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Metabolizmus sloZzek tymianové silice modelem traviciho
traktu ¢lovéka

Souhrn

Predlozena diplomova prace se zaméfuje na vliv antibakterialnich ucinkt sekundarnich
metabolitt tymianu na lidsky travici systém. Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda jsou hlavni
slozky tymianové silice metabolizovany pfi prichodu travicim traktem a jaké produkty z téchto
latek vznikaji.

V praktické Casti metanolovy extrakt tymianu byl vystaven pusobeni simulovaného
lidského travictho systemu. Prostfedi odpovidajici zaludku bylo simulované snizenim pH,
zatimco pusobeni stfevniho mikrobiomu bylo zkoumano pomoci vsadkové anaerobni kultivace
testovanych extraktt spolu se stolici darce.

Po prichodu simulovanym travicim traktem bylo zjisténo, ze bioaktivni slozky tymianu
jsou metabolizovany hlavné ve stievech, zejména v tlustém streve.

Klicova slova: Tymian, silice, thymol, thymochinon, stfevni mikroflora.



Metabolism of the components of thyme essential oil by the
model of the human digestive tract

Summary

This thesis is dedicated to influence of secondary metabolites in thyme on human
digestive system. The aim was to find out if the main compounds of thyme essential oil are
metabolised during passage in gastrointestinal tract and what are final products of this process.

In experinmental part of the thesis methanolic thyme extract was exposed to simultation
of human digestive system. The gastic environment was simulated by lowering pH, while the
intestinal environment was simulated by aerobic batch cultivation of tested extracts with
donor’s feaces.

After the passage in simulated human digestive system was stated that bioactive
compounds of thyme are metabolized mainly in intestinal part, especially in the colon.

Keywords: Thyme, essential oil, thymol, thymoquinone, intestinal mikrofléra.
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1 Uvod

V soucasnosti latky souvisejici s metabolismem v rostlinach Ize délit na dvé skupiny.
Rozdé€lujeme tak primarni a sekundarni metabolity. K primarnim metabolitim patfi organické
slougeniny, které jsou nezbytné pro zivot bunék. Radi se sem napf. aminokyseliny, cukry
¢1 mastné kyseliny. Dal§i skupinou jsou sekunddrni metabolity, které nejsou nezbytné pro
uskutecnéni veskerych Zivotnich procest organismu rostliny, ale prokazuji rizné biologické
funkce, coz je dulezité. Obvykle tyto vlastnosti jsou spojené s obranou proti patogentim nebo
predatoram, interakci s prostfedim, prilakani opylovacl, stimulaci rustu a regulaci
metabolismu. Sekunddrni metabolity jsou produktem specidlnich biochemickych drah, které
jsou zpravidla regulovany sofistikovanymi mechanismy.

Silice (n€kdy také éterické €i esencialni oleje) zafazujeme do skupiny sekundarnich
metabolitt. Silice jsou komplexni smési t€kavych latek dané rostliny. Zpravidla jsou to lipofiln{
a bezbarvé slouCeniny, které pfi pokojové teploté maji tekutou konzistenci. Sekundarni
metabolity, tedy i silice, se mohou ukladat v riznych ¢astech rostlin, v€etné kotend, listd, kveéta
a plodu. Jejich mnozstvi a slozeni se mize liSit v zavislosti na Casti rostliny, véku rostliny
a ruznych fyziologickych podminkach. Spektrum jejich G¢inkl na organismus ¢lovéka je velice
Siroky, nékdy dokonce malo prozkoumany. OvSem nejCastéjSimi jsou antibakteridlni,
protizanétlivé, antiseptické nebo také antidiuretické vlastnosti.

Sekundarni metabolity jsou slouceniny uzce spojené s lidskym zivotem. Studium jejich
metabolismu v lidském téle je dualezité z nékolika divodi. Za prvé, vétSina z nich ma
farmakologické G¢inky a mize byt vyuzita pti vyvoji novych 1é¢iv. Za druhé, silice obsahujici
tyto slouCeniny jsou dalezitou soucasti lidskeé stravy. Je vSak dulezité poznamenat, ze nadmérna
konzumace sekundarnich metaboliti miize mit negativni G¢inky na lidské zdravi. Muze vést k
otravam, zdravotnim rizikim, a dokonce ke vzniku chronickych onemocnéni. Je proto dulezité
peclive sledovat ptijem téchto sloucenin.

Tymidn (Thymus vulgaris) je aromaticka bylina, ktera se Casto pouziva jako koteni a
1éciva rostlina. Je to stalezeleny kef, ktery roste prevazné v teplych a suchych oblastech Evropy
a Asie. obsahuje mnoho tc¢innych latek, véetné silic, které jsou pfitomny v rostlinnych burikéach.
Mezi hlavni slozky silice v tymidnu patfi thymol a karvakrol. Ve védeckych pracich se uvadi,
Ze se tymidn pouziva v léCitelstvi pro své protizanétlivé, antibakterialni a expektorantni ucinky.
Vlastnosti této silice na organismus ¢loveka jsou relativné dobie popsané v literatufe, ovSem
pouze malé mnozstvi studii se zamétfuje na metabolismus jednotlivych slozek této silice v
lidském téle.

Predlozena diplomova prace je zaméfend na zkoumani metabolismu slozek silice Thymus
vulgaris na modelu traviciho traktu clovéka. Vysledky daného experimentu by mohly pfispét k
lepSimu pochopeni ucinkd silic na lidské zdravi a umoznit vyvoj novych terapeutickych
pfistupa.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Védecka hypotéza

Pfi pruchodu travicim traktem dochdzi k chemickym zménam slozek tymianového
extraktu.
2.2 Cile prace
Cilem diplomové prace je zjistit, zda jsou hlavni slozky tymianové silice (thymol,
thymochinon a jejich derivaty) metabolizovany pfi pruchodu travicim traktem a ptipadné jaké
produkty z téchto latek vznikaji. Zaméfime se na simulaci podminek v zaludku (nizké pH)
a v tlustém stfevé (mikrobialni pusobent).
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3 Literarni reSerse

3.1 Rostliny a jejich sekundarni metabolity

Rostliny nejenom produkuji zékladni ziviny, ale také mohou syntetizovat mnoho
raznych latek, které nejsou nezbytné pro preziti, ale maji specifické funkce v rostling.
Zakladnim rozdilem mezi primdrnim a sekundarnim metabolismem u rostlin je, ze primarni
metabolismus zahrnuje procesy nezbytné pro zabezpeCeni energie a stavebnich materiald,
piimo potiebné pro rust rostlin, zatimco sekunddrni metabolismus produkuje latky, které nejsou
zivotné nezbytné, ale mohou mit rizné ucinky, vcetné ucCinkt na lidsky nebo zvifeci
organismus. Sekundarni metabolity jsou produkty vedlejSich metabolickych drah, které se
vyskytuji v mensich mnozstvich a jsou vétsinou specifické pro urcity druh rostliny.

Sekundarni metabolity a mohou se pouzivat jako ochrana pied Skiidci a patogeny,
regulace rustu, lakani opylovact a mnoho dalsich funkci. Zakladem tohoto metabolismu jsou
anabolické procesy, které vytvareji latky, a katabolické procesy, které tyto latky rozkladaji.
Tyto procesy probihaji v bunkéach soubézné a ovliviiuji se navzdjem. Tyto litky jsou
syntetizovany pomoci enzymatickych reakci a jsou Casto ovlivnény vnéj$imi faktory, jako jsou
teplota, svétlo a stresové podminky. Sekundarni metabolity jsou velmi riznorodé a zahrnuji
alkaloidy, flavonoidy, glykosidy, terpenoidy, fenolické slouceniny, tékavé oleje a mnoho
dalsich.

Sekundarni metabolity rostlin jsou skupinou chemickych sloucenin, které maji Siroké
vyuziti v potravinaiském a kosmetickém prumyslu, kvili svym lécebnym ucinkim a
antioxidantovym vlastnostem. Tyto lditky mohou mit také vyznamné vlivy na lidské zdravi,
obsahuji farmakologické vlastnosti a jsou vyuzivany jako 1éCivé latky v Iékarstvi a
farmakologii. Produkce sekundarnich metabolitd je ovliviiovana riznymi faktory, jako jsou
podminky prostiedi, stafi rostlin a stres. Jejich syntéza je pak regulovana slozitou siti gena a
enzymu (Hadacek 2002; Namdeo 2007; Novak, 2007; Opletal 2016; Erb & Kliebenstein 2020).

Edreva et al. (2008) uvadi, ze chemické vlastnosti i interakce sekundarnich metabolitt
pfispivaji k jejich obrannym funkcim v riznych stresovych podminkach, a poskytuji tak dikazy
o chemickych vlastnostech a interakcich sekundarnich metabolitii jako o faktorech urcujicich
jejich obranné funkce v raznych stresovych situacich.

Wink (2015), Vasconsuelo & Boland R. (2007) piSou, Ze rostliny produkuji sekundarni
metabolity jako obranné slouceniny proti riznym hrozbam a jako signalni slouceniny. Tyto
metabolity maji Sirokou Skalu biologickych a farmakologickych vlastnosti a Ize je vyuzit k
l1écbe zdravotnich poruch nebo nemoci. Sekundarni metabolity interaguji s rdznymi cili v
burikach, jako jsou proteiny, biomembrany nebo nukleové kyseliny. Nékteré metabolity byly
optimalizovany tak, aby cilily na specifické molekuldrni receptory, zatimco jiné cili na vice
proteinu vytvarenim vazeb, modulaci jejich 3D struktury a zménou jejich bioaktivity. Je popsan
zpusob ucinku raznych skupin béznych sekundarnich metaboliti rostlinného ptivodu a jejich
vicecilova aktivita vysveétluje 1ékarské vyuziti komplexnich extrakti z l1éCivych rostlin u vice
zdravotnich problému. Fytomedicina neni placebo 1€k, ale raciondlni 1€k, a klinické studie
prokazaly ucinnost fady z nich.
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3.1.1 Obranné mechanismy rostlin

Rostliny maji rozsahly obranny systém, ktery se vyrovnava s riznymi stresy, jako jsou
abiotické faktory nebo bylozravy hmyz a patogenni mikroorganismy a houby. K reakci na tyto
stresy se aktivuji rizné reak¢ni drahy a signalizacni cesty. Rostliny pouzivaji nékolik
mechanismi obrany, vCetn¢ vytvareni bariér, produkce enzymu nicicich bunéCnou sténu
patogenu a inhibicnich proteint, které omezuji GcCinek patogeni. Kromé toho maji rostliny
jedine¢né signalizacni a identifika¢ni mechanismy, které jim umoziuji rychle identifikovat
vstup patogenu a zahajit vhodnou obrannou reakci. Sekundarni metabolity jsou vedlejsi
produkty primdrniho metabolismu, které maji obrannou funkci (Yang et al. 1997; Osbourn et
al. 2003; Pichersky E & Lewinsohn 2011; Erb 2018; Erb & Reymond P 2019; Erb &
Kliebenstein 2020).

3.1.2 Rozdéleni sekundarnich metabolitu

Sekundarni metabolity rostlin (SMR) jsou typicky kategorizovany do Sesti Sirokych
molekuldrnich rodin v zdvislosti na jejich biosyntetickych drahich: fenoly, terpeny, steroidy,
alkaloidy a flavonoidy. Hlavnimi kategoriemi sekundarnich metaboliti generovanych
rostlinami jsou sira/dusik, terpeny a slouceniny obsahujici fenoly.

