1,4-benzopyron, jenz obsahuje 15 atomt uhlikl tvofici 3 kruhy. Flavonoidy se lisi
stupném hydroxylace a druhem a pozici substituentli na jednotlivych kruzich flavanového
skeletu. Dle téchto strukturnich odliSnosti se déli na flavony, isoflavony, flavanony,
flavonoly, flavanoly, flavanonoly, a antokyanidiny. V rostlinach se flavonoidy vyskytu;ji

v glykosylované formé. VétSina flavonoidnich latek se fadi mezi silné antioxidanty [34].
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Obrazek 2. Flavanovy skelet.

2.5.2 Mikrobialni premény flavonoidnich latek

Mezi ptirodni latky, které jsou mikroorganismy pfeménovany a u nichz byl
metabolismus prozkouman, patii quercetin (struktura na Obrazku 3), flavonoid pfirozen¢ se
vyskytujici v ovoci, zelening a nékterych bylinach [35]. Casto se vyskytuje jako vétsina
flavonoidd vazany na cukernou slozku, konkrétné¢ na rutinosu jakozto rutin nebo glukosu

a tvori tak isoquercetin.

OH

OH

HO 0O

OH

OH 0
Obrazek 3. Struktura quercetinu.

Bylo prokazano, Ze quercetin po oralnim podéni je i jako jiné flavonoidy z Casti
degradovan za vzniku ruznych fenolickych kyselin [36]. Rovnéz bylo pozorovano
na gnotobiotickych potkanech, ktefi byli osidleni bakteriemi Eubacterium ramulus
a Enerococcus casseliflavus vyskytujici se pfirozené v lidském stievé€, Ze dokazi oba druhy
isoquercetin deglykosylovat a poté degradovat. Jelikoz je Eubacterium ramulus Siroce
rozSiten v lidském stfevé, je povazovan za vyznamného zastupce v metabolismu
flavonoidii [37]. V roce 2014 bylo zjisténo, ze schopnost degradovat quercetin maji 1 dalsi
bakterie, z nichz Clostridium perfringens a Bacteroides fragilis maji nejvétsi kapacitu

k degradaci quercetinu [38].
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DalSim flavonoidem, konkrétné isoflavonoid obsazeny v soje, u kterého lze poukazat
na metabolismus stfevnimi bakteriemi je daidzein viz Obrazek 4. V praci [39] byl proveden
pokus na potkanech, jimz byla podana oraln¢ davka daidzeinu a také i jejich fekalie byly
kultivované v anaerobnim prostiedi s daidzeinem. Pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) bylo zjisténo, ze daidzein je metabolizovan na dihydrodaidzein
a nasledné na metabolity, které jiz nebylo mozno detekovat pomoci HPLC. Pti zkoumani
metabolismu daidzeinu na 6 dobrovolnicich, kteti poskytli vzorky fekalii, byl shledan vznik
rozdilnych metabolitii jak mezi vzorky jedinct, tak mezi vzorky téhoz jedince ziskanymi
v ruznych Casech. Bud’ doslo k tvorbé dihydrodaidzeinu a equolu (u dvou vzorku) ¢i pouze
k tvorbé dihydrodaidzeinu (u jednoho vzorku) anebo naopak nebyl daidzein nijak
metabolizovan u jednoho z Sesti dobrovolnikl a pfi analyze fekalii bylo naméfeno stejné
mnozstvi daidzeinu. U posledniho vzorku doslo k tvorbé equolu a O-desmethylangolensinu

(O-DMA) [40]. Struktura vSech vzniklych metaboliti je na Obrazku 4.

Daidzein

Dihydrodaidzein

PR

O-DMA Equol
Obrazek 4. Struktura dadizeinu a jeho metaboliti dihydrodaidzeinu, O-desmethylangolensinu

(O-DMA) a equolu. Stazeno z internetu [40].
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Dalsimi flavonoidy, které budou uvedeny v této casti Uvodu jsou myricetin a

dihydromyricetin, jejichz vzéjemna pfemeéna je studovéana v této bakalaiské praci.

2.5.3 Mpyricetin

Myricetin =~ (sumarni  vzorec: CisHi20g;  strukturni  vzorec: Obrazek 5;
M; = 318,237 g/mol) je flavonoid se systematickym nazvem 3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-
trihydroxyfenyl)-1-benzopyran-4-on. Jedna se o nazloutlou krystalickou latku omezené
rozpustnou ve vrouci vodé. Je povazovan za silny pfirodni antioxidant piirozené
se vyskytujici v mnoha druzich zeleniny — hrasku, mrkvi, zeli, tufinu, kvétaku a ¢esneku, ale
taktéz v ovoci — jahodach, merunkach a jablkach [41]. Myricetin byl testovan jako
potencidlni 1€k na prevenci a tlumeni onemocnéni aterosklerdzy [42]. Prokazaly se u néj
inhibovat enzym HIV-reversni transkriptasu, ale taktéZ DNA polymerasu [ a o a rovnéz

RNA polymerasu. Jedna se tudiz o eventualni ptirodni antivirotikum [44].

OH
OH
HO 0)
OH

OH

OH 0]

Obrazek 5. Strukturni vzorec myricetinu.

2.5.4 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (sumarni vzorec: CisHi20s, strukturni vzorec: Obrazek 6,
M: = 320,252 g/mol), jinym ndzvem ampelopsin, se fadi mezi flavonoidy se systematickym
nazvem 2,3-dihydro-3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyfenyl)-1-benzopyran-4-on. Jedna
se o bilou krystalickou latku. V pfirod¢ se nachézi v rostlindch Hovenia dulcis, Ampelopsis
rodu japonica, megalophylla a grossedentata, taktéz v Cercidiphyllum japonicum,

Rhododendron cinnabarium a Cedrus doedara [45,46]. Hovenia dulcis ¢eskym ndzvem
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Duzistopka sladka se pouzivda v tradicni cinské a korejské mediciné pro své
antiparazitické, mocopudné, antipyretické, hepatoprotektivni ucinky a svlij vliv na
metabolismus ethanolu [47].

Hepatoprotektivni ucinky byli potvrzeny ve studii [48], kdy autoii studie testovali
methanolovy extrakt zrostliny Hovenia dulcis na potkanech a mysich, kterym byla
aplikovana déavka tetrachlormethanu nebo D-galaktosamin/lipopolysacharidu, které maji
hepatotoxické ucinky. Dale bylo zjisténo, ze substanci, kterd vykazovala vysoké
hepatoprotektivni ucinky, byl ampelopsin, ktery byl ziskan spolecné s myricetinem
v ethylacetatové frakci z methanolového extraktu. Myricetin naopak nevykazoval zadné
hepatoprotektivni ucinky. Dihydromyricetin je potencidlni 1€k pro 1é¢bu alkoholismu,
jelikoZ interaguje s GABAA receptory v mozku, které ovliviiuji pisobeni ethanolu, taktéz
pusobi pozitivné na vedlejsi ucinky po konzumaci alkoholu [49].

