Oponentsky posudek na doktorskou diserta&nf praci:
» Vyznamné sirné metabolity v rostlindch Celedi Alliaceae (Cesnekovité)“

kterou predlozila

Ing. Petra Krejcova

Préce byla vypracovana na Katedfe aplikované chemie, ZF Jihoeské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich.

K obhajob¢ je piedkladana disertadni prace zabyvajici se problematikou aktivnich sirnych
sloucenin v mén& znamych rostlinach deledi Alliaceae. Prace se zabyva zejména identifikaci
sinych biologicky aktivnich litek a zptisobem jejich vzniku z piisludnych prekurzort.
Podobné vyznamnou &ast prace predstavuje stanoveni Sirokého spektra biologickych aktivit
identifikovanych sirnych latek. Vysledky ziskané v t&chto studiich jsou velkym pfinosem,
nebot’ pfesnému popisu struktury a vzniku sirnych latek &esnekovitych rostlin ani jejich
biologickym 1éinkim neni v literatute vénovana dostatedna pozornost. Navic jsou vysledky
téchto necetnych studii nezi{dka kontroverzni.

Prace je vécn& Clenéna a popisuje identifikaci aktivnich sirnych latek a testovani
biologické aktivity v &esneku stopedkatém a naslednd v zastupcich rostlin rodu Tulbaghia.
V souladu se $irS$im spektrem zajimavych produktii i jejich prekurzort je podstatnd vice
prostoru vénovano Cesneku stopeckatému. K urdeni struktury cilovych latek vyrazng prispély
nejen komplementarni identifika¢ni spektroskopické techniky a sofistikovana interpretace dat,
ale i zvladnuté syntézy kli¢ovych hledanych latek, které odpovidaji vysoké erudici pracovists.
Tento pfistup byl vyuzit mj. pro kritické zhodnoceni a nasledné vyvrdceni vysledki
experimentii skupiny Kusterera (N-oxidy vs. S-oxidy). Ziskané vysledky jsou logicky
uspofadéany a odpovidajicim zptisobem diskutovény, coz kladné ocetiuji.

Prace na 121 strandch je formélng &lenéna obvyklym zpisobem do 5 kapitol. Ty
doplfiuje zavér, souhrn, piehlednd uvedené piilohy (na CD nosiéi), publikace autorky na
pfedkladana témata a seznam pouZzit¢ literatury, ktery zahrnuje témét 150 odkazii na plivodni

literdrni prameny. Ctivost a srozumitelnost textu je vynikajici, korektura byla provedena
peclivé, prace obsahuje minimum pieklepi a dalSich form4lnich nedostatk.

Teoreticka &ast je pfimé&feného rozsahu. Je zamefena hlavnd na rozklad sirnych
prekurzorll na senzoricky a biologicky aktivni latky, prehled vyznamnych rostlin a sirnych
latek vybranych rodt této &eledi a charakteristiku objekti testovani biologické aktivity. Jako
laik v oblasti testovani biologické aktivity bych navic ocenil detailngjsi informace o metodice
a vyhodnocovani téchto testd. Predpokladam viak zaroven, Ze tato data jsou uvedena
v citované literatufe.

Zvolené analytické metody a metodické postupy zcela odpovidaji fe§enému tématu
prace. Na praci je patrné, e vznikla na pracovidti s dlouhodobym uspé$nym vyzkumem
v oblasti sirnych latek rostlin eledi Sesnekovité. Predkladanou disertatni préci povazuji za
kvalitni a nemam k ni zisadni pfipominky, az na jednu vyjimku. A to, e v kapitole Zdver
jsou zasadni vysledky, které tvoii cenné Jadro préce, komentovény jen okrajové nebo nejsou
zminény viibec. Zdvér je prili§ nekonkrétni a také Stenaii neposkytuje ndméty pro dalsi préci,
které vyplyvaji z dosaZené urovng poznani.