Mezi nejrozsifenéjsi skupiny sekundarnich metabolitti patii alkaloidy, glukosinolaty,
fenolické latky a terpenoidy. Alkaloidy jsou metabolity, které obsahuji dusik. V rostlindch bylo
zaznamenano asi 10 000 rtznych alkaloidnich sloucenin. Lichman (2021) piSe, Ze na zaklade
biosyntézy je alkaloidy mozne rozdélit do tfi ttid:

- protoalkaloidy

- pseudoalkaloidy

- pravé alkaloidy

Protoalkaloidy i pravé alkaloidy pochdzeji z aminokyselin. Pseudoalkaloidy vSak nejsou
vyrobeny z aminokyselin. Pravé alkaloidy sdileji heterocyklicky kruh s dusikem a jsou
odvozeny od aminokyselin. Protoze alkaloidy naruSuji replikaci DNA, aktivitu enzymua a
syntézu proteint, jsou jedovaté pro bylozravce a narusuji prenos nervovych signalt.

Glukosinolaty jsou jednim z téchto metabolitt, které se nachazeji v rostlinach
Brassicaceae a Arabidopsis. Tyto latky jsou obsahuji siru a jsou obvykle ulozeny ve vakuolach
bunék. Poskozeni rostliny bylozravcem zpusobi rozpad rostlinnych bunék, coz vede k uvolnéni
myrosinaz, které preméni glukosinolaty na jedovaté slouceniny, jako jsou isothiokyanaty,
thiokyanaty a nitrily. Tyto latky jsou stejné u€inné jako syntetické insekticidy pfi odrazovani
bylozravého hmyzu (Keith, Mitchell-Olds 2017, Tauchen & Kloucek 2020).

Jak uvadi Zhang et al. (2021) témeér 10 000 riznych sekundarnich metabolitti tvori
raznorodou kategorii chemikalii znamych jako rostlinné fenoly. Sekundarni metabolity s
hydroxylovou funk¢ni skupinou (fenylova skupina) pfipojenou k aromatickému kruhu jsou
znamé jako fenolické latky. Jsou to nejrozsifenéjsi sekundarni metabolity. Jednoduché fenoly
(jako jsou katecholy a derivity kyseliny hydroxybenzoové), ligniny, kondenzované taniny,
stilbeny, katecholové melaniny a flavonoidy, to vSe jsou pfiklady fenolickych slou¢enin. Fenoly
jsou ruznorodou skupinou molekul diky své unikatni chemické struktuie (Sonmezdag et al.
2016). Kromé¢ agresivniho odrazovani bylozravci tyto metabolity také aktivné lakaji opylovace
k rostlinam. U bylozravei mohou fenoly pusobit jako silné jedy nebo mohou oxidovany
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enzymy, jako jsou polyfenoloxidazy nebo peroxidazy, za vzniku toxickych sloucenin, které
fyziologicky narusuji vyvoj a rast hmyzu.

Terpeny jsou rozsdhlou a rozmanitou skupinou chemickych latek, které se vyskytuji v
zivych organismech, a dosud je znamo vice nez 80 000 sloucenin (Zhou & Pichersky 2020).
Vznikaji kondenzaci izoprenovych jednotek a maji charakteristickou strukturu zalozenou na
pétiuhlikaté izoprenové jednotce (Christianson 2017; Chen et al. 2011). Nékteré terpeny, jako
jsou gibereliny a brassinosteroidy, se podileji na zakladnich procesech, jako je rist a vyvoj
rostlin, i kdyz vétsina terpent je kliCova pro obranu rostlin. Slouzi k riznym acelam, jako je
prevence kladeni vajiCek, krmeni nebo pfimé toxicity. Terpeny maji schopnost pfitahovat
opylujici hmyz (Zhang et al. 2021).

Terpeny lze klasifikovat s vysokym obsahem par jako tékavé, naptiklad hemiterpeny,
monoterpeny a seskviterpeny. Tékavost terpenti zavisi na poctu isoprenovych jednotek v jejich
struktufe. Hemiterpeny a monoterpeny s jednou, resp. dvéma izoprenovymi jednotkami jsou
vysoce tékavé a maji silny zapach. Seskviterpeny se tfemi isoprenovymi jednotkami jsou také
tekavé, ale méné nez monoterpeny. Diterpeny se ¢tyfmi isoprenovymi jednotkami jsou obvykle
netékavé nebo polotékavé. Nekteré terpeny, stejné jako diterpeny, jsou polotékavé nebo
netékavé a terpeny s mensim poctem izoprenovych jednotek jsou vysoce tékavé (Dvorakova et
al. 2011; Cox-Georgian et al. 2019; Ninkuu et al. 2021).

Monoterpeny jsou rozmanitou skupinou sloucenin, které se vyskytuji v Siroké skale
rostlin a organismu. Skladaji se ze dvou isoprenoidnich jednotek a jsou znamé svou vyraznou
a prijemnou vuni, ktera prispiva k aroma mnoha kvéti a plodi. Monoterpeny existuji v
acyklické, monocyklické a bicyklické forme a jsou zakladnimi slozkami esencialnich olejd,
které dodavaji rostlinam chut a vini. Maji zasadni vyznam pro Sirokou skalu pouziti v
zemédélstvi, farmacii, kosmetice a potravinarstvi (VeliSek 2002; Loreto et al. 2002; Ninkuu et
al. 2021; Cox-Georgian et al. 2019).

Sekundarni metabolity pfitahuji diky své vyznamné roli ve fyziologii rostlin velkou
pozornost. ZvySenim syntézy cCetnych enzymu zapojenych do produkce sekundarnich
metabolitli a zvySenim exprese ruznych geni zapojenych do mechanismi rezistence rostlin
zprostiedkovavaji sekundarni metabolity rizné obranné funkce. Postupem Casu rostliny ziskaly
obranné systémy proti raznym abiotickym a biotickym stresorim. Otazka je, jestli toto je
mozno pouzivat pii feSeni nejakych problem cloveéka. Tato diplomova prace se zabyva tim,
jestli mohou antibakterialni efekt sekundarnich metabolitd rostlin mit kladny efekt na travici
system Cloveka. Konkretne se prace obraci na leCivou rostlinu Tymian obecny (Thymus
vulgaris).

3.1.3 Tymian obecny (Thymus vulgaris)

Tymidn obecny (Thymus vulgaris) je aromatickou bylinou z Celedi hluchavkovitych
(Lamiaceae), jejiz zastupci jsou vyznamnymi producenty silic. Pochazi od Stfedomofi po jizni
Evropu, ale 1 v dalSich oblastech svéta, jako je Asie (Maksimovic et al., 2008; Tauchen &
Kloucek 2020).

Aromatické polokefe vysoké az 0,40 m (viz obr.1). Ve stiedni Evropé péstovany jako
jednoleté, dievnaté&jici byliny. Stonky pfimé, bohaté vétvené, na bazi dfevnaté. Listy 5 - 9 mm
dlouhé, kratce rapikaté s Cepeli eliptickou az uzce kopinatou, podvinuté, celokrajné, na lici lysé
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na rubu béloplstnaté, s Cetnymi zlazkami. Kvéty jsou fialové, 3 az 7 mm dlouhé a nesou se v
rozveétvenych hroznech. Kvete od kvétna do zafi, lichoptesleny tvori lichoklas, koruna svétle
fialova, razova nebo bélava. Plodem jsou drobné, vejcovité, hnédé tvrdky (Korbelat & Endris
1981; Stépanek 2000).

Ceska jména jsou thymus, vlasskd matefidouska, thym vonny, matefidouska fimska,
douska tymian, douska obecna, tymian, matefidouska obecna.

V Ceské republice se vyskytuje 7 druhi matefidousek. Ve volné piirodé je mozné se
nejCastéji setkat s 2 nejrozSifenejSimi druhy: matetidouska obecnd (Thymus vulgaris) a
matetidouska vejCita (Thymus pulegioides).

Clovék pouziva 16&ivé rostliny odeddvna. Mezi né patii i tymian, jehoZ terapeutické
prednosti byly prokazany mnoha pracemi, zejména v oblasti boje proti infekénim chorobam.
Nékolik druhd tymianu se pro rizné G&ely pouzivalo jiz od starovékého Egypta a Recka. Drogy
z tymidnu (7. herba a T. aetheroleum) jsou zahrnuty v monografiich WHO (1999), European
Pharmacopoeia (2015) a také v monografii Evropské unie o bylinkdch (2016). Tymidn obecny
obsahuje silice s hlavnimi monoterpeny thymolem, p-cymenem a y-terpinenem, piiCemz
nejvyznamnéjSimi fenolickymi slouceninami jsou kyseliny rozmarynova, kdvovd a jejich
derivaty, které maji také silné antioxidacni vlastnosti a mohou pfispivat k ochrané bun¢k pred
oxidativnim stresem (Kim et al. 2022).

Tymian ma vyraznou aromatickou chut a je spolu s majordnkou jednim z
nejpouzivangjSich kofeni a potravinaiskych piisad, které se pouzivaji k ochuceni masa a
omacek. Kromé kulinarského vyuziti se tymian tradi¢né€ pouziva jako lidovy 1ék k 1écbé
raznych onemocnéni, vCetné infekci dychacich cest, zazivacich problémi a koznich
onemocnéni. Tymidn je bohaty na silice a dal§i slouCeniny, o nichz se predpoklada, ze maji
1é¢ivé ucinky (Korbelatr & Endris 1981; Takeuchi et al. 2004).

-
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e

Obrazek 1: Tymian obecny (Thymus vulgaris) (ptevzato z Almanea et al. (2019)
3.2 Nejvyznamnéjsi sekundarni metabolity tymianu

3.2.1 Sekundarni metabolity tymianu

Nejdulezitej§imi sekundarnimi metabolity tymianu jsou p-cymen a jeho fenolové derivaty
thymol a karvakrol, které patii do relativn€¢ malé skupiny aromatickych sloucenin, jez jsou
produktem kondenzace isoprenu, nikoli metabolismu vedouciho k aromatickym slouceninam,
prostiednictvim acetatové nebo Sikimatové cesty. Tyto slouceniny obsahuji uhlikovy skelet
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typicky pro monocyklické monoterpeny, jejich podobnost s limonenem a oxidovanymi
monoterpeny, jako je menthon nebo karvon, naznacuje, ze tyto slouceniny prosly podobnymi
modifikacemi, vCetné dehydrogenacnich reakci (Croteau et al. 1985; Tauchen & Kloucek
2020). Neékteré z téchto sloucenin jsou také pouzivany v tradicni mediciné k 1éCbé rtznych
onemocnéni, véetné bolesti hlavy, nachlazeni a respiracnich potizi.

Tymidn je bohaty na flavonoidy a fenolické antioxidanty, jako jsou apigenin, luteolin a
thymonin. Obsahuje také saponiny, tfisloviny a silice, pfi¢emz saponiny a tfisloviny jsou znamé
svymi antimikrobialnimi a antioxida¢nimi vlastnostmi. Zasahuje do procesu rastu, ochrany
rostlin proti hmyzim skidcim. Kromé toho pfispivaji k dodani barvy a chuti specifické pro
ovoce a zeleninu. Tymian obsahuje také triterpenoidy, coz jsou rostlinné steroidy, které maji
razné 1éCivé a agrochemické ucinky, napf. protinadorové, antibakterialni, antihelmintické,
imunosupresivni, hepatoprotektivni a pasobi také jako regulatory rostlinného rastu, pohlavni
hormony, cytotoxické a kardiotonické agens (Asha & Mathew 2017; Daugan & Abdullah
2017). V praci Asha & Mathew (2017) byl stanoven profil raznych sekundarnich metabolitt
tymidnu obecného pomoci HPTLC.