V praci [50] byl zkouman metabolismus dihydromyricetinu na laboratornich
potkanech, jimz byl dihydromyricetin podédvan ordlné. Metabolismus dihydromyricetinu byl
zkoumén 1 na suspenzi lidskych stfevnich bakterii v anaerobnich podminkach. Pomoci
metody HPLC a hmotnostni spektrometrie bylo zjist€no 7 riznych metabolitl, které vznikly
n¢kolika reakcemi: dehydroxylace, methylace, glukuronidace, isomerace a redukce.
Tti metabolity byly zjistény jak ve fekaliich u potkand, tak ve fekaliich u clovéka. Tii dalsi

metabolity byly ziskdny z moci pokusnych potkand, kteti uzivali dihydromyricetin ordlné.

OH

OH

HO O \\\\\\\\\

OH

OH

OH o]

Obrazek 6.Strukturni vzorec dihydromyricetinu.
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3 Cil prace

Stfevni mikroflora ovliviiuje velké mnozstvi metabolickych procest v hostitelském
organismu. Predklddand bakalafska prace se zaméiuje na interakce flavonoidu myricetinu
s lidskou stfevni mikroflorou. Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda je myricetin
metabolicky konvertovan na biologicky u¢inny dihydromyricetin a soucasné zda myricetin
ovlivituje stitevni mikrofloru.

Pro studium tohoto cile je tfeba tesit nasledujici dil¢i ukoly:

= vypracovat metodiku separace myricetinu a dihydromyricetinu na HPLC

* nalézt vhodné podminky pro extrakci myricetinu a dihydromyricetinu z inkubac¢nich

smési
» sledovat Casovy prib¢h degradace myricetinu za anaerobnich a aecrobnich podminek

* inkubacéni metodou urcit efekt myricetinu na heterogenitu lidské mikroflory
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Pouzité chemikalie
APIChem (Cina)

dihydromyricetin

Imuna Pharm (Ceska republika)

kvasni¢ny extrakt

J.K.Baker (USA)

methanol

Lachema Brno (Ceska republika)

hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid vépenaty, chlorid draselny

Lach-Ner (Ceska republika)

ethylacetat, chlorid sodny, kyselina octova 99%, siran hore¢naty heptahydrat
Linde (Ceska republika)

dusik, oxid uhlicity, vodik

OMEGA bio-tek (USA)

50x TAE pufr

OXOID (Anglie)

Brain Heart Infusion (BHI), AnaeroGen™ 3.5L, trypton

PENTA (Ceska republika)
hydrogenuhli¢itan sodny

Serva (Némecko)

L-cystein hydrochlorid, mocovina, persiran amonny

Sigma-Aldrich (USA)
akrylamid, dimethylsulfoxid, formamid, chlorzoxazon, PCR Grade Water, REDTaq®
ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCla, resazurin, SYBR Green
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Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Japonsko)
myricetin

VWR Chemicals
N,N,N*,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED)

Zymo Research (USA)
ZR Fecal DNA MiniPrep

Kocici fekalie pouzité pro optimalizaci metody byly odebrany od zdravé kocky.

Lidské fekalie byly odebrany od zdravého jedince a pfed pouzitim vloZzeny do nadoby

spole¢n¢ s AnaeroGen™ 3.5L pro vytvotfeni docasného anaerobniho prostiedi.

4.1.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy
Discovery, Ohaus Corp. (USA)

Automatické pipety
Eppendorf (Némecko); Nichiryo (Japonsko)

Centrifugy

Mikro 22R, Hettich (Némecko); HAWK 15/05, MSE (Anglie); Janetzki K23, MLW
(Némecko); Spectrafuge Mini Centrifuge C1301B, Labnet International, Inc. (USA);
HW6C, HWLAB (Cina)

Elektroforeticka aparatura

DCode™ System, Bio-Rad (USA)

HPLC systém

Agilent technologies 1200 (USA) - <ctyrkanalova peristaltickd pumpa 1200,
1200 automaticky davkova¢ ALS G1329A, 1200 vakuovy degasser G1322A, zahiivac
kolony LCO102, ECOM s.r.0. (Ceska republika)

HPLC kolony
Nucleosil C18 100-5, Macherey- Nagel (Némecko); Chromolith RP-18 E, Merck (Némecko)

Injekéni mikrostrikacka

MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton (Svycarsko)
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Inkubator

Biological Thermostat BT 120, Laboratorni p¥istroje Praha (Ceska republika)

Laboratorni tiepacka

Vortex-Genie 2, MO BIO Laboratories, Inc. (USA)

Membranova vyvéva

MZ 2C NT, Vacuubrand (Némecko)

Magneticka michacka

ESP stirrer, VELP Scientifica (Italie)

PCR cycler
TProfessional Thermocycler, Biometra (Némecko); TAdvanced Basiseinheit, Biometra

(Némecko)

Peristaltické Cerpadlo a davkovac

PCD 21, Koutil (Ceska republika)

Piedvazky

KERN EW 600-2M, Kern & Sohn GmbH, (Némecko)

Ruéni homogenizator

Ultra-Turrax T 10 basic, IKA (Némecko)

Vakuova pumpa

Laboport, KNF Lab (USA)

Vakuové centrifuga¢ni zahuSt’ovaci zarizeni

Acid-Resistant CentriVap Concentrator, Labconco (USA)

Vortexy
Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc. (USA), MS2 minishaker, IKA (USA), Vortex
Mixer VX-200, Labnet (USA)

Zobrazovaci zarizeni pro dokumentaci gelu

Mocelular Imager® Gel Doc™ XR+, Bio-Rad (USA)

Zdroj pro elektroforézu

PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)
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4.2 Metody

4.2.1 Optimalizace extrakce

4.2.1.1 Priprava zasobni suspenze

Do kadinky bylo navazeno 2,8 g kocicich fekalii a suspendovéno se 7,9 g LB média
(1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4). Do média bylo nasledné
kvantitativné pfidano 2,34 mg dihydromyricetinu a 2,41 mg myricetinu. Sklenénou ty¢inkou
bylo vSe rozmichdno na homogenni suspenzi. Suspenze byla rozdélena do deviti Sml

mikrozkumavek po 1 g suspenze. V§e bylo zamrazeno.