Pres jednoznacné kladné hodnoceni prace bych se rdd zeptal na nékteré detaily a uved!
drobné pFipominky:

Pripominky k formdlnimu zpracovani price a nazvoslovi:

* Marasmicin je oznafovan v textu jako 2,4,5,7-tetrathiaoktan-S4-oxid. P¥ipona 4 u siry
v dolnim indexu vSak evokuje napf. tetrasulfid. Doporuéuji rad&ji uvadét nazev 2,4,5.7-
tetrathiaoktan-4-oxid.

* Molarni koncentrace uvadime radé&ji v mmol/l - jednotku ve tvaru mM miZeme uvést jen
v adjektivu (napf. ImM roztok).

* Z lingvistického hlediska je vhodn&jsi uzivat termin oxidacni neZ oxidativni, enzymovy nez
enzymaticky.

* Str. 76, .14 — spravné je zde efluent misto eluent.
* Obr. 40 — chybi -NH- skupina ve vzorci modifikovaného glutathionu.

* Tab. 6 — zkratka n.a. znamend obvykle - alespori pro analytika — neanalyzovéano. Zde
znamend neni aktivni, coz mize byt trochu matouci. Neanalyzované vzorky jsou v tabulce
proskrtnuty.

* Vyjadfeni koncentrace v jednotkdch ppb apod. je nevhodné.

* Literatura — vyskytuje se chybné &islovani — napf. klicova prace Kusterera a kol. je v textu
(str. 85) oznacena (10), zatimco v Seznamu literatury je pod (23).

Vécené piipominky, dotazy a naméty do diskuse:

* Neni ziejmé, zda zkouSené rostlinné vzorky byly p&stované pod kontrolou pracovist, které
vzorky poskytly, nebo byly ziskany napt. sbérem v ptvodnich regionech. I kdyz v praci jde
primérné o identifikaci klidovych sloZek, ne jejich kvantifikaci, Jjaka je variabilita koncentraci
sirnych aktivnich latek a jejich prekurzori v Cesnekovitych rostlinach?

* Rod Tulbaghia obsahuje podle ziskanych vysledkd pouze aminokyselinu marasmin, p¥ip.
stopy methiinu. Znamena4 to, Ze na rozdil od &esneku stopeCkatého se zde nevyskytuji zasobni
v-glutamoylpeptidy?

* Byla sledovéna stabilita testovanych aktivnich latek? Napf. zména chutového projevu
marasmicinu béhem fed&ni evokuje moZnost vzniku rozkladného produktu.

* V Experimentalni ¢asti jsem nena3el podminky derivatizace aminokyselin pfed stanovenim,
ani metodiku senzorického hodnoceni marasmicinu. Byla pii senzorickém testovani pouZita
metoda Taste Dilution Analysis?

* V Experimentélni ¢asti je u metody HPLC ¢&. 1 v popisu gradientu béhem 15.-25. min
uveden pokles z 60% na 3% MeCN — byl pro nastaveni t&ch dlouhych 10 min né&jaky zamér
nebo diivod (obvykle totiZ stati 2-3 min na prevedeni do vychoziho stavu mobilni faze)?

* V préci je demonstrovano vyuZiti modernich identifikaénich technik, které umoZfiuji méfeni
sloZeni vzorku v realném &ase (technika DART-MS), co# je vyznamné mj. i pro piipadny
kineticky popis a sledovani nestabilnich metaboliti. V této praci jde zejména o studium
vzniku nestabilnich sulfenovych kyselin, resp. isomerniho N-oxidu. Miete uvést, jaké jsou
pfipadné limity techniky DART?

* Vysledky testovani biologické aktivity v nékterych pFipadech neobsahuji vyjadieni nejistoty.
Pokud jsou nejistoty uvadéné, jde o smérodatné odchylky nebo intervaly spolehlivosti?




* Z textu neni vZdy GpIné jasné, zda jednotlivé latky testované na biologickou aktivitu jsou ty
isolované nebo syntetizované (mohou byt odli§né &istoty). Préci by sluselo i zjisténi celkové
biologické aktivity pro typické nebo pfedpokladané komeréné vyuZitelné extrakty ze
studovanych rostlin. Mohou se v nich totiZz uplatnit i jiné aktivni sloZky zkoumanych rostlin,
a také napf. synergicky efekt. Studium celych extraktt ale zfejmé nebylo definovano v zadéni
této prace.