Tabulka 1: Predbézny screening sekundarnich metabolitii z metanolového extraktu Thymus
vulgaris L. (listy) (upraveno a pievzato z Asha & Mathew (2017).

No.  Sekundérni metabolity = Test Pritomnost
1 Alkaloidy Mayerav test +
2 Fenolické slouceniny Chlorid zelezity +
3 Steroidy Libermann-Burchard test ~ +
4 Flavonoidy Shinoda test +
5 Srdec¢ni glykosidy Keller Killiani test -
6 Ttisloviny FeCl; test +
7 Triterpenoidy Libermann-Burchard test ~ +
8 Saponiny Test napénéni +

Draha biosyntézy thymolu a karvakrolu zahrnuje pfeménu y-terpinu na p-cymen a
naslednou hydroxylaci p-cymenu za vzniku thymolu a karvakrolu. Biosyntéza téchto sloucenin
zavisi na druhu rostliny, genetické vybavé a faktorech prostfedi. Hrubé schéma hlavni
biosyntetické drahy je uvedeno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schematické znazornéni klicovych krokt biosyntézy thymolu a
karvakrolu (upraveno a prevzato z Adam Kowalczyk & Martyna Przychodna
(2020).

3.2.2 Thymol

Thymol (2-isopropyl-5-methylphenol) monoterpen fenolovy derivdt cymenu s
chemickym vzorcem CioH140. Je pfirodni slouCenina, ktera se vyskytuje v rostlinach, jako je
Monarda fistulosa a Monarda didyma, ale nejhojnéji je zastoupena v tymidnové silici (Obrazek
3). Diky svym antiseptickym vlastnostem se thymol bézné€ pouziva jako hlavni slozka
modernich komer¢nich ustnich vod a tradi¢né se aplikuje v bylinné mediciné k 1é¢bé infekci
ust a krku. Thymol se také pouziva jako zvyraziiova¢ chuti v riiznych potravinach a napojich.
Pti peroralnim podani potkanim se thymol vylucuje ve formé glukuronidovych a sulfatovych
konjugatti, ackoli dochazi také k vyznamné oxidaci jeho methylové a isopropylové skupiny,
coz vede k derivatiim benzylalkoholu a 2-fenylpropanolu a jim odpovidajicich karboxylovych
kyselin. Hydroxylace kruhu je vedlejsi reakci tohoto procesu. Jeho obsah v tymianu muze
dosahovat az 50 % (Singletary 2016).

H/

Obrazek 3: Vzorec thymolu

3.2.3 Karvakrol

Karvakrol (5-isopropyl-2-methylfenol) znazornény na obrdazku 4, je pfirozené se
vyskytujici fenolicky monoterpenoid s moldrnou hmotnosti 150,22 g/mol a derivdt cymenu.
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Jeho chemicky vzorec CioHi14O a pfirozené se vyskytuje v tymianu, divokém bergamotu,
cerném kminu, oreganu a peprovniku.

Bod varu karvakrola je 237-238 °C a taje pfi 1 °C. Neni rozpustny ve vodé¢, ale vysoce
rozpustny v organickych rozpoustédlech, napt. etanol, metanol, éter. Biologické aktivity
karvakrolu byly prokazany v rtiznych in vivo a in vitro studii, vCetné antioxidacni, antiseptické,
antispasmodické, antibakterialni a rustové promotory. Protoze se jedna o pfirodni derivat
cymenu, mé silné schopnosti inhibovat bakterie a diky svym aromatickym vlastnostem se
pouziva v potravinaiském primyslu jako konzervacni latka (Alagawany et al. 2015; Ares et al.
2020; Churklam et al. 2020; Lee et al. 2020; Tauchen & Klouéek 2020; Sun et al. 2020; Imran
et al. 2022).

Rostliny syntetizuji karvakrol mevalondtovou cestou. Glukéza se nejprve dekarboxyluje
a acetyluje na acetylkoenzym, ktery se pak muize preménit na kyselinu mevalonovou.
Aromatizaci se kyselina mevalonova pfeméni na y-terpinen, ktery se pak pfeméni na p-cymen.
Pak nésleduje hydroxylace p-cymenu za vzniku karvakrolu.

Co se tyCe katabolismu karvakrolu u potkant, bylo zjisténo, ze alifatické skupiny se
vyznamné metabolizuji a aromaticka hydroxylace na 2,3-dihydroxy-p-cymen je vedlej$i cestou,
ktera mize vést az k monokarboxylovym kyselindm. Nicméné, neni ndm znidma zadna préce o
biotransformaci karvakrolu u lidi (Baser & Buchbauer 2010; Unusan 2020).

H
o

Obrazek 4: Vzorec karvakrolu

3.2.4 Thymochinon

Thymochinon (2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzochinon) (Obrazek 5) je fytochemicka
latka se vzorcem CioH120:, kterd se nachdzi predevsim v rostlin€ Nigella sativa (Cernucha setd),
jenz roste ve Stfedomotfi, péstuje se 1 v jinych zemich a ma dlouhou historii pouzivani v lidovém
1citelstvi k 1écbe riznych onemocnéni (Edris 2010, Taborsky et al. 2012).
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Obrazek 5: Vzorec thymochinonu

3.2.5 Dalsi obsahové latky tymianu

Mezi dalsi vyznamné obsahové latky tymianu patfi i glykosidy vySe zminénych slozek
silice (Hankova 2021). Glykosidy jsou slouceniny sestavajici z molekuly cukru spojené s
necukernou molekulou zvanou aglykon. Bylo prokazano, ze glykosidy maji potencialni lécebné
ucinky u nékolika onemocnéni, vCetné rakoviny, trombodzy, cukrovky, poskozeni myokardu,
oxida¢niho stresu, virovych infekci, deprese, malarie a plisfiovych infekci (Lindhorst 2007;
Serafini et al. 2011; Khan H. et al. 2017). Glykosidy jsou rozmanitou skupinou ptirodnich
slouCenin vyskytujicich se v rostlinach s Sirokou S$kalou biologickych aktivit, vcetné
a aktivaci rostlinnych glykosidi hraji glykosidazy, enzymy katalyzujici hydrolyzu
glykosidickych vazeb. Autofi (Theilmann et al. 2017; Kytidou et al. 2020, 2018) naznacuji, ze
glykosidy maji potencial byt cilovymi latkami 1é¢iv a ze rostlinné glykosidy by mohly byt
vyuzity jako hlavni slouceniny pro vyvoj 1é¢iv.

3.3 Biologické ucinky sekundarnich metabolitu tymianu

Neékteré biologické aktivity pfimo souviseji s jejim chemickym slozenim, které mize
byt ovlivnéno vegetacni fazi, sezonnimi vykyvy vlhkosti, teploty, sklizni a poskliziiovymi
faktory (suSeni a skladovani) (Diniz do Nascimento et al. 2020).

Tymian obecny (Thymus vulgaris) je rostlina s riznymi 1é¢ivymi vlastnostmi, jako jsou
protikieCové, antiseptické, expektoracni, karminativni a antioxida¢ni ucinky. Jeho izolované
alkaloidy a syntetické derivaty jsou Siroce vyuzivany pro své analgetické, protikieCové a
baktericidni vlastnosti. Pouziva se jako antiseptikum, aromaticka pfisada do potravin a napoja,
v aromaterapii, osvézovace dechu, Iékarské dezinfekcni prostredky a dalsi (Maksimovic et al.
2008; Bager & Buchbauer 2010; Tauchen & Kloucek 2020; Sabah 2021).

Thymol a karvakrol mohou diky svému hydrofobnimu slozeni snadno pronikat
lipidovymi bariérami bunéénych membran, které jsou jejich cilem. Destabilizuji lipidovou
vrstvu bunécné membrany a zpusobuji vyznamné zmény v jeji struktufe, coz vede ke zvySené
propustnosti pro draselné a vodikové ionty. Ovliviiuji také aktivitu vnitfnich membranovych
proteinl, coz vede ke zménam jejich konformace a aktivity. Tento proces mize vést k napéti a
destabilizaci bunééné membrany. Kromé toho, maji Siroké spektrum biologickych a
terapeutickych uc¢inkd, vcCetné antibiofilmového plsobeni proti riznym bakteriim,
antimykotickych vlastnosti proti rezistentnim kmentim a antivirové aktivity proti né€kolika
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virim, vCetné Sars-CoV-2 (Adam Kowalczyk & Martyna Przychodna 2020; Sylwia Sopata
2020; Yan et al. 2023).

Thymol a karvakrol maji strukturalni podobu, li§i se pouze polohou hydroxylové
skupiny na fenolovém jadie. Bylo prokazano synergické pusobeni téchto dvou latek proti
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aureginosa (Lambert et al. 2001). U gramnegativnich
bakterii dezintegruji vné€j§i membranu uvolfovanim lipopolysacharidid a zvySovanim
propustnosti cytoplazmatické membrany pro adenosintrifosfat. Thymol se pouziva téz jako
insekticid proti riznym druhiim hmyzu, vCetné komart, pusobi jako inhibitory proteina
véazajicich pachové latky (Nerio et al. 2010; Bento et al. 2013; Diniz do Nascimento et al. 2020).

Byly prokazany téz inhibi¢nimi G¢inky thymolu a pfibuznych chinoni na biosyntézu
prostaglandinu E> (PGE,), ktery je mediatorem zanétu a bolesti. Autofi provedli experimenty s
pouzitim in vitro modela cyklooxygenazy-1 (COX-1) a cyklooxygenazy-2 (COX-2), enzymu
podilejicich se na biosyntéze prostaglandinu E> (PGE). Vysledky ukazaly, ze thymol i chinony
vykazuji vyznamné inhibi¢ni Gc¢inky na biosyntézu PGE: katalyzovanou COX-1 a COX-2,
pfi¢emz chinony jsou siln€jSimi inhibitory nez thymol. Tato zjisténi naznacuji, ze tyto latky
mohou mit potencidl jako pfirodni protizanétlivé latky a mohly by byt uzite€nou alternativou
syntetickych 1é¢iv s moznymi vedlej§imi ucinky (Marsik et al. 2005; Harzallah et al. 2011).

3.3.1 Biologicka aktivita tymianové silice

Tymidnové silice obsahuji bioaktivni monoterpeny, jako jsou thymol, karvakrol a
linalool, a maji tfadu terapeutickych ucinkt, vCetné antirevmatickych, antiseptickych,
protikieCovych, antioxidacnich, protizanétlivych, antimikrobialnich, srdeCnich,
karminativnich, diuretickych a expektoracnich. Thymol je hlavni slozkou 7. algeriensis, T.
vulgaris a T. serpyllum, ptiCemz T. algeriensis je nejrozsifenéjsi. Jsou diskutovany nékteré
potencialni zdravotni ucinky silice Thymus vulgaris na gastrointestinalni trakt (SkocibuSi¢ et
al. 2006; Nikoli¢ et al. 2014; Semeniuc et al. 2017; Asha & Mathew 2017; Daugan & Abdullah
2017; Almanea et al. 2019).