4.2.1.2 Extrakce za pouZiti ruznych rozpoustédel

Do mikrozkumavky s 1 g alikvotu bylo pfidano 300 pl 1mM chlorzoxazonu a 3 ml
n-butanolu nebo ethylacetitu. Nasledné¢ bylo vSe extrahovano na Vortexu 80 sna
maximalnich otdc¢kach. Nasledné byly mikrozkumavky centrifugovany 10 minut pii
4000 RPM (centrifuga HW6C, HWLAB s uhlovym rotorem. 6x5,0 ml) Z kazdé
mikrozkumavky bylo odebrano 2 ml ethylacetdtové ¢i butanolové frakce. Frakce byly
odpafeny na vakuovém centrifugacnim zahustovacim zatizeni (Acid-Resistant CentriVap,
Labconco) pti 36°C (ethylacetatova frakce cca 60 minut, butanolova frakce 240 minut).

Pro zjisténi vlivu pH na extraktibilitu byla extrakce ethylacetatem zopakovana
s ptidanim 5 pl 99% kyseliny octové nebo 6 ul 4M NaOH k alikvotu.

Vzorky po odpafovani byly nésledné rozpustény v 500 pl methanolu a analyzovany

na HPLC.
4.2.2 Aerobni a anaerobni kultivace myricetinu s fekalnimi bakteriemi

4.2.2.1 Priprava McDougallova pufru a BHI média

Nejprve byl ptipraven McDougalltiv (McD.) pufr dle [51] a BHI médium dle ndvodu
od vyrobce OXOID.

4.2.2.2 Priprava vzorki

Do 10 kultiva¢nich zkumavek typu Hungate bylo anaerobné odméteno 10 ml McD.
pufru. Rovnéz bylo do 10 kultivacnich zkumavek aerobné¢ odméfeno 10 ml McD. pufru. Do

dalsich 10 kultivaénich zkumavek bylo ddvkovano anaerobné po 10 ml BHI média.

23



Do plastové nadobky bylo navazeno 35 g stolice a ptidano 35 g dilu¢niho roztoku,
ktery byl ptipraven dle [52]. VSe bylo homogenizovano (ru¢ni ty¢ovy homogenizator
Ultra-Turrax T 10 basic, IKA), dokud nevznikla homogenni suspenze. Pro ptipravu vzorkl
bez piidani myricetinu (kontrola) bylo pfidano 1,5 ml pfipravené suspenze do 6 kultiva¢nich
zkumavek typu Hungate — dvé aerobné¢ s McD. pufrem, dvé anaerobn¢ s McD. pufrem za
soucCasného zavadénim plynu (plyn byl slozen z 75% N», 25% COz a 5% H») a dv¢ anaerobné
s BHI médiem a jedna kultivacni zkumavka od kazdé kultivace byla zamrazena pro cas
inkubace t = 0 h. Do zbylého inokula (55 g) bylo pfidano 4,8 mg myricetinu (celkova
koncentrace 240 nmol/g). Znovu bylo vSe diikladné homogenizovano. Nasledné bylo 1,5 ml
takto pfipraven¢ho inokula zaockovéno pipetou aerobné a anaerobné do kultivacnich
zkumavek typu Hungate s McD. pufrem nebo BHI médiem. Pot¢é jedna kultiva¢ni zkumavka
od kazdého typu kultivace byla zamrazena pro ¢as inkubace t= 0 h.

Zbylé kultivacni zkumavky byly vlozeny do inkubatoru (Biological Thermostat BT
120, Laboratorni piistroje Praha) s nastavenou teplotou inkubace 39°C. Od kazdého typu
kultivace byla po 1, 3, 6, 10, 16 a 24 hodinach inkubace odebrana vzdy jedna kultiva¢ni

zkumavka a uchovana pii -20°C.

4.2.3 Extrakce myricetinu

Kultivaéni zkumavka typu Hungate se vzorkem byla rozmrazena a protiepana. Bylo
odméfeno 2 ml inkubaéni smési do vysoké zkumavky a zkumavka se zbylou inkubacni smési
byla ihned zmrazena pro dalsi pouziti. K2 ml vzorku bylo pfiddno 10 pl 99% kyseliny
octové pro Upravu pH, promichano na Vortexu a nésledné pfidano mikrostiikackou 30 pl
ImM roztoku chlorzoxazonu, ktery byl pouZit jako wvnitini standard a znovu
homogenizovano Vortexem. Nasledn¢ bylo ptidano 6 ml ethylacetatu a 80 s extrahovano na
Vortexu vifivou extrakei. Centrifugaci 10 minut pii 4000 RPM a 10°C na centrifuze Janetzki
K23 s vykyvnym kiiZzem (4x70 ml) byla separovana ethylacetatova frakce, z niz byly 4 ml
po castech odpatovany pii 36°C na vakuovém centrifugaénim zahustovacim zafizeni
CentriVap (Labconco) piiblizn¢ 180 minut. Vzorky po odpateni byly rozpustény v 50 ul
methanolu, promichdny na Vortexu a centrifugovany 20 s (minicentrifuga Spectrafuge™,

uhlovy rotor 6x2,0 ml, 6000 RPM).
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4.2.4 HPLC s reverzni fazi

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s UV-detekci (HPLC Agilent 1200 series)
na monolitické kolon¢ Chromolith RP-18 E. HPLC systém byl sestaven z ¢tyrkanalové
peristaltické pumpy, automatického davkovace (ALS G1329A), vakuového degasseru
(G1322A) a zahtivace kolony (LCO102, ECOM s.r.0). Metoda HPLC vyuziva toho, ze na
nepolarni stacionarni fazi se pfi separaci prechodné vazou nepolarni latky a polarni mobilni
faze rychleji unasi latky vice polarni, které se mén¢ vazi na stacionarni fazi. Pro analyzu
v této bakaléaiské praci byla vyuzita gradientova eluce, u které je na pocatku pfitomna
prevazné vodna polarni mobilni faze s postupné narustajici koncentraci organické faze.

Slozeni mobilni faze bylo postupné optimalizovano az do kone¢ného vyuziti tii
dil¢ich mobilnich fazi. Mobilni faze A obsahovala 40% methanol s 0,1% trifluorovou
kyselinou (TFA), mobilni faze B 100% methanol a fdze C ultracistou vodu s 0,1% TFA.
Vsechny mobilni faze byly ptfed pouzitim odplynény.

Podminky gradientu byly dle Tabulky 1.

Tabulka 1. Slozeni gradientu pro HPLC.

t / min A% B/ % C/' %

0-5,5 40 0 60
6,5-15,5 80 0 20
16,0-17,5 50 50 0
18,0 -20,0 40 0 60

Legenda: Mobilni faze A obsahovala 40% methanol s 0,1% trifluorovou kyselinou (TFA), mobilni
faze B 100% methanol a faze C ultradistou vodu s 0,1% TFA.