* Jak vyznamnd je biologickd aktivita nesirnych sloZek &esnekovitych rostlin, napf.
fenolovych latek? Jaky podil na popisovanych biologickych aktivitich maji popisované sirné
latky a jaké ostatni aktivni slozky Eesnekovitych?

* Pro hodnoceni biologické aktivity, zvlast pokud je tak Siroce pojatd jake zde, by bylo
pfinosné aplikovat pifstup zahrnujici ,,benefit“ i ,,risk*. Pro¢ nebyly latky testovany pro uréeni
alespoii n€kterych forem toxicity?

* Existuje n&jakd referen¢ni latka, ke které je obvykle stanovovéna biologicka aktivita typu
inhibice cyklooxygenasy a dal3ich testd — kap. 5.2.3, str. 91, napf. ve formé vyjadteni
ekvivalentu koncentrace té referenéni 1atky? Pro srovnani ucinku jednotlivych latek by to bylo
vyhodné.

* Vpraci mi chybi informace o Ugasti sledovanych sirnych aktivnich latek v redoxnich
reakcich nebo pfi zhaseni radikald. Existuji n&jaké relevantni udaje v literatufe?

* K textu kapitoly Zdvér musim uvést, Ze pokud nebyly analyzovéany na biologickou aktivitu
celkové extrakty, ale jen jednotlivé 1atky, nelze s uréitosti tvrdit, e jsou za udinky rostlin
zodpovédné prave a jen sledované sirné latky, jakkoli je to pravdépodobné. M4, podle Vaseho
nazoru, v&ti potencidl stat se komertné vyuzivanym zdrojem sirnych biologicky aktivnich
latek Cesnek stopeckaty nebo néktery ze zastupcii rodu Tulbaghia?

Pies uvedené pfipominky mohu konstatovat, Ze predlozena DDP a vysledky v ni obsazené
mne velmi zaujaly. Z hlediska vécného a odborného uchazedka vypracovala kvalitni
disertaéni praci.

Zaver
Byly splnény cile disertatni prace, k jejich? dosaZeni byly zvoleny adekvatni postupy
a odpovidajici moderni analytické metody. Uchazetka ziskala cenné puvodni vysledky z

oblasti chemie potravin a prokizala schopnost samostatné védecké prace. Prace spliiuje
podminky stanovené v § 47, odst. 4 zdkona &.111/1998 Sb. o vysokych Skoldch, a proto

doporutuji prici pfijmout k obhajobg¢.

V Praze dne 9. zaii 2013

doc. Dr. Ing. Karel Cejpek.
Ustav analyzy potravin a vyZivy
VSCHT v Praze




Posudek oponenta disertaéni prace

Diserta¢ni prace:
Vyznamné sirné metabolity v rostlinach &eledi Alliaceae (Cesnekovité)

Autor: Ing. Petra Krejéova

Prace Ing. Petry Krejéové je zamé&fena na studium sirnych sloudenin a jejich
rozkladnych produkti v, u nas dosud malo znamych rostlinach &eledi Alliaceae. Z rodu
Allium byl takto sledovén druh A. stipitatum Regel, z rodu Tulbaghia potom nejvyznamnéjsi
druh T violaceae Harv. Prace naznacuje vysokou védeckou erudici Ing. Petry Krej¢ové a jeji
schopnost samostatng védecky pracovat.

Souhrn prace pIn€ odpovid4 jejimu obsahu. Uvod struéné a jednoznaéné uvadi &tenare
do feSené problematiky. Rozséhl4 teoreticks &ast ukazuje, Ze uchazecka umi velmi dob¥e
pracovat s védeckou literaturou. Seznam citaci Je zpracovan s velkou pe&livosti a neobsahuje
naprosto zadné nedokonalosti. VyuZiti velkého mno¥stvi publikovanych dat dava této &asti
vynikajici kvalitu. Cil prace formulovan pfesné dle pozadavka stru¢né a jasné.