Silice maji antimikrobialni a imunomodulacni vlastnosti, diky nimz jsou uzite¢né pro
konzervaci potravin, jako alternativa antibiotik a jako funkcni slozky potravin. Nékteré silice
jsou ucinné proti riznym kmenam, ale jejich G¢innost nelze zobecnit. Maji také vysoky obsah
fenolickych latek, coz jim propujcuje antioxidacni vlastnosti. Silice vykazuji pozoruhodnou
antioxidacni aktivitu v davkach mezi 0,01 a 10 mg/ml diky svému bohatstvi na fenolické
derivaty. Jsou ucinnéjsi proti patogennim bakteriim nez proti komenzalnim bakteriim, coz
naznacuje, Zze by mohly byt selektivné pouzity k potlaceni skodlivych mikrobu, aniz by narusily
prospésnou stievni mikrofloru (Thapa et al. 2012; Valdivieso-Ugarte et al. 2019).

K fyzikalnim faktorim ovliviiujicim aktivitu silic patii pH, teplota, hladina kysliku.
Nizsi pH, teplota, koncentrace kysliku a pfitomnost chelati zvysuji jejich Gcinnost. Silice
obsahuji velké mnozstvi latek a je pravdépodobné, ze jejich antibakterialni vlastnosti jsou
podminény nekolika riznymi mechanismy — rozkladem bunécné stény, narusenim transportu
skrz membrany nebo koagulaci obsahu buriky. Ur¢ité slozky ptisobi tzv. synergicky — navzdjem
zvySuji svoji aktivitu. Podle Gill et al. (2002), maji silice zpravidla vétsi €inek nez izolované
slozky nebo jejich kombinace. Je pravdépodobn€, ze 1 minoritni slozky maji vliv na
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antimikrobialni aktivitu a pisobi synergicky navzajem. Kromé toho, silice mohou posilovat
ucinek prostredkt konven¢né pouzivanych k dezinfekci potravin.

Hydrofobni povaha slozek silic jim umoznuje zabudovavat se do membran a tim ménit
jejich permeabilitu, coz nasledné vede k uvolnéni bunécného obsahu. Timto zptisobem ptsobi
napfiklad thymol a karvakrol (Lambert et al. 2001). Grampozitivni bakterie jsou citlivéjsi
k ptsobeni silic vzhledem k jednodussi struktuie bunééné stény (Nazzaro et al. 2013).

Podle Cosentino et al. (1999) antibakterialni aktivitu podmiriuji zejména fenolické
slozky. Nejucinngjsi proti alimentarnim patogeniim jsou silice s vysokym obsahem fenolickych
sloucenin jako thymol, karvakrol nebo eugenol (Cosentino et al. 1999; Lambert et al. 2001;
Semeniuc et al. 2017). Screening latek na antimikrobialni aktivitu se mize provadét podobné
jako u antibiotik, napt. diskovou difuzni nebo dilu¢énimi metodami. Princip této metody spociva
v naneseni kapek testované latky na agarovou pudu. Pokud je bakterie citliva, vytvari kolem ni
inhibicni zonu.

Tymianova silice ma potencialni piinosy pri 1€cbé gastrointestinalnich poruch, jako jsou
syndrom drazdivého tracniku, zanétlivé onemocnéni stfev a zaludecni viedy. Protoze maji
protizanétlivé, antimikrobialni a antioxidacni vlastnosti a ohou modulovat stievni mikrofloru,
snizovat zanét a podporovat hojeni tkani, a také modulovat reakce, pti kterych vznikaji reaktivni
formy kysliku (Markesbery 1997; Farah et al. 2009; Kruk et al. 2000; Spisni et al. 2020;
Tanveer et al. 2020).

Nieto (2020) piSe, Ze tymian zvySuje stabilitu a snizuje oxidaci lipidd v rtiznych
potravinach béhem skladovani. Navzdory témto vyhodam je pouziti tymianovych extraktti nebo
tymidnové silice jako pfirodnich potravinatskych aditiv ve srovnani s jinymi pfirodnimi
konzervanty omezené. A podava piehled ptiznivych G¢inka bioaktivnich latek tymianu a jeho
mozného vyuziti jako pfirodniho konzervantu potravin s prihlédnutim k jeho piivodu z rostlin,
rostlinnych extrakti nebo silice (Burt 2004).

3.3.2 Biologicka aktivita thymolu a karvakrolu

Rathod et al (2021) identifikovali nékolik vyhod téchto latek, vCetné zlepSeni kvality a
bezpecnosti potravin a celkového pozitivniho dopadu na lidské zdravi. Karapinar & Esen Aktug
(1987) ve své studii testovali ¢tyfi druhy slozek silic z koteni - thymol, eugenol, mentol a anetol
- na jejich antibakterialni aktivitu vici tfem typum bakterii (Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus a Vibrio parahaemolyticus). Zjistili, ze eugenol byl nejucinnéjsi proti
v§em tfem typtm bakterii, nasledoval thymol, mentol a anetol. U téchto slozek byly prokazany
rizné GCinky, vCetné antimikrobialnich, antimykotickych, antiseptickych a protizanétlivych.
Bylo také zjisténo, Ze inhibuji rust nékterych bakterii pfenasenych potravinami, jako je
Staphylococcus aureus.

Karvakrol a thymol jsou sekundarnimi metabolity, které vykazuji §iroké spektrum
nutricnich, funk¢énich a biologickych aktivit, a tak jsou dualezitymi slozkami nutraceutické
stravy (Rathod et al. 2021).

3.3.2.1 Antimikrobidlni a¢inky thymolu a karvakrolu

Engel et al. (2017) dochazi k zavéru, ze tyto slouceniny mohou byt ucinné proti S.
aureus a S. enterica, a také branit tvorbé biofilmu. Mikroenkapsulovany karvakrol prokazal
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antimikrobialni aktivitu proti nékolika patogenim, vCetn€ Salmonella typhi (68,0 %), a Listeria
monocytogenes (89,0 %) (Fonseca a kol. 2019).

Imran et al. (2022) a Boruga et al (2014) uvadéji, ze synergické ucinky karvakrolu a
thymolu jsou také vyznamné, zejména pii boji s bakteriemi, jako jsou E. coli, L. monocytogenes
a S. aureus. Kombinace karvakrolu s jinymi latkami, jako je hydroxypropylmethylceluldza,
tapiokovy skrob, glycerol a sorbat draselny, vykazovala také vyznamné antimikrobialni Gi€inky
na Zygosaccharomyces bailii, Pseudomonas fluorescens a Lactobacillus plantarum (Rua et al.
2019). Karvakrol byl také prokazan jako 10krat Uc¢inngjsi nez jiné sekundarni metabolity
tymianu diky pfitomnosti volné hydroxylové skupiny, hydrofobnosti a fenolické ¢asti (Jukic et
al. 2007; Sharifi-Rad et al. 2018). Tyto vysledky ukazuji, Ze karvakrol a thymol jsou dilezité
latky, které mohou byt pouzity jako antimikrobialni €inidla v potravinafstvi a lékafstvi.

Na zaklad¢ téchto vysledki lze tedy fici, ze potvrzuji potencialni vyuziti sekundarnich
metaboliti tymianu v potravinaiském pramyslu k ochrané potravin pred bakteriemi a
prodlouzeni jejich trvanlivosti (Rota et al. 2008).

3.3.2.2 Antioxida¢ni u¢inky thymolu a karvakrolu

Jak uvadi Imran et.al. (2022), karvakrol chrani pfed oxidac¢nim stresem zpusobenym
omezovacim stresem poskozuje mozek, jatra a ledviny. V jatrech vede akutni pankreatitida k
multiorganové dysfunkci a bylo zjisténo, ze karvakrol ma antioxidacni a hepatoprotektivni
vlastnosti.

Bylo zjisténo, ze tyto pfirodni slouCeniny vyvolavaji oxidacni stres pii vySSich
koncentracich, coz ukazuje na dulezitost upravy jejich koncentrace pro pouziti jako
antioxidanti. Karvakrol, thymol a jejich smé€s v pomeéru 10:1 dokazaly pusobit proti
vyvolanému oxida¢nimu stresu. To bylo zptisobeno scavengingovou schopnosti karvakrolu
eliminovat volné radikaly a bylo zjisténo, ze ucinnost této aktivity souvisi s jeho koncentraci.
Rathod et al (2021).

Ezz-Eldin a kol. (2020) prokazali antioxida¢ni a protizanétlivé vlastnosti karvakrolu,
které pomahaji tlumit bolesti a 1é¢it bronchialni astma.

Autofi Grigore et al. (2010) zjistili, ze hlavnim faktorem antioxida¢ni aktivity silice je
thymol. Po analyze chemického slozeni a antioxidacni aktivity sekundarnich metabolitt
tymianu dvéma riznymi metodami dospéli k zaveéru, ze maji silnou antioxidacni aktivitu
ziskanou hydrodestilaci, ve srovnani s olejem ziskanym parni destilaci je mnohem vyssi.

3.3.2.3 Antivirové tdinky thymolu a karvakrolu

Virova onemocnéni zastavaji celosvétoveé hlavnim zdravotnim problémem a uzké
mechanismy uCinku antivirotik Casto vedou k rezistenci vir. Naproti tomu sekundarni
metabolity tymidnu maji diky svému komplexnimu slozeni a synergickym bioaktivnim
slouCenindm vSestranné mechanismy uc¢inku. Na rozdil od syntetickych antivirotik, ktera
pusobi na specifické typy virt, mohou silice pusobit na extracelularni Grovni tim, ze narusuji
strukturu virového obalu nebo blokuji virové proteiny potifebné pro vstup do hostitelskych
bunek (Adam Kowalczyk & Martyna Przychodna 2020; Sylwia Sopata 2020).

Karvakrol také prokazal antivirové a antibiofilmové piisobeni proti uropatogenni E. coli
(Xu et al. 2008). Tato sloucenina dokazala zaké inhibovat i rast virt, jako je lidsky rotavirus
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(RV), zejména virus herpes simplex typu 1 (ACVRHHV-1) odolny vii¢i acykloviru (Sharifi et
al. 2017), lidsky respiracni syncycialni virus (HRSV) (Pilau et al. 2011) a pandemicky virus
HiN: dokumentovany raznymi védeckymi vyzkumy (Mediouni et al. 2020). Byl také studovan
potencial karvakrolu pro prevenci rakoviny (Fan et al. 2015; Khan et al. 2023). Kromé toho se
ukézalo, ze ve studii in vitro karvakrol byl vice u€ingj$i nez thymol (Sampaio et al. 2021).
Zaroven karvakrol ve studiich prokazoval antidiabeické vlatsnosti (Cicalau et al. 2021),
zlepSoval hojeni ran (Costa et al. 2019) a provadény imunomodulacni testy in vivo a in vitro
(Jamali et al. 2020).

3.3.2.4 Protirakovinné ucinky thymolu a karvakrolu

Karvakrol je pfitomen jako silice v aromatickych rostlinach a je dobfe znadmy pro své
cetné biologické aktivity. Terapeutické vlastnosti karvakrolu byly prokéazany jako antioxidac¢ni,
protirakovinné, prevence diabetu, kardioprotektivni, antiobezitni, hepatoprotektivni a
reprodukéni funkce, antiaging, antimikrobialni a imunomodulaéni vlastnosti.