Pritok mobilni faze byl po celou dobu méfeni 1,5 ml/min. Kolona byla
termostatovana na ptiblizn€ 34°C, teplota se vSak ménila slabé dle teploty laboratofe. Objem
vzorku davkovany na kolonu byl vzdy 20 ul. Analyza probihala pfi tlaku ptiblizné 40 bart.
Detekce probihala pfi vinové délce 340 nm a 280 nm. Analyza trvala 20 minut. Vyhodnoceni
bylo provedeno metodou vnitiniho standardu. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany

v programu Microsoft Office Excel 2007.
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4.2.5 Izolace bakterialni DNA

Bakteridlni DNA byla izolovana pomoci soupravy ZR Fecal DNA MiniPrep
od vyrobce Zymo Research, jehoz soucasti jsou uvedené v nasledujicim textu v uvozovkach.
Pted zacatkem prace byl ,,IV-HRC Spin Filter* ptfipraven odlomenim plastové zatky ve dn¢,
vlozenim do sbérné zkumavky a centrifugaci (centrifuga Mikro 22R, Hettich) 3 minuty pii
pfesn¢ 8 000 g. Nasledné¢ bylo odméfeno 150 pl vzorku zinkubacéni smési do
»ZR BashingBead Lysis Tube a pfidano 700 ul ,,Lysis Solution“. Zkumavka byla vlozena
do tfepaCky Vortex-Genie 2 (MO BIO Laboratories, Inc.) a tfepano 5 minut pii max.
rychlosti. ,,ZR BashingBead Lysis Tube® byla centrifugovana v mikroodstfedivce 1 minutu
pti 10 000 g. Poté bylo preneseno 400 pl supernatantu do ,,IV Spin Filter” za odlomeni
plastové zatky a vSe bylo vlozeno do sbéraci zkumavky a centrifugovano 1 minutu pfi
7 000 g. Do filtratu ze sbérné zkumavky bylo ptidano 1200 pul ,,Fecal DNA Binding Buffer*
a lehce promichdno. Poté 800 pl vytvofené smési bylo pieneseno do ,,JIIC Column® za
odlomeni plastové zatky a umisténo do nové sbérné zkumavky, nasledné centrifugovano
1 minutu pti 10 000 g pro zakoncentrovani DNA. Toto bylo provedeno dvakrat. Obsah ze
sbérné zkumavky byl odstranén a do ,,IIC Column* umisténé v nové sbérné zkumavce bylo
ptidano 200 pl ,,DNA Pre-Wash Buffer a centrifugovano pii 1 minutu 10 000 g pro promyti
DNA. ,,IIC Column* byla pienesena do Cisté 1,5ml mikrozkumavky a pfidano 100 pl ,,DNA
Elution Buffer pfimo na matrix v koloné. Centrifugaci 30 sekund pti 10 000 g doslo
k vymyti DNA z kolony. Vymytd DNA byla ptfenesena do ,,IV-HRC Spin Filter* v 1,5ml

mikrozkumavce a sto¢eno 1 minutu pii 8 000 g.

4.2.6 PCR-DGGE metoda

Pro analyzu vzorki na pfitomné bakterie metodou PCR-DGGE byla pouzita

metodika dle [10].

4.2.6.1 PCR

Metodu PCR vyvinul Kary Mullis v roce 1983. Pfi této metod¢ dochazi k amplifikaci
useku DNA. Amplifikovany usek DNA je ohrani¢en tzv. primery, coz jsou kratké
oligonukleotidové fetézce. Amplifikace pak probihd replikaénim principem, pfi¢emz
vznikne obrovské mnozstvi kopii daného iseku DNA. Klasicka PCR metoda se vyuziva pro

kvalitativni analyzu.
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Bylo potieba amplifikovat tsek DNA, ktery kdduje 16S rRNA ptitomnych bakterii.

Do 200pul mikrozkumavky byly odméfeny slozky reakéni smési pro PCR dle Tabulky 2.

Tabulka 2. Slozky reakéni smési pro PCR.

Slozka reak¢ni smési V/ul
izolat DNA 1
,forward* primer 338GC 1
,reverse® primer 534RP 1
PCR mix 15
PCR H0 12

Legenda: PCR H,O a PCR mix byl od vyrobce Sigma-Aldrich. PCR mix obsahuje Tris-HCI, KCI,
MgCl,, zelatinu, dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), stabilizitory a 7Tag DNA Polymerasu.

»Forward™ a ,,Reverse™ primer byl pfipraven ze zasobniho 100uM roztoku 10x zifedénim sterilni

vodou.

Mikrozkumavka byla nasledn¢ vlozena do PCR cycleru TAdvanced Basiseinheit

(Biometra).

Metoda PCR je slozena z n¢kolika na sebe navazujicich krokl charakterizovanych

urcitou teplotou a Casem. V této bakalairské praci se sestavala z krokt dle Tabulky 3 na

nasledujici strance.
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Tabulka 3. Casové a teplotni podminky jednotlivych krokéi PCR metody pro amplifikaci iseku DNA.

Krok t T/°C
1 5 min 95,0
2 30s 95,0
3 20s 61,0
4 40 s 72,0
5 5 min 72,0
6 30 min 8,0

Legenda: Krok 2-4 byl opakovan 34x. Nejdiive dochazi pii teploté 95°C k denaturaci DNA, nasledn¢
snizenim teploty na 61°C dojde k nasednuti primeru na denaturaci vzniklou jednovlaknovou DNA
a poté pii teplote 72°C k elongaci novych fetézcl. Kroky denaturace, hybridizace a elongace se

opakuji pro amplifikaci daného iseku DNA. Nasledn¢ dojde ke zchlazeni na teplotu §°C.

4.2.6.2 DGGE

Separace oligonukleotidovych fetézci v denaturacnim gradientovém gelu je
zalozena na elektroforetické pohyblivosti cCastecné roztavené molekuly DNA
v polyakryalmidovém gelu. Amplifikované ¢asti DNA putuji v elektrickém poli rychlosti,
ktera odpovida jejich molekulové hmotnosti, se zvySujici se koncentraci denaturacnich latek
v gelu (mocoviny a formamidu) dochazi k oddéleni fetézcii a denaturaci DNA [10].
Nevyhodou této techniky je fakt, ze n¢které fylogeneticky nesourodé sekvence se mohou
chovat obdobné¢ a tudiz zaujimat pfi separaci stejnou pozici v gelu [53]. Dalsi nevyhodou je
mira detekce, kdy se diky nizké senzitivité nemusi zachytit nékteré bakterialni druhy, které
jsou v mikrobidlni smési v mensi mite [54].