Existuji studie, které tvrdi, ze karvakrol ma protirakovinné ucinky. Alvarenga et al.
(2016) uvadi, ze karvakrol ma ochranné ucinky pifi snizovani vedlejSich acinku
chemoterapeutik. Karvakrol redukoval zanétlivé biomarkery. Pusobi také jako agonista
kationtového kanalu prechodného receptorového potencialu. Karvakrol ma protirakovinny
ucinek proti malignim burikdm prostfednictvim snizeni exprese matrix metaloproteazy 2 a 9,
indukce apoptdzy, zvySeni exprese proapoptotickych proteind, naruSeni mitochondrialni
membrany, potlaCeni signalu kinazy 1/2 mitogenem aktivované proteinkinazy aktivované
extracelularnim signalem transdukci a také snizeni fosfoinositid 3-kindzy/proteinkindzy B.
Snizilo také koncentrace alaninaminotransferazy, alkalické fosfatazy a
aspartdtaminotransferdzy a gama-glutamyltranspeptiddzy a také obnovilo funkci jater, hladinu
inzulinu a hladinu glukézy v plazmé. Bylo také zjisténo, ze karvakrol vykazuje antimikrobidln{
aktivitu proti Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, koaguldza-negativnim
stafylokokam, Salmonella spp., Enterococcus sp. Shigella a Escherichia coli (Pol & Smid
1999; Ashraf S. 2017; Kai et al. 2015).

Védci a vyzkumnici studovali potencidl karvakrolu pro prevenci rakoviny, diabetu,
hojeni ran a provadeli imunomodulaéni testy in vivo a in vitro. Karvakrol vykazuje vysoky
potencial pro vyvoj novych terapeutickych alternativ k 1é¢be lidskych nemoci. K objasnéni
potencidlniho terapeutického uc¢inku karvakrolu na molekularni irovni jsou vSak stale zapotiebi
rozsahlé studie, a to prostfednictvim dlouhodobé studie ucCinnosti u Cloveéka se zvlastnim
zietelem na jeho letalni davku a toxicitu.

3.3.3 Biologicka aktivita dalSich obsahovych latek tymianu

Thymochinon je jeden z dilezitych derivati 1,4-benzochinonu a spojovdan s mnoha
dulezitymi zdravotnimi ucinky u lidi, jako jsou protizanétlivé a protirakovinné vlastnosti a
muze modulovat hladiny zanétlivych mediatort v téle. V tymianové silici tvofi pouze minoritn{
slozku. V kombinaci s klinicky pouzivanymi protinadorovymi léky thymochinon zlepSuje jejich
terapeuticky index a zaroven chrani nenadorové tkané pred poskozenim zplisobenym
chemoterapii (Gali-Muhtasib et al. 2006; Tekeoglu et al. 2006; Liu et al. 2022).
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Autofi (Ramadan MF. 2007; Halamova et al. 2010) zjistili, ze chinony ze semen
Cernuchy seté pusobi proti kvasinkam, které kazi mlécné vyrobky pfi riznych urovnich
kyselosti. Studie zjistila, ze thymohydrochinon a thymochinon, dva chinony obsazené v
semenech Cernuchy, vykazuji silnou antimykotickou aktivitu proti kvasinkam. Protiplisfiovy
ucinek byl vyraznéjsi pii nizsich hodnotach pH, coz naznacuje, Ze kombinace téchto chinont s
bakteriemi mléEného kvaseni bézne pouzivanymi v mlénych vyrobcich by mohla byt t€innym
zpusobem, jak zabranit kazeni. Tato zjisténi naznacuji potencialni vyuziti chinonil ze semen
cernuchy pfi vyvoji pfirodnich konzervacnich latek pro mlééné vyrobky.

Rada studii ukazala, Ze pii snizovani cytokinové boute a zlep§ovani vysledka sepse diky
napravé funkce endotelu prostfednictvim inhibice oxidacniho stresu a normalizace
angiotenzinového systému. Jeho potencialni pfinos u kardiovaskularnich onemocnéni je
zalozen na jeho schopnosti aktivovat endotelové buiiky k produkci oxidu dusnatého a
hyperpolarizacniho faktoru odvozeného od endotelu, pficemz snizuje tvorbu vazokonstrikénich
faktord, jako je tromboxan, a snizuje oxidacni stres v burikach hladkého svalstva cév. V tomto
ohledu mize mit potencial v prevenci kardiovaskularnich komplikaci COVID-19 (Idris-Khodja
2012; Alkharfy et al. 2018; Ahmad et al. 2021).

Venkataraman et al. (2021) tvrdi, ze thymochinon nebo jeho analogy mohou mit
potencial jako kandidat na 1é¢ivo pro 1écbu kolitidy.

Thymohydrochinon je aktivni slozka pfedev§im silice ze semen Nigella sativa,
v tymianu je zastoupen podobné jako thymochinon pouze minoritn€. Ma vyrazné protizanétlivé
ucinky. Obé¢ tyto latky jsou také studovany pro své mozné protirakovinné ucinky a pro vliv na
imunitni systém (Ivankovic et al 2006; Gali-Muhtasib et al. 2006b; Halamova et al. 2010; Woo
et al. 2012).

3.4 Stabilita 1éCiv v travicim traktu

Stabilitu l1éciva lze definovat jako Casové obdobi béhem kterého za urcitych podminek
slouCenina uchova v pavodnich mezich veskeré vlastnosti (Ahmad et al. 2016). Stabilita je
dilezitou vlastnosti pro 1é¢ivo, jelikoz nestabilni latky mohou vést k nepravdivym vysledkiim
u biologickych testti. Kromé toho, ze budou vykazovat nizkou peroralni biologickou aktivitu,
existuje pravdépodobnost, ze dojde k toxickym reakcim v organismu, zptisobenymi produkty
rozkladd. V soucasné dobé se stabilita zkouma riznymi metodami. Jednou z téchto metod je
studium stability v tekutinach gastrointestinalniho traktu. Je to dulezité zejména pro léCiva,
ktera se podavaji per os (Di & Kerns 2009).

AvSak cCasto dochazi k omezeni. Prvni problém vznikd pfiabsorpci molekuly pies stény
gastrointestinalniho traktu. Kolem 90 % absorpce 1é¢iv probiha prave v tenkém streveé. Je nutné,
aby molekula prosla stfevni bariérou, nez bude distribuovana do zamysleného cilového mista
pro vyvolani terapeutického ucinku. Pravé prachodnost latek pres stfevni epitel je jednim ze
zlomovych faktord, které urCuji farmakokineticky profil 1é¢iva. Uvadi se také, ze dalSim
vyznamnym faktorem je schopnost latky se rozpoustét ve vode. Vysoka rozpustnost vak sama
o sobé bude nedostacujici k zajisténi pozadované biodostupnosti a k vyvolani potifebnych
farmakologickych ucinkti (Azman et al. 2022). Veskeré latky, podavané peroralné mohou
podléhat metabolismu. K hlavnim pfeménam dochazi bud’ ve stfevé nebo v jatrech. Casto miize
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dojit k destrukci latky pfed tim, nez se sloucenina dostane krevniho obéhu. Ddle, jatra
metabolizuji mnoho 1€Civ, a proto priuchod IéCiv jatry znacn€ snizuje jejich biologickou
dostupnost (Mannan & Unnisa 2019).

Perordlné podavané léky v organismu prochazeji pfes gastrointestindlni trakt (GIT).
Stabilita v GIT je ovlivnéna mimo jiné i hodnotou pH, jelikoz je znamo, Ze rizné Casti maji
traktu svoji ur€itou hladinu pH. Stabilitu latek prochazenich gastrointestinalnim traktem mohou
ovlivnit i trdvici enzymy, lokalizované se v ruznych castech GIT a majici schopnost
modifikovat latku. Lécivé slouceniny pres rizné Casti GIT prochazeji urcitou dobu. Napf. v
zaludku mohou se nachazet od 60 minut do 5 hodin. Posléze putuji do tenkého stieva, kde se
mohou nachazet 3 az 8 hodin. Posledni lokalizace je v tlustém stieve, kde doba mize dosahnout
az 72 hodiny. Celkove¢ tato cesta muze trvat az 85 hodin (Dvorackova et al. 2013).

Lidsky travici trakt obsahuje slozity ekosystém symbiotickych mikroorganismi,
pficemz stfevni mikroflora sidli zejména v tlustém stievé a hraje dulezitou roli v fadé
fyziologickych a biochemickych funkci. Vyvazena a rozmanitd stfevni mikrobiota je
povazovana za dulezity ukazatel lidského zdravi a zmény v jejim sloZeni a funkci jsou
spojovany s nekolika zdravotnimi problémy (Adams M & Moss 2008; Clemente et al. 2012;
Bickhed et al. 2012; Cao et al. 2020).

3.5 Metody chemickych analyz

3.5.1 Extrakcni metody

Silice se vyrdbi pomoci destilaci vodni parou, extrakci kapalina-kapalina a
superkritickou fluidni extrakci (SFE). Pro komercni produkci silic se zpravidla vyuziva
destilace vodni parou. Pomoci SFE je mozné dosahnout pfirozenéjSitho organoleptického
slozeni, ale dana metoda je mnohem nakladnéj§i. Rozdily ve slozeni silic extrahovanych
raznymi zpusoby maji vliv na jejich ucinnost. Napfiklad, silice extrahované hexanem maji
vyrazngjsi antimikrobialni aktivitu v porovndni se silicemi extrahovanymi vodni parou
(Packiyasothy & Kyle 2002). Vzhledem ke svym fyzikalné-chemickym vlastnostem maji byt
silice skladovany v tésn€ uzavienych neprahlednych nadobach, aby nedochazelo k jejich
oxidaci.

3.5.2 Separacni metody

Separaci je nazyvan proces, béhem kterého se analyt déli a takto vznikaji alesponi dva
podily s riznym slozenim. Pro analytickou chemii ma tento proces nepostradatelny vliv.
Separace je mozné charakterizovat z hlediska selektivity. Latky lze separovat na zakladé jejich
fyzikdlnich (té€kavost, rozpustnost, hustota, velikost Castic, barevnost atd.) nebo chemickych
(reaktivita, kyselost a zdsaditost, komplexnost, magnetické vlastnosti atd.) vlastnosti.
Slouceniny, u kterych jsou rozdily v téchto charakteristikaich minimalni, lze rozd¢lit
pokrocilej§imi metodami (v chromatografii napt. déleni optickych izomera prostiednictvim
chiralnich stacionarnich fazi).

V analytické chemii je mozné rozdélovat separa¢ni metody podle typu faze, mezi které
se dané slozky smési distribuuji (plyn—kapalina, plyn—pevna latka, kapalina—kapalina,
kapalina—pevna latka). Mezi tyto metody patfi chromatografie, extrakce, destilace, sublimace,
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zonalni taveni, vyuziti molekulovych sit atd. Pak se €asto pouziva membranové oddeleni latek
jsou zdkladem pro dialyzu, ultrafiltraci nebo obracenou osmoézu. Nebo prostiednictvim
eklektického pole (elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, termodifuze).

Chromatografie je separa¢ni metoda pouzivana k oddéleni a analyze slozek smési na
zaklad€ jejich fyzikéalnich a chemickych vlastnosti. Zakladni princip zahrnuje pouziti
stacionarni faze a mobilni faze. Vzorek se privadi ke stacionarni fazi, ktera mize byt pevna
nebo kapalna, a poté mobilni faze, obvykle kapalina nebo plyn, prochazi stacionarni fazi. Razné
slozky smési interaguji se stacionarni a mobilni fazi rizn€, coz zpusobuje jejich vzajemné
oddéleni. Oddelené slozky lze poté analyzovat nebo shromazdovat pro dalsi pouziti. Obvykle
se déli na dvé hlavni kategorie: plynovou a kapalinovou chromatografii.

Plynova chromatografie (GC) je metoda separace zalozena na rozdilné rozpustnosti
slozek smési v plynové fazi a na rychlosti jejich pohybu pies pevnou fazi, ktera je ulozena v
koloné. Pti plynové chromatografii se jako nosi¢ plynové faze pouzivaji nosny plyn.