Pro analyzu amplifikované bakteridlni DNA bylo potieba ptipravit gel s denaturacni
silou v rozmezi 35-60%. Denaturac¢ni sila se méni v zavislosti na koncentraci formamidu
a mocoviny v polymerac¢nich roztocich. Pro pfipravu roztokli o dané denaturacni sile byly

pouzity chemikalie o mnozZstvi daném v Tabulce 4 na nasledujici strance.
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Tabulka 4. Slozky denatura¢niho polyakrylamidovém gelu.

Denaturaéni sila 35% 60%
40% akrylamid (ml) 5,560 5,560
50x tris-acetatovy (TAE) pufr (ml) 0,500 0,500
formamid (ml) 3,500 6,000
mocovina (g) 3,765 6,300
deionizovand H>O (ml) 12,250 9,500

Legenda: Mnozstvi sloZek pro ziskani denaturacni sily gelu 35% a 60%. Denaturacni sila se méni

v zavislosti na koncentraci formamidu a mocoviny v polymeracnich roztocich.

Byla sestavena DGGE aparatura s $itkou ,,spaceru” 1 mm. Pfipravené polymeracni
roztoky byly nality do systému spojenych nadob. Jehla vypusté od systému spojenych nadob
byla vloZena mezi odmasténa skla elektroforetické aparatury. Se zapnutym michanim bylo
do obou nadob s pfipravenymi roztoky pfiddno 20 ul TEMEDu a 200 ul 10% APS pro
zahajeni polymerace. Nadoby byly spojeny a ¢erpadlo zapnuto. Elektroforetickd aparatura
byla naplnéna polymera¢nimi roztoky a vlozen ,hieben* pro vytvofeni 25 vzorkovych
jamek. Gel byl ponechan ptibliZzn¢ 45 minut polymerovat.

Mezitim byl ptfipraven 1x TAE pufr o objemu 7 1 nafedénim 50x koncentrovaného
zasobniho roztoku destilovanou vodou. Takto pfipraveny pufr byl nalit do elektroforetické
vany a nechan vyhfivat na 60°C. Po polymeraci byl vytaZzen ,hieben* z gelu a taktéz
1 bo¢nice se sklem a gelem ze stojanu a nasazeny do vnitini ¢asti DGGE aparatury. Nasledné
byly vytvorené jamky proplachnuty pufrem a nanesen standard a 30 pl od kazdého vzorku.
Aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti, pokud béhem pipetovani vzorki klesla teplota
pufru pod 60°C, bylo nastaveno napéti 30 V. Po vyrovnani teploty na 60°C bylo nastaveno
napéti na 55 V a elektroforéza ponechédna probihat ptiblizné 18 hodin.

Po skonceni elektroforézy byl gel barven v 50 ml 1x TAE pufru s 5 pl interkalaéni
barvy SYBR Green 20 minut za michéni. Nasledné byl gel fotograficky zdokumentovan

pomoci ,,Mocelular Imager® Gel Doc™ XR+* od vyrobce Bio-Rad.
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5 Vysledky a diskuse

Predkladana bakalarska prace se zabyva interakci stievni mikroflory s flavonoidem

myricetinem a jeho potencidlni pfeménu na dihydromyricetin stfevnimi mikroorganismy.

5.1 Optimalizace extrakce flavonoidi

Pro analyzu bylo nejprve nutné optimalizovat postup extrakce flavonoidl ze vzorku
biologické matrice. Optimalizace extrakce dihydromyricetinu a myricetinu byla provedena
na kocicich fekaliich resuspendovanych v LB médiu. Pro extrakei byl pouzit n-butanol, ktery
vyhovoval autorim v praci [50] pfi extrakci dihydromyricetinu a jeho metabolith.
Pro extrakci byl nasledné testovan nami navrzeny ethylacetdt jako extrak¢ni Cinidlo.
Chlorzoxazon byl v této praci pouzivan jako vnitini standard. Vysledky extrakce jsou

shrnuty v Tabulce 5.

Tabulka 5. Vysledky extrakce myricetinu, dihydromyricetinu a chlorzoxazonu.

extrak¢ni ¢inidlo
sloucenina ethylacetat n-butanol
a.u.
myricetin 8969 1280
dihydromyricetin 12124 8027
chlorzoxazon 1740 1871

Legenda: Hodnoty jsou plochami pod kiivkami jednotlivych analyti vyjadfené pomoci a.u.. Analyza
probéhla metodou HPLC na koloné Nucleosil C18 100-5 (izokraticka eluce, mobilni faze: 60%
MeOH + 0,05% H3POy) pii prutoku 0,6 ml/min, tlaku 130 bar( a vinové délce 370 nm pro myricetin

a 290 nm pro dihydromyricetin a chlorzoxazon.

Pti extrakcei byl nejvhodnéj$im extrakénim ¢inidlem ethylacetat. Extrakéni schopnost
n-butanolu nebyla tak vysoka v porovnani s ethylacetatem. Pfi pouZiti n-butanolu byly ze
vzorku extrahovany 1 latky, které interferovaly pii analyze, rovnéz doba odpafovani
n-butanolu byla delsi nez u ethylacetatu.

Pred extrakci byla do vzorku pfiddna kyselina octovd, kterd zvySila mnoZstvi
extrahovaného myricetinu a dihydromyricetinu ze vzorku. Naopak pfi pouziti NaOH byla

vytéznost extrakce mnohem nizsi nez pii pouziti kyseliny octové viz Tabulka 6.
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Tabulka 6. Vysledky extrakce myricetinu, dihydromyricetinu a chlorzoxazonu.

kyselina octova NaOH
Sloucenina
a.u.
myricetin 15704 8299
dihydromyricetin 14674 7123
chlorzoxazon 2088 1783

Legenda: Hodnoty jsou plochami pod kiivkami jednotlivych analyti vyjadfené pomoci a.u.. Analyza
probéhla metodou HPLC na kolon€¢ Nucleosil C18 100-5 (izokraticka eluce, mobilni faze: 60%
MeOH + 0,05% H3PO,) pfi pratoku 0,6 ml/min, tlaku 130 bart a vlnové délce 370 nm pro myricetin

a 290 nm pro dihydromyricetin a chlorzoxazon.

Z Tabulky 6 je patrné, ze extraktibilita chlorzoxazonu se v kyselém a v zasaditém
prostfedi zasadn€¢ neméni. Vliv pH byl pozorovan v ptipadé obou flavonoidd, jejichz
extraktibilita v kyselém prostfedi byla téméf dvojndsobna oproti zasaditému prostiedi.
Dutvodem je nejspiSe fakt, ze v kyselém prosttedi jsou tyto latky neionizované, tudiz pfechod
extrahované latky do nepolarniho rozpoustédla je dle teorie extrakce kapalina-kapalina
snazs§i. Myricetin a dihydromyricetin maji navic z divodu poc¢tu hydroxyskupin v jejich
struktute kysely charakter. Rozdil mezi extrakci v kyselém a zasaditém prostiedi byl shledan
1 na barve ethylacetatoveé frakce po extrakci. V zésaditém prostifedi méla frakce barvu svétle
Zlutou, naopak v kyselém prostiedi byla frakce tmavsi.

Byla téZ porovnavana c¢innost extrakce n-butanolem, ktery byl pouZit v praci [50]
a ethylacetatem v kyselém prostiedi, ktery byl pouzit v této bakalaiské praci. Uginnost
extrakce ethylacetatem v kyselém prostiedi byla pro dihydromyricetin 38%, myricetin 31%
a chlorzoxazon 68%. Uginnost extrakce n-butanolem byla naopak nizka pro
dihydromyricetin 21%, myricetin méné jak 3% a chlorzoxazon 61%. Pro kvantifikaci
myricetinu tedy neni n-butanol nejlepsim extrakénim ¢inidlem. Naopak i¢innost extrakce
chlorzoxazonu byla podobna pti pouziti obou extrak¢énich ¢inidel.

Pro analyzu pomoci HPLC byla nejprve pouzita kolona Nucleosil C18 100-5.
Ta vSak nevykazovala dostateCnou separacni kapacitu, kterd byla potieba pro vyhodnoceni
mnoZzstvi myricetinu a jeho metabolitu. Z tohoto diivodu bylo méteni nasledné provadéno

na monolitické koloné¢ Chromolith RP-18 E, u niz byla pozorovdna vys$i separaéni
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schopnost hlavn¢é pfi gradientové eluci, kterd byla pro tuto analyzu optimalizovéna.

Porovnani separace na téchto dvou kolonach je na Obrazku 7.
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Obrazek 7. HPLC separace extraktii. Chromatogram A patii k analyze na koloné Nucleosil C18
100-5 (izokraticka eluce, prutok 0,6 ml/min, tlak 130 bart, mobilni faze: 60% MeOH + 0,05%
H3PO4) inkubaéni smési ziskané kultivaci (t=0 h) myricetinu v BHI médiu s lidskymi fekalnimi
bakteriemi. Chromatogram B patii k analyze stejného vzorku na monolitické koloné¢ Chromolith
RP-18 E (gradientova eluce, pratok 1,5 ml/min, tlak 40 barti, mobilni faze A: 40% methanol + 0,1%
TFA, mobilni faze B: 100% methanol, mobilni fize C: ultradista voda + 0,1% TFA). Cervenou
pferuSovanou carou je vyznacen obsah methanolu v mobilni fazi. Vrchol oznaceny ¢islem 1 patii

myricetinu. Detekce probihala pii vinové délce 340 nm.
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Na Obrazku 8 je dale porovndni chromatogramii ze separace smeési myricetinu,
dihydromyricetinu a chlorzoxazonu na jednotlivych kolonach pfi vinové délce 290 nm, pfti

které¢ absorbuji vSechny latky.
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Obrazek 8. Chromatogram A patii k analyze na koloné Nucleosil C18 100-5 (izokraticka eluce,
pratok 0,6 ml/min, tlak 130 bart, mobilni faze: 60% MeOH + 0,05% H3;PO.) smési 0,8mM
myricetinu (1), 0,8mM dihydromyricetinu (2) a 0,4mM chlorzoxazonu (3). Chromatogram B patfi
k analyze smesi (0,7mM dihydromyricetin, 0,3mM myricetin a 0,3mM chlorzoxazon) na
monolitické kolon€¢ Chromolith RP-18 E (gradientova eluce, pratok 1,5 ml/min, tlak 40 barti, mobilni
faze A: 40% methanol + 0,1% TFA, mobilni faze B: 100% methanol, mobilni faze C: ultracista voda
+0,1% TFA). Cervenou pferu$ovanou arou je vyznacen obsah methanolu v mobilni fazi. Detekce
probihala pfi vinové délce 290 nm. Retencni Casy jednotlivych latek byly na chromatogramu A pro
dihydromyricetin 4,4 min, myricetin 6,7 min a chlorzoxazon 9,0 min a na chromatogramu B pro

dihydromyricetin 4,8 min, chlorzoxazon 12,5 min a myricetin 14,0 min.

33



5.2 Analyza inkuba¢nich smési

Nejprve byla sledovana inkubace vzorku s fekalnimi bakteriemi s myricetinem jak
v McD. pufru, tak v BHI médiu v pribéhu 72 hodin. Analyzou pomoci HPLC bylo zjisténo,
ze pti kultivaci lidskych fekéalnich bakterii v McD. pufru za aerobnich i anaerobnich
podminek byl myricetin degradovan do 24 hodin. Stejny vysledek byl zaznamenan
1 u kultivace v BHI médiu za anaerobnich podminek. Po analyze vSech vzorki nebyl nalezen
zadny ,,pik* odpovidajici dihydromyricetinu jako pfipadného metabolitu myricetinu.

Dale byla provedena 24hodinova inkubace, kdy kultivace byly ukoncovany po
1, 3, 6, 10, 16 a 24 hodinach. Po extrakci a analyze vSech vzorkl kultivovanych v McD.

pufru anaerobn¢ bylo zjisténo, Ze myricetin je téméf degradovan po 10 hodinach, jak je

patrné z Obrazku 9.
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Obrazek 9. Casové zavislost degradace myricetinu. Myricetin byl inkubovéan se vzorkem lidskych
fekalii 1, 3, 6, 10 a 16 hodin v McD. pufru za anaerobnich podminek a po nasledné extrakci
ethylacetaitem analyzovan metodou HPLC. Mnozstvi myricetinu je vyjadieno relativné vaci
vnitinimu standardu chlorzoxazonu. Analyza metodou HPLC probéhla na monolitické koloné
Chromolith RP-18 E (gradientova eluce, prutok 1,5 ml/min, tlak 40 bari, mobilni faze A:
40% methanol + 0,1% TFA, mobilni faze B: 100% methanol, mobilni faze C: ultracista voda
+0,1% TFA. Detekce probihala 20 minut pfi vlnové délce 340 nm.
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Z vysledkl analyz, kdy byl myricetin inkubovan spole¢né s fekalnimi bakteriemi
v BHI médiu v anaerobnich podminkach, vyplyva, ze k degradaci myricetinu doslo jiz za
3 hodiny (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Casova zavislost degradace myricetinu. Myricetin byl inkubovan se vzorkem lidskych
fekalii 1, 3 a 6 hodin v BHI médiu za anaerobnich podminek a po nésledné extrakci ethylacetatem
analyzovan metodou HPLC. MnozZstvi myricetinu je vyjadfeno relativn€ vici vnitinimu standardu
chlorzoxazonu. Analyza metodou HPLC probéhla na monolitické koloné¢ Chromolith RP-18 E
(gradientova eluce, pratok 1,5 ml/min, tlak 40 bard, mobilni faze A: 40% methanol + 0,1% TFA,
mobilni faze B: 100% methanol, mobilni faze C: ultracista voda + 0,1% TFA. Detekce probihala

20 minut pfi vinové délce 340 nm.