Kapalinovd chromatografie (HPLC) je metoda separace zalozena na rozdilné
rozpustnosti slozek smési v kapalné fazi, ktera protéka pevnou fazi (kolonou). V kapalinové
chromatografii se jako mobilni faze pouziva kapalina, obvykle voda nebo organicka
rozpoustédla, a jako pevna faze se pouzivaji sorbenty nebo stacionarni faze rizného typu. Tyto
sorbenty maji specifické vlastnosti, které umoznuji odd¢lit rizné slozky smeési.

3.5.3 Detekéni metody

Detek¢ni metody jsou v analytické chemii dualezité pro identifikaci a kvantifikaci
chemickych slou€enin v riznych vzorcich. Mezi né patfi naptiklad hmotnostni spektrometrie,
absorpc¢ni spektroskopie a nuklearni magneticka rezonance.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika pouzivana k identifikaci a
kvantifikaci chemickych sloucenin na zakladé jejich hmotnosti a fragmentace. V této technice
se ionizované molekuly analytu rozpadaji na fragmenty a tyto fragmenty jsou nasledné
analyzovadny za pomoci hmotnostniho spektrometru. MS umoziiuje detekovat a identifikovat
razné typy molekul, vCetné organickych sloucenin, peptidd, bilkovin a nukleovych kyselin.
Hmotnostni spektrometrie rozlisuje ionty na zakladé¢ jejich poméru mezi hmotnosti a nabojem
(m/z).

Absorpcni spektroskopie je metoda, ktera meti absorpci elektromagnetického zateni pri
pruchodu latkou. Tento proces umoziuje identifikovat a kvantifikovat specifické chemickeé
slouCeniny v raznych vzorcich. Mezi piiklady této metody patii UV-VIS spektroskopie,
infravCervena spektroskopie a Ramanova spektroskopie.

FID (Flame Ionization Detection) je detekéni metoda pouzivana v plynové
chromatografii, ktera detekuje organické slouceniny, které vytvareji ionty pii spalovani v
plamenu. Tato metoda se pouziva zejména k analyze uhlovodiki v raznych vzorcich, napt. v
potravinach, vodé a vzduchu (Klouda 2003).
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4 Metodika

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zalozena na kvalitativnim stanoveni zmeén slozek
metanolového extraktu tymianu a jeho nejvyznamnéjSich obsahovych latek s biologickou
aktivitou thymolu, karvakrolu, thymochinonu a thymohydrochinonu a z polarnich metabolitt i
komerén€ dostupného glykosidu zatarosidu (B-glukosid thymohydrochinonu), jez byly
testovany v simulovaném prostiedi zaludku a tlustého stfeva. Prostiedi odpovidajici zaludku
bylo simulované snizenim pH, zatimco pisobeni mikrobiomu tlustého stfeva bylo zkoumano
pomoci vsadkové anaerobni kultivace testovanych extrakta spolu se stolici darce. Takto ziskané
vzorky byly purifikovdny precipitaci v metanolu v chladu a pH bylo upraveno na cca 7.

Obsah vychozich latek a ptipadnych metabolitt byl zjistovan pomoci GC/FID za pomoci
prislusnych standarda (t€kavé terpenoidy) a LC-Q-TOF/MS (zatarosid).

4.1 Chemikalie

NH4HCOj3 (hydrogenuhli¢itan amonny), NaHCO3 (hydrogenuhlicitan sodny), NaxHPO4
(hydrogenfosfore¢nan sodny), KH2POs (dihydrogenfosforecnan draselny), MgSOs4 (siran
hotecnaty), CaCl, (chlorid vapenaty), MnCL*4H>O (tetrahydrit chloridu manganatého),
CoCL*6H20 (hexahydrat chloridu kobaltnatého), FeCls (chlorid Zzelezity), hemin, trypton,
glukéza, maltéza, vitamin K, kvasnicovy extrakt, 1M NaOH (hydroxid sodny), resazurin,
NaxS*9H>0 (nonahydrat sifranu sodného), 6M HCI1 (kyselina chlorovodikovd), cystein
hydrochlorid, plynny dusik, dimethylsulfoxid (DMSO), azid sodny (NaN3), zdsobni roztok
thymolu (Thermo Scientific, Germany), zatarosidu (Sigma-Aldrich, Némecko), thymochinonu
(Sigma-Aldrich, Némecko), thymohydrochinonu (v laboratofi rostlinnych biotechnologii UEB,
Cistota oveérena pomoci GC/MS) a karvakrolu (FCC, Koscher).

4.2 Model proximalni ¢asti traviciho traktu

4.2.1 Priprava metanolového extraktu tymianu

Susené vzorky tymianu (Thymus vulgaris) (Hanka Mochov s.r.o., CR) byly pouzity tak,
ze byly oddéleny listy od stonkti. Bylo navazeno 1,1 g suSenych listd tymidnu, které byly
extrahoviany ve dvou postupnych extrakci: 1. na 4 hod a 2. na 20 hod. Vzorek byl nejprve
homogenizovan v 15 ml 100 % metanolu a po 4 hodindch tfepani (100 otacek za minutu)
pomoci tiepacky (GFL 3006, Némecko) a nasledné odsttedén (9000 ot./min., 10 min.) pomoci
centrifugy Universal 320R (Hettich, Némecko). Supernatant byl dale skladovan pti — 18 °C.
Zbyly vzorek po oedbrdni supernatantu byl opakované extrahovan pomoci 15 ml 100 %
metanolu za stalého tfepani, ovsem tentokrat po dobu 20 hod. Druhy supernatant byl pfidan ve
prvnimu extraktu a objem byl doplnén na 40 ml 100 % metanolem. K upravé vzorku byla
rovnéz pouzita vakuova odparka, kterd nastavena na teplotu 37 °C (Buchi Rotavapor R-100,
UK). Byla stanovena jeho suchd hmotnost (5,125 mg/ml). Vzorek byl skladovan v mrazaku pti
teploté -18 °C. Pro model traviciho traktu bylo odebrdno 19 mg suchého extraktu a rozpusténo
v 1 ml 50 % etanolu. Poté bylo odebrano 100 ul resuspendovaného extraktu a pfidano k nim
900 pl destilované vody, coz znamena, ze vzorek byl 10x fedén.
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4.2.2 Priprava roztoku testovanych latek

Kazda latka byla zvazena (1mg) a umisténa do sklenéné vialky (1,5 ml). Do vialky byl
pfidan 1 ml 50 % metanolu a smés byla za intenzivniho michani na vortexu (Phoenix
Instrument, Némecko) promichdna. Poté bylo odebrano 100 ul resuspendované rozpusténé
latky a pfidano 900 pul metanolu. Vysledek bylo desetindsobné zifedéni vzorku.

Zasobni roztok o koncentraci 10 mg/ml byl ptipraven rozpusténim kazdé latky v DMSO
(dimethylsulfoxid). Pracovni roztok byl vytvofen v den experimentu rozpusténim 500 pl
zasobniho roztoku kazdé z testovanych latek v 2ml fermenta¢niho média. Koncentrace kazdé
z testovanych latek v pracovnim roztoku odpovidala 2 mg/ml.

4.2.3 In vitro model proximalnich aseku travici soustavy

Byly vyuzity in vitro modely proximalnich tGsekl travici soustavy, sestavajici z dvou
Casti, které napodobovaly slozeni travicich tekutin v lidském organismu. Prvni ¢ast modelu
obsahovala roztok imitujici sloZeni elektrolytd v ustni dutiné (SSF), zatimco druha cCast
obsahovala roztok napodobujici slozeni travicich §tav v zaludku (SGF).Pfiprava zasobnich
roztoklCilem tohoto postupu je simulovat traveni v kontrolovaném prostfedi a ziskat
konzistentni vysledky. Chemické slozeni roztoku a koncentrace jednotlivych slozek pouzitych
k pripravé zasobnich roztokti SSF, SGF byly prevzaty z publikovaného zdroje Minekus et al.
(2014) (viz tab.2).

Testované latky byly nejprve piipraveny ziedénim 96 % etanolem a nasledné
desetinasobnym fedénim. Poté byly pfipraveny zasobni roztoky rozpusténim slozek
v destilované vodé¢, promichany za pouziti teflonového magnetického michadla (1140 ot./min.,
10 min.) (IKA® RCT basic, Némecko) a pieneseny do vodni 1azné o teploté 37 °C. Pak byly
pfipraveny zdsobni roztoky SSF a SGF. V roztoku SSF bylo pH upraveno na hodnotu 7
pfidanim HCI. Poté byly pfipraveny vzorky pro ordlni fidzi smichdnim ve 4 ml vialce 500 pl
zasobniho roztoku SSF pufru, 12,5 pl testované latky, 75 pl amylazy U/ml a doplnény 412,5 ul
vody na 1 ml a dikladné promichany. Kazdy vzorek byl pfipraven ve tfech opakovanich a
negativni kontrolni vzorek byl doplnén etanolem bez testované latky/extraktu. Po inkubaci
oralni faze pfi 37 °C v lazni 2 min byl ke vzorku pfidan 1 ml zasobniho roztoku SGF pro
gastrickou fazi testu, hodnota pH byla upravena na 3 ptidanim HCl a vzorek promichin a
inkubovan 2 hod pii 37 °C v inkubatoru. Pak bylo ke vzorku ptidano 1,5 ml dichlormethanu
(DCM, Penta), extrahovan za intenzivniho michéani na vortexové michacce pfti teploté 25 °C a
DCM faze prenesena do nové 1,5 ml vialky. Ziskany extrakt byl ulozen do mraznicky pro dalsi
zpracovani.

Tabulka 2: Pfiprava zasobnich roztokti simulovanych travicich tekutin. (pfevzato z Minekus
et al. (2014).
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SSF SGF SIF

pH7 pH3 pH7

Slozka Koncenrace Objem Konc. v Objem Konc. v Objem Konc. v SIF

zdsobniho roztoku roztoku* SSF roztoku* SGF roztoku*
g 1''mol I'! ml mmol I! ml mmol I! ml mmol I!
KCl 373 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH,PO, 68 0.5 3.7 3.7 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO; 84 1 6.8 13.6 12.5 25 425 85
NaCl 117 2 — — 11.8 472 9.6 38.4
MgClL,(H,0)6 30.5 0.15 0.5 0.15 0.4 0.1 1.1 0.33
(NH4),COs 48 0.5 0.06 0.06 0.5 0.5 — —
Korekce pH

mol I'! ml mmol I! ml mmol I! ml mmol I!
NaOH 1 — — — — — —
HCl 6 0.09 1.1 1.3 15.6 0.7 8.4

CaCI2(H20), se do zasobnich roztoku nepiidava, protoze by mohlo dojit k vysrazeni. Pridava se pouze do smési travicich tekutin
CaCly(H,0), gl! mmol 1! mmol 1! mmol 1! mmol 1!
CaCL(H,0), 44.1 0.3 1.5 (0.75%) 0.15 0.6 (0.3%)
(0.075%)

4.3 Fermentace

4.3.1 Fermentaéni médium

Fermenta¢ni médium bylo pfipraveno z 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukozy, 1,125 g maltézy
a 2,25 g kvasni¢ného extraktu. Dale bylo pfidano 50,7 ul vitaminu K (0,5 mg/l), 5,07 mg
heminu (5 mg/l) rozpusténych v 450 ml destilované vody a 225 ml uhli¢itanového pufru (4 g
NH4HCOs3, 35 g NaHCO; tdoplnéné destilovanou vodou do objemu 1 litr), 225 ml
makromineralniho roztoku (5,7 g Na2HPO4, 6,2 g KH2PO4, 0,3 g MgSO4, doplnéné
destilovanou vodou do objemu 1 litr), 112,5 pl mikromineralniho roztoku (2,5 g CaCl,, 2,5 g
MnCL*4H>0, 0,25 g CoCl, * 6H20, 1,25 g FeCls, doplnéné destilovanou vodou do objemu 25
ml) a 1,125 ml 0,1 % roztoku resazurinu.