Rychlost degradace myricetinu stfevnimi bakteriemi byla po kultivaci v BHI médiu
témeét dvojnasobnd. Jelikoz BHI médium je bohatym zdrojem dilezitych latek pro
bakterialni riist, doSlo zfejmé pii inkubaci k namnoZeni fekalnich bakterii, a tedy myricetin
mohlo degradovat vice bakterii nez u vzorka kultivovanych v McD. pufru, ktery nebyl
bohaty na ziviny. Po analyze vSech inkubacnich smési s BHI médiem nebyl nalezen zadny
vrchol, ktery by patiil dihydromyricetinu.

Pro tuplnost byla degradace myricetinu sledovéna téz v inkubacnich smésich
kultivovanych za aerobnich podminek v McD. pufru. V tomto ptipadé doslo k degradaci
myricetinu po 3 hodinach. Tento vysledek znaci, Ze myricetin degraduji i1 fakultativné

aerobni bakterie pritomné ve vzorku lidské stievni mikroflory.
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Jiz z téchto vysledki je patrné, Ze metabolismus myricetinu stievni mikroflérou je
velmi rychly. Je tfeba i poukazat na fakt, ze fekalni bakterie jsou schopné degradovat
slouceninu, ktera je ve vodném prostiedi jen omezené rozpustna. Po analyze metodou HPLC
nebyla shleddna pfitomnost dihydromyricetinu ani v jednom vzorku pfipravovaném
za anaerobnich podminek, coz znaci, ze dihydromyricetin neni metabolitem myricetinu.
V ptipadé myricetinu tedy nedochazi k tvorbé redukovaného metabolitu, jak je tomu pii
preméné daidzeinu fekalnimi bakteriemi potkanti na dihydrodaidzein [39].

Vysledek, Ze myricetin v této bakalafské praci nebyl fekalni mikroflorou
metabolizovan na dihydromyricetin, zatim nelze zobecnit. Existuje mnoho faktori, které
siln¢ ovliviiuji metabolismus cizorodych latek, jako napf. strava, Cetnost a ruznorodost
bakterii ve stfevech a i to, z jaké Casti stiev byly bakterie pro analyzu pouzity. Jak uz bylo
uvedeno vySe, zastoupeni bakterii v riznych ¢asti stfev je odliSné a proto ve vzorku stolice
nejsou zastoupené vsechny bakterie ze stiev [32].

Pokud by tento experiment byl provadén na fekaliich od vice lidi, je velmi
pravdépodobné, Ze z myricetinu by bylo mozné detekovat jak dihydromyricetin, tak rizné
jiné metabolity, coz bylo pozorovano pravé u daidzeinu [40], jehoZ metabolismus byl
zkouman na Sesti dobrovolnicich. Redukovany metabolit daidzeinu, dihydrodaidzein, byl
nalezen u 3 z 6 dobrovolniki. U ostatnich byly detekovany jiné metabolity daidzeinu nebo
daidzein nebyl nijak metabolizovan.

Moznymi metabolity myricetinu, které nemohly byt ziskany v ethylacetatové frakci
z diivodu své polarity, a tudiz ani zachyceny metodou HPLC, jsou fenolické kyseliny.
Ty byly detekovany ve studii [55], kde byl zkouméan metabolismus nékolika flavonoida napf.
quercetinu lidskymi fekalnimi bakteriemi. Pro ziskani fenolickych kyselin by vS§ak bylo tfeba

pouzit pro extrakci polarni rozpoustédlo jako napt. methanol.

5.3 Vliv myricetinu na diverzitu populaci fekalnich bakterii

Po izolaci bakteridlni DNA z jednotlivych inkubaénich smési byl pomoci PCR
metody amplifikovan Gsek DNA, ktery koduje 16S rRNA. Ziskany PCR produkt byl
nasledné separovan na denaturacnich gradientovém polyakryamidovém gelu. Na obrazku 11
na nasledujici strance jsou znazornény vysledky separace PCR produkti ziskanych

z inkubacnich smési, které byly kultivovany po dobu 24, 48 a 72 hodin.
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DDGE profilu jsou separace PCR produkti z inkubacnich smeési kultivovanych 72 hodin
s myricetinem anaerobn¢ v McD. pufru (1), anaerobné v BHI médiu (2) a bez myricetinu (kontrola)
anaerobn¢ v McD. pufru (3), aerobné v McD. pufru (4) a anaerobn€¢ v BHI médiu (11); nasledné ze
48hodinové inkubace s myricetinem anaerobné v BHI médiu (7), anaerobné¢ v McD. pufru (8)
a aerobné v McD. pufru (9); poté z 24hodinové inkubace s myricetinem anaerobné v BHI médiu (5),

aerobn¢ v McD. pufru (6) a anaerobné v McD. pufru (10).

Pfi porovnani fragment PCR produktu z inkubac¢ni smési kultivované 72 hodin
v McD. pufru bez pridani myricetinu (3) a PCR produktu inkuba¢ni smési po 72 hodinach
inkubace v McD. pufru spfidanym myricetinem (1) v anaerobnich podminkéach
(viz Obrazek 11) je patrné vice fragmenti u drahy 3 ve stfedni ¢asti gelu nez u drahy 1, coz
by odpovidalo inhibici ristu nékterych kment bakterii. Zony nékterych fragmentt v draze 1
jsou intenzivné&j$i nez u 3, coz znaci stimulaci risti téchto kmenti bakterii.

Pti porovnani drah separace PCR produkti z inkubacnich smési kultivovanych
72 hodin anaerobn¢ v BHI médiu s pfidavkem (2) a bez ptidavku (11) myricetinu, byly

nékteré fragmenty slabsi, jiné naopak silnéjsi. Tento fakt souvisi taktéZ pravdépodobné
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s bohatosti BHI média na Ziviny, tedy a¢ doSlo k degradaci myricetinu fekalnimi bakteriemi
v BHI médiu, nebyla zména tak znatelna jako u porovnani drah separace PCR produkti
z inkubacnich smési kultivovanych 72 hodin anaerobn¢ v McD. pufru, jelikoz pro svij rast
mohly vyuzit médium bohaté na ziviny.