4.3.2 Redukéni roztok

Pred experimentem byl pfipraven Cerstvy redukéni roztok z 312,5 mg cystein
hydrochloridu, 2 ml 1M NaOH, 101,5 mg Na>S*9H>0 a 50 ml destilované vody.

4.3.3 Fosfatovy pufr

Fosfatovy pufr o hodnoté pH 7 pfi teploté 20 °C byl pfipraven smichanim 610 ml 1/15M
NaHPOsa 390 ml 1/15M KH2POs.

4.3.4 Priprava fermentacnich mikrozkumavek

Ptipravené fermentacni medium bylo pfivedeno k varu po dobu 5 az 7 minut a nasledné
ochlazeno na teplotu 37 °C za stalého pfivodu dusiku. Nasledné bylo pH upraveno na hodnotu
7 pomoci 6M HCI. Poté bylo 835 ul fermentacniho media a 40 pl redukcniho roztoku
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pipetovano do mikrozkumavek Eppendorf. Takto pfipravené mikrozkumavky byly
zavakuovany v papirovych krabic¢kach spole¢né€ a anaerogenem (Biomérieux, Lyon, Francie) a
ulozeny v anaerobni atmosféfe pii teploté 4 °C az do dalsiho dne.

4.3.5 Odbér a priprava vzorku stolice

Vzorky stolice byly odebrany v en fermentacniho experimentu od 4 darct bez dietnich
omezeni, bez uzivani antibiotik minimalné 3 meésice pred odbérem nebo bez travicich potizi.
Vzorky byly odebrany pomoci jednorazovych sad a uzavieny v sacku spolecné s anaerogenem.
Vzorky stolice byly zpracovdny na fekdlni suspenzi do 2 hodin od odbéru. Vsechny vzorky
byly odebrany na Ceské zemédélské univerzité v Praze. Vzorek stolice o hmotnosti 24 g byl
homogenizovan s fosfatovym pufrem (75 ml) v pfistroji stomacher (Laboratory Blender,
Stomacher® 400 Circulator, EU), aby se ziskala 32 % smés. Findlni fekdlni suspenze vznikla
prefiltrovanim 32 % smési pies nylonovy filtr.

4.3.6 Proces fermentace

Minimalné dvé hodiny pfed samotnym zacatkem fermentace byly den predem
pfipravené mikrozkumavky s fermentacnim mediem a redukénim roztokem umistény v
anarobni atmosféfe do inkubdtoru (Memmert, Némecko) s teplotou 37 °C. Poté byly
mikrozkumavky vyndany a bylo do nich pfidano 100 pl fekalni suspenze (nebo fosfiatového
pufru v pfipadé kontrolniho vzorku). Dale bylo pfiddno 25 pl roztoku thymolu, nebo
thymochinonu, nebo thymohydrochinonu, nebo zatarosidu (s kone¢nou koncentraci 50 pg/ml)
nebo DMSO pro kontrolu, zvla§t do kazdé mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly opét
uzavieny v papirovych krabi¢kach do vakuovacich pytlika spolecné s anaerogenem a umistény
na horizontalni ttepacku (Grant-bio, PMS-1000i, EU) do inkubatoru (37 °C, 100 rpm). V Casech
0, 4 a 24 hodin bylo postupné odebirano z mikrozkumavek 950 pl vzorku a smichano s 50 ul
azidu sodného pro ukonceni fermentace (findlni koncentrace NaN3 ve vzorcich byla 1,5 mg/ml).
Takto ptipravené vzorky ihned umistény a uskladnény pfiteploté -80 °C az do konecné analyzy.

4.4 Analyza vzroku

Vzorky z in-vitro fermentaci byly rozmrazeny pii pokojové teploté. Pro vysrazeni
bilkovin pfed mefenim byly rozmrazené vzorky zhomogenizovany na vortexu a 200 ul vzorku
bylo smichdno s 200 ul metanolu, znovu zhomogenizovano na vortexu a ulozeno na 24 hodin
pfi teploté -18 °C. Po uplynuti této doby byly vzorky precistény centrifugaci (4 °C, 15000 rpm,
10 min). Nasledné bylo z precisténych vzorka odebrano 50 ul supernatantu, k nimz bylo pfidano
900 pl rozpoustédla (voda a metanol, 1:1). Spolecné se vzorky fermentaci byly k méreni
pfipraveny i kalibracni roztoky standardu v koncentracich: 20; 50; 100; 200; a 500 ng/ml. Dale
byly pfipraveny slepé vzorky rozpoustédla (voda a metanol, 1:1).

Extrahované vzorky a kontrolni vzorky kvality byly zfedény nebo rozpustény (voda a
metanol, 1:1).

Mefeni vzorku:

Vzorky fermentace zatarosidu byly analyzovany pomoci ultravysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) Ultimate 3000 (Thermo Scientific, USA) ve spojeni s hmotnostnim
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analyzatorem Q—-TOF Impact II (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) s ultravysokym rozli§enim
a presnym ur¢enim hmoty (HRAM) analytt

Pouzité kolona: Acclaim ™ RSLC 120 C18, 2,2 um, 120A 2,1x100 mm (Thermo Fisher
Scientific, USA)

S predkolonkou: ACQUITY UHPLC®BEH C18 1,7 um 3/Pk, 2,1x5 mm (VanGuard,
Irsko)

Prutok: 0,250 ml/min

Teplota: 40 °C

Doba analyzy: 20 min.

Nastiik: 5 ul

Gradient: mobilni faze A: 0,2 % kyselina mravenci, v/v

mobilni faze B: metanol, v/v

V ¢ase: nula byl pratok —5 %, 10 min — 100 %, 12 min — 100 %, 13 min — 5 %, 20 min
-5 %.

Pro analyzu byl pouzit jako iontovy zdroj elektrosprej (ESI) a vlastni méfeni
obsahovych latek probihalo v positivnim médu.

Software:

Compass otofControl 5.2 (Bruker Daltonik, Némecko)

Compass HyStar 5.1 (Bruker Daltonik GmbH, USA).

Vysledky byly vyhodnoceny programem DataAnalysis (Bruker Daltonik, Némecko).

Screening a srovnani bylo provadéno programem TasQ client 4.3 (Bruker Daltonik
GmbH, USA).

Vzorky monoterpenoidi také analyzovany pomoci GC / FID (Agilent Technologies
7890 A) s pouzitim kolony Agilent 19091 S-433, 30 m x 250 pum x 0.25 pm, rezim nastiiku
Split 230 °C, nastiik 1 pl, teplotni program O min — 100 °C, 3 min pfi 118 °C, 20 min — 300 °C,
teplota detektoru 300 °C.

Statistické zpracovani bylo provedeno v programech Microsoft Excel, Statistica 13.3
(TIBCO Software, USA), kde bylo vyuzito metody analyzy ANOVA s post-hoc Tukey-ho HSD
testem.
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S5 Vysledky

Nejprve byl proveden experiment testujici stabilitu hlavnich biologicky aktivnich
metabolitd tymianu v modelu proximalni Casti traviciho traktu, ktery zahrnoval podminky
v ustni dutiné (oralni faze) a zaludku (gastricka faze). V tomto experimentu byly testovany
nejvyznamnéjsi biologicky aktivni sekundarni metabolity (tab. 3) a metanolovy extrakt
tymidnu.

Tabulka 3: Charakteristické hodnoty sledovanych litek na GC/FID (thymol, karvakrol,
thymochinon) a LC/MS (pouze zatarosid) pouzité pro analyzu.

) Sumérni Mr Detekovany m/z }{etenc“?ni
Latka vzorec ion detekovan | €as [min]
€ho iontu
Thymol CioH1:0 150,10 i i 8,3
Karvakrol CioH 140 150.22 B - 8,5
Thymochino CioH120, 164.20 - - 7,7
n
Zatarosid* | CigHuO; | 328,152 (MsNH4']* | 346,1866 4.9

* analyzovdno na LC/MS HRAM

Relativni zastoupeni téchto latek v testovaném MeOH extraktu tymidnu je ukdzdno na
GC/FID chromatogramu (obr. 6).

thymol

ponse 54

karvakrol

thymochinon

/
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Obrazek 6: GC/FID chromatogram testovaného metanolového extraktu tymidanu (100 pg/ml).
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Pro presné urCeni koncentraci meérenych latek byla provedena kalibrace na 5
koncentracnich hladinach (1-100 pg). Kalibra¢ni pfimky jsou zobrazeny na obr. 7 a v tabulce
4 jsou uvedeny parametry kalibrace.

160
140 *

120

3

o.s]
o

60

odezva [plocha piku]

40

20

0 20 40 60 80 100 120

-20
koncentrace [ug/mL]

® thymochinon @ thymol karvakrol

Obrazek 7: Kalibracni pfimky pro thymochinon, thymol a karvakrol na GC/FID.

Odezvy thymolu a karvakrolu byly v prubéhu kalibrace podobné, coz odpovida
podobnosti jejich chemickych struktur. Odezva thymochinonu byla oproti nim nizsi (viz obr.
7).

Tabulka 4: Parametry kalibrace thymochinonu, thymolu a karvakrolu (R? — koeficient

determinace).
Rovnice ptimky R?
Karvakrol y=1.47x-4,7482 0,9988
Thymol y =1,39x - 0,8496 0,9997
Thymochinon y =0,8851x + 0,2102 0,9943

Na obrazcich 8 az 11 jsou vysledky experimentu. Po kvantifikaci slozek extraktu bylo
zjisténo, ze thymochinon byl obsazen v extraktu pouze ve stopovém mnozstvi, které neslo
kvantifikovat.

32



Extrakt
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m Thymochinon ® Thymol m Karvakrol

Obrazek 8: Zmény obsahu latek v metanolovém extraktu tymianu po oSetfeni modelem
proximalni Casti traviciho traktu. Statisticka vyznamnost rozdilti byla testovana pomoci
ANOVA (Tukey post-hoctest) na hladiné p = 0.05.

Statistickd vyznamnost byla ovéfena pomoci programu Statistica 13.3 (TIBCO
Software, USA), kde byla pouzita metoda analyzy ANOVA a Tukey-ho HSD test. Z ndzorného
srovnani obsahu latek v metanolovém extraktu tymianu po oSetfeni modelem proximalni ¢asti
traviciho traktu na obrazku 8 vyplyva, ze mezi vychozimi a kone€nymi vzorky nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil v obsahu thymolu a karvakrolu. Obsah thymolu m¢él
nejvyznamnéjsi odchylku od karvakrolu a thymochinonu a byl o 8,16 % vyssi, zatimco u
karvakrolu byl o 4,45 % nizsi.
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Obrazek 9: Zmeény obsahu thymolu po oSetfeni modelem proximalni Casti traviciho
traktu. Statisticka vyznamnost rozdili byla testovana pomoci ANOVA (Tukey post-
hoctest) na hladin€ p = 0.05.

U thymolu nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi vychozim a konecnym
vzorkem po simulaci prichodu proximalni casti traviciho traktu. Koncentrace thymolu
nevykazovaly zadné signifikantni rozdily. Dochazelo k poklesu koncentrace o 2,79 %.
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0,35
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0,25
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Obrazek 10: Zmény obsahu thymochinonu po oSetfeni modelem proximalni Casti

traviciho traktu. Statisticka vyznamnost rozdila byla testovana pomoci ANOVA (Tukey
post-hoctest) na hladiné p = 0.05.

Po simulaci prichodu proximalni ¢asti traviciho traktu nebyly zjistény zadné statisticky
vyznamné rozdily v koncentraci thymochinonu a thymolu.
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Obrazek 11: Zmény obsahu karvakrolu po osetfeni modelem proximalni ¢asti traviciho traktu.
Statisticka vyznamnost rozdilt byla testovana pomoci ANOV A (Tukey post-hoctest) na hladiné
p =0.05.

Na rozdil od thymolu a thymochinonu byl u karvakrolu zaznamenin rozdil mezi
vychozimi a kone€nymi vzorky na modelu proximalniho gastrointestinalniho traktu, jak je
patrné na obrazku 11. Karvakrol vykazoval snizeni o 12 %.

Na zakladé vysledk(l z proximalni Casti traviciho traktu byl proveden nasledujici
experiment, ktery ovéroval stabilitu vybranych latek v tlustém stfeveé, kde dochazi k jejich
interakci se stfevni mikroflorou. Pro fermentacni testy s izolaty stfevni mikroflory 4 darca byly
vybrany thymol, thymochinon a jeho redukovand forma thymohydrochinon a jeho glykosid
zatarosid. Vzorky s terpenoidy byly méfeny pomoci GC/FID, vzorky se zatarosidem byly
analyzovany pomoci LC/MS s ultravysokym rozliSenim. Proto byly provedeny optimalizace
analyzy zatarosidu v této matrici, kde bylo v MS spektrech nalezeno mnozstvi addukti, ze
kterych byly nejintenzivngjsi [M+K]* s m/z 367,1154, [M+NH4]* s m/z 346,1866 a [M+Na]* s
m/z 351,1415, jak je vidét na obrazku 11. Protonovany iont [M+H]* s mz 329,1600 byl pouze
zanedbatelny, proto byl pro analyzu vybran amonny addukt [M+NH4]* (tab. 3). Retencni Cas
zatarosidu byl 4,9 minut.

Zatarosid (RT 4,9 min) [M+Na]* = 351, 1415 *“*+—— [M+K] " = 367,1154

[M+NH,] * = 346,1866 m/z

\\‘

neaza

I L 1 ‘ L Ll “|.m\ | Ll W[ | 1 -VJIA.L " | l]m
5 100

il
= = B £

Obrazek 11: Hmotnostni spektrum zatarosidu na pfistroji LC /MS.
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Obrazek 12: Chromatogramy zatarosidu na pfistroji LC/MS v riznych casech
odbéru v porovnani s pozitivni kontrolou (PK — médium se zatarosidem bez
mikroflory po 4 hod.) a negativni kontrolou (KON — mikrofléra bez zatarosidu).

Na obrazku 12 je porovnan pik zatarosidu v riznych odbérovych Casech s pozitivni
kontrolou po 24hodinové inkubaci bez mikrofléry a kontrolnim vzorkem (pouze mikroflora,
bez zatarosidu). Z obrazku je ziejmé, ze zatarosid byl pfitomny pouze na pocatku fermentace
v ¢ase 0 hod. a po 4 hodinach byl uz zcela metabolizovan mikroflorou traviciho traktu, kdezto
ve vzorku pozitivni kontroly (PK — zatarosid v kultivatnim médiu bez mikroflory) byl vyrazny
pik 1 po 4 hodinach inkubace. Ale i ve vzorcich PK doslo po 24 hodinach k jeho vyraznému
snizeni, co naznacuje, ze i v kultivatnim médiu po del§i dobé dochazi k jeho degradaci. U
ostatnich latek (konkrétné u thymolu a thymochinonu), které bylo zji§téno pomoci GC/FID,
doslo k jejich uplné degradaci v prostredi jiz po 4 hodinach.
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Obrazek 12: Relativni porovnani odezvy addukti [M+NH4]* zatarosidu ve vzorcich
fermentace v riznych odbérovych Casech naméfené pomoci LC/MS s ultravysokym
rozliSenim. *Usecky v grafu zndzoriuji smérodatnou odchylku. PK — je pozitivni

kontrola.

V obrazku 12 znazortiuje relativni kvantifikace vzorku zatarasidu béhem fermentace v
nékolika ¢asovych bodech a jeho srovnani s pozitivni kontrolou. Ubytek v pozitivni kontrole
po 4 hodinach byl zhruba 43,04 %.
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6 Diskuze

Cilem této studie bylo zjistit, zda dochdzi k metabolismu hlavnich slozek tymianové
silice, jsou thymol, karvakrol, thymochinon, a jeho redukovana forma thymohydrochinon a jeho
glykosid zatarosid, pfi pruchodu lidskym travicim traktem.

Hypotéza, ze pii pruchodu travicim traktem dochazi k chemickym zménam slozek
tymianového extraktu, byla potvrzena na zakladé experimentalnich vysledka. Ty ukazaly, ze
slozky tymianového extraktu, jako karvakrol, thymol a zatarosid, mohou byt béhem traveni v
lidském téle metabolizovany na rizné slouCeniny. Napfiiklad karvakrol vykazoval pokles o 12
% po pruchodu proximalnim gastrointestinalnim traktem, coz naznacuje, ze se tato slouCenina
mohla metabolizovat béhem traveni. Podobné se thymol a zatarosid ukézaly jako nestabilni,
coz naznacuje, ze mohou byt metabolizovany mikrobialni aktivitou. Tento proces metabolismu
muze mit vliv na biologickou aktivitu a G¢inky tymianové silice. Proto mizeme potvrdit, ze
slozky tymidnového extraktu prochazejici travicim traktem mohou podstoupit chemické
zmény, které ovliviiuji jejich biologickou aktivitu a u€inky v lidském téle.

Ve svém vyzkumu Salehi et al. (2018) zkoumali moznosti vyuziti thymolu a tymiadnu v
raznych aplikacich. Vysledky in vitro studie ukazaly, ze tymianova silice a jeji hlavni slozky,
véetné thymolu, mély antibakterialni aktivitu proti patogenim zplsobujicim respiracni
onemocnéni, jako jsou Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes a Staphylococcus aureus. Tyto silice byly u€innéjsi nez silice jinych rostlin a projevily
minimalni inhibi¢ni davku 3,13-6,25 mg/l vzduchu. Ve nasem studii byly thymol a karvakrol
stabilni pfi simulovaném prichodu proximalnim gastrointestinalnim traktem a nedochazelo k
vyznamnému poklesu jejich koncentrace. Tato zjisténi jsou vyznamna pro vyuziti thymolu a
tymianu v potravinaiském prumyslu, jelikoz tyto latky mohou byt pouzity jako pfirodni
konzervanty. Je tedy mozné tyto pfirodni latky vyuzit pro prodlouzeni trvanlivosti potravin a
ochranu proti bakteridlnim infekcim.

Studie Modrackové et al. (2020) ukazala, ze bifidobakterie mohou degradovat nékteré
glykosidy studovanych latek, ale jejich schopnost se li§i v zavislosti na druhu a kmeni
bifidobakterii. Je proto dulezité zvazit, které konkrétni kmeny Bifidobacterium spp. se podileji
na metabolismu rostlinnych glykosidti. Je pozoruhodné, ze tyto chemické slouceniny se v
rostlinach vyskytuji jak ve volné, tak ve vazané glykosidové formé. Tato zjisténi jsou dulezita
pro nas soucasny vyzkum metabolismu hlavnich slozek tymianové silice, mezi néz patii
thymol, karvakrol, thymochinon a jeho redukované forma thymohydrochinon a jeho glykosid
zatarosid, béhem pruchodu lidskym travicim traktem a jak mohou ovlivnit mikrofloru.
Pochopeni metabolismu téchto fenolickych derivati je zasadni pro posouzeni jejich
potencialnich zdravotnich ucinkt (Rathod et al. 2021; Dvorakova et al. 2011).

Vzhledem k vysokym nakladim, obtiznosti a etickym problémim spojenym se
zkouskami na lidech byly ve védé o potravinach a vyzivé vyvinuty alternativy in vitro, které
simuluji traveni. Pouziti riznych modell traveni vSak muize vést k obtizim pfi porovnavani
vysledkti mezi vyzkumnymi tymy kvili rozdilim v enzymech, pH, typu mineralt, iontové sile,
dobé traveni a pritomnosti riznych sloucenin. Vysledky ukazaly, ze thymol a karvakrol jsou
stabilni v simulovanych podminkach. Tato studie dale zdtraznila dalezitost adaptovat in vitro
modely na specifickou vyzkumnou otazku a urcit kli¢ové parametry a podminky pro studium
konkrétniho potravinového produktu nebo substratu (Guerra et al. 2012; Minekus et al. 2014).
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7 Zavér

e Rostliny producuji primarni a sekundarni metabolity, z nichz sekundarni metabolity,
jako jsou silice, maji razné biologické funkce a mohou byt vyuzity v lékafstvi a v
potravinaiském primyslu. Tymian obsahuje mnoho ucinnych latek, jsou thymol a
karvakrol, které maji protizanétlivé, antibakterialni a antioxidacni u€inky. Informace
o stabilité a metabolismu jednotlivych slozek silice z tymianu v lidském téle jsou
pomérné omezené a tato diplomova prace se zamétuje na jejich vyzkum.

e Thymol a karvakrol se ukazaly jako stabilni béhem simulovaného prichodu
proximalnim gastrointestinalnim traktem a nevykazovaly zadné vyznamné rozdily v
koncentraci. Nicméné, karvakrol vykazoval statisticky vyznamny pokles o 12 % po
pruchodu proximalnim gastrointestinalnim traktem, coz naznaCuje, ze se tato
sloucenina mohla degradovat béhem traveni jiz v proximalni ¢asti traviciho traktu.

e Ve fermentacnim nodelu in vitro simulujicim procesy v tlustém stfeveé nebyly zjistény
zadné koncentrace thymochinonu jiz ve vychozich roztocich pufri ve vzorcich
pozitivni kontroly ihned po jejich pridani (Cas odbéru 0), coz je ziejmé dusledek jejich
chemické interakce se slozkami média. Naproti tomu thymol a zatarosid se ukazaly
byt ve vzorcich Cistého pufru stabilngjsi a k jejich rychlé degradaci dochédzelo pouze
ve vzorcich se stfevni mikroflérou, coz naznacuje, ze mohou byt metabolizovany
mikrobialni aktivitou v tlustém stfeve.

e Celkove tyto vysledky naznacuji, ze obsahové biologicky aktivni obsahové latky
tymidnu mohou byt béhem traveni v lidském téle metabolizovany az v intestinaln{ fazi,
a to predevsim v tlustém stfeve, coz mize mit vliv na biologickou aktivitu a t€inky
tymianu a jeho slozek.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

DMSO — Dimethylsulfoxid

GIT = gastrointestinaln{ trakt

HRAM = piesné ur€ena hmota s ultravysokym rozliSenim
ESI — elektrospre;j

FID — flame ionization detector

Q-TOF = kvadrupdl Time-of-Flight

MS = hmotnostni spektrometrie

RT = reten¢ni Cas

LC — kapalinova chromatografie

SFE — superkritickd fluidni extrakce

SMR — sekundarni metabolity rostlin

SSF — simultaneous saccharification and fermentation
SGF — simulated gastric fluid

UHPLC = ultravysokotlaka kapalinovd chromatografie ve spojeni
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