Podobné vysledky byly zaznamenany ve studii [56], kde byl testovan vliv quercetinu,
katechinu a puerarinu na rust lidskych fekalnich bakterii a nasledné na jejich energeticky
metabolismus. Bylo zjisténo ze tyto flavonoidy vyznamn¢ inhibovaly rust bakterii z kmene
Bacteriodetes a Firmicutes naopak bakterie patfici do kmene Aktinobakterie vykazovaly
stimulaci ristu. Také i v této studii je mozné zjistit, Ze nékteré fragmenty jsou po expozici
myricetinem silngj$i nez jiné. Moznym diivodem nizké intenzity zon fragmenti, jejichz PCR
produkty byly ziskany z inkubaénich smési s McD. pufrem mize byt, Ze kmen bakterii,
znichz byla izolovand DNA, nemél pro svij rast vyhovujici podminky, tedy negativni
ovlivnéni jejich ristu mize souviset s nedostatkem zivin v McD. pufru.

Z Obrazku 11 na ptedchozi strance je také patrny vliv aerobniho a anaerobniho
prostfedi na rast fekalnich bakterii. Pfi porovnani drah 7, 8 a 9 je zastoupeni zon fragmentii
odli$né. Pti pohledu na drdhu 9 jsou nékteré fragmenty silnéjsi nez u 8. Jelikoz se ve stievech
vyskytuji 1 fakultativné aerobni bakterie, doSlo k jejich nardstu v disledku aerobniho
prostiedi, nejspiSe pifi aerobnim prostfedi mohou vyuzit enzymovy aparat zajistujici
energeticky vyhodnéjsi degradaci zivnych latek.

Nasledné byla provedena separace PCR produktli inkubaénich smési kultivovanych

1,3, 6,10, 16 a 24 hodin (Obrazek 12 na nasledujici strance).
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Obrazek 12. Separace PCR produktl na denatura¢nim gradientovém polyakryamidovém gelu. Na
DGGE profilu jsou separace PCR produktii zinkuba¢nich smési kultivovanych 24 hodin
s myricetinem anaerobné v McD. pufru (22), aerobné v McD. pufru (5), anaerobn¢ v BHI médiu (21)
a bez myricetinu (kontrola) anaerobné¢ v McD. pufru (12), aerobné v McD. pufru (16) a anaerobné
v BHI médiu (23); nasledn¢ z 16h inkubace s myricetinem anaerobn¢ v McD. pufru (11), acrobné
v McD. pufru (18) a anaerobn¢ v BHI médiu (15). Vzorky z 10h inkubace s myricetinem anaerobné
v McD. pufru (7), aecrobné v McD. pufru (4) a anaerobné¢ v BHI médiu (8). Vzorky z 6h inkubace
s myricetinem anaerobné v McD. pufru (2), acrobné v McD. pufru (13), anaerobné¢ v BHI médiu (9),
Vzorky z 6h inkubace kultivovanych s 10x vét$im mnoZzstvim myricetinu anaerobné¢ v McD. pufru
(19), aerobn¢ v McD. pufru (14) a anaerobné¢ v BHI médiu (10). Dale vzorky z3h inkubace
s myricetinem anaerobné v McD. pufru (1), aerobné v McD. pufru (20) a anaerobn¢ v BHI médiu (6)
a nasledn¢ vzorky s myricetinem, které po inokulaci anaerobné v McD. pufru (3) a aerobné v McD.
pufru (17) byly ihned zamraZeny. Oznaceny fragment A znaci zonu, jejichz opticka intenzita se

s délkou inkubace vzorku lidskych fekalii s myricetinem méni.
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Pti porovnani fragmentli PCR produktl z inkubaénich smési kultivovanych 24 hodin
v McD. pufru bez pfidani myricetinu a PCR produktt inkubacnich smési po 24 hodinach
inkubace v McD. pufru s pfidanym myricetinem v anaerobnich a aerobnich podminkach
nebyla zaznamenana zadna zména optické intenzity zon fragmenti. Co se tyCe inkubacnich
smési kultivovanych v BHI médiu (drdha 21 a 23) zde je viditelna zména u drahy 23, kde
jsou ve stiedni Casti fragmenty intenzivnéjsi. Tento fakt mlze souviset s nedostate¢nou
amplifikaci pozadovaného useku DNA, ktery koduje 16S rRNA, jelikoz opticka intenzita je
na rozdil od ostatnich drah celkové nizsi. Rozdil v intenzit¢ je mozné pozorovat na
fragmentu A, ktery je u PCR produktu zinkubacni smési kultivované anaerobné se
zvySujicim se Casem inkubace silngjSi, avSak pii porovnani stejného fragmentu na
kontrolnim vzorku 12 (bez pfidani myricetinu) , intenzita tohoto fragmentu je taktéz vysoka.
Toto zvySeni intenzity tedy nemusi souviset s expozici tohoto kmene bakterie myricetinem.
Pokud byly fekalni bakterie vystaveny 10x vétSimu mnozstvi myricetinu nebyl po
6 hodinach inkubace znatelny rozdil u PCR produkti inkubovanych anaerobné v McD. pufru
(19) 1 BHI médiu (10) oproti separacim, kde byly fekalni bakterie vystaveny standardnimu
mnozstvi myricetinu (na Obrazku 12 na ptfedchozi strance draha 2 a 9).

Vice zmén, co se tyce potencidlniho vlivu myricetinu na rtst bakterii, bylo zaznamenano
pti delsi inkubaci myricetinu s fekalnimi bakteriemi tedy 48 a 72 hodin (Obrazek 11 na
strané 37). Celkové tedy myricetin ovliviiuje rist nékterych kment bakterii at’ uz negativné

¢1 pozitivné v delSim casovém horizontu expozice.
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6 Souhrn

V této bakalaiské praci byly studovéany interakce stfevni mikroflory s flavonoidem
myricetinem a jeho potencidlni pfeména na dihydromyricetin ptisobenim fekalnich bakterii
z Clovéka.

Vysledky ziskané v této praci lze shrnout nasledovne:

1. Ethylacetat s kyselinou octovou pouzitou pro upravu pH byl shledan jako
nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo pro ziskani myricetinu a dihydromyricetinu

z biologického vzorku.

2. Byla 1Uspé$né optimalizovana metoda HPLC pro separaci myricetinu a

dihydromyricetinu extrahovanych z kocicich fekalii.
3. Lidské fekalni bakterie v této praci nemetabolizovaly myricetin na dihydromyricetin.

4. Myricetin byl fekalnimi bakteriemi v McD. pufru za anaerobnich podminek
degradovan po 10 hodinach, za aerobnich po 3 hodinach a v BHI mediu za

anaerobnich podminek rovnéz po 3 hodinach.

5. Pusobenim myricetinu na fekalni bakterie doSlo ke zméndm v zastoupeni

izolovanych kment jak k inhibici, tak stimulaci rastu.
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