Prakticka ¢4st prace je sloZena z nékolika viceméne nezavislych experimenti, které
slouzily k izolaci a identifikaci vyznamnych sirnych slouenin v rostlindch a k ovéfeni jejich
biologickych ti¢inkd. Tato &ast Je pfehlednd a srozumitelna, pracovni postupy jsou popsany
velmi pfesné a logicka stavba experimentu je naprosto ziejma4. Vysledky jsou velmi piehledns
uspofadany v tabelarni nebo grafické forme, Diskuse vysledk je na vynikajici trovni. Velmi
ocefiuji praci na identifikaci S-(2-pyridyl)cystein-N-oxidu, kdy se autorka a jeji skolitel
nenechali zviklat ani odli$nou identifikaci této latky publikovanou ve velmi prestiznim
Casopise. Rovné? velmi oceiiuji dvou (plus jednoho v procesu) ¢lanki v prestiznich
impaktovanych ¢asopisech.

Zavéry prace jsou formulovany struéng, piehledné a srozumitelné a koresponduji

s vytyCenymi cili. Jazykové, grafické a formalni zpracovani prace je vynikajici.

K praci mam dva dopliujici dotazy:
= Pyrithion (resp. extrakty rostlin, kter€ jej ve v&t$i mite obsahuji) se docela $iroce vyuziva
v lidovém lé&itelstvi, napt. pfi 1é¢b& malarie. Kromé toho se Udajné tyto extrakty

komeréné vyuzivaji do Sampénii proti lupiim. Genotoxické pisobenti je ziejmé prokazano.




Je ale néco znamo o jeho vstiebavani pii peroralni aplikaci a o potencidlnim vstfebavani
kazi?

= Jen€co znamo o vlivu klimatu na syntézu sledovanych sekundarnich metaboliti? Jde o
podnebni odlisnosti v pivodni domoving t&chto rostlin (izni Afrika, resp. jiZni Amerika)

a v oblastech mirného pasma.

Vyuziti velkého mnoZstvi namétenych a publikovanych dat a precizni zpracovani davaji této
praci velmi vysokou kvalitu. Veskers data jsou podrobena kritickému posouzeni a jsou z nich
vyvozeny patfi€né zavéry.
7 vy$e uvedenych divodi
doporucuji

pfijmout diserta¢ni praci Ing. Petry Krejcové k obhajobg.

Yy

V Praze dne 18.9.2013 doc. Ing. Jan Pének, CSc.

oponent




POSUDEK OPONENTA DISERTACN{ PRACE
Ing. Petry Krejcové

Vyznamné sirné metabolity v rostlinach ¢eledi Alliaceae (¢esnekovité)
Vedouci prace: doc. Ing. Roman Kubec, PhD.,

PiedloZena disertacni prace Ing. Petry Krejéové sleduje problematiku vyznamnych
sirnych metabolitll ve dvou malo prozkoumanych rostlinach ¢eledi Alliaceae - Cesneku
stopeckatém (Allium stipitatum) a ¢esneku sladkém (Tulbaghia violacea). Disertaéni prace je
psana velmi piehledné a srozumitelné. Obsahuje fadu vysledki jak z oblasti stanoveni a
identifikace sirnych metaboliti fadou spektroskopickych metod, jako i popis mechanismu
jejich tvorby. Dale je zde popséna jejich biologick4 aktivita (antimikrobialni, antiparaziticka,
rostlin Celedi Cesnekovitych pro potravinafské potteby. Je pojata velmi komplexné a vedle
stanoveni sekundarnich metabolitd je dobfe doloZena i jejich struktura na yékladé podrobného
spektroskopického studia veskerymi dostupnymi technikami. Je rovnéZ podrobné diskutovan
rozdil mezi vysledky ziskanymi v této praci a vysledky uvadénymi v literatute.

Disertacni prace je psna klasickym stylem, bez vyznamnéjsich gramatickych i
stylistickych chyb. Lze ji snad v tomto smyslu vytknout ob&asné pouZiti ,,laboratorni
hantyrky* a par preklepli (chybi mezery mezi hodnotami a jednotkami, u nékterych citaci je
uvaden plny nazev, u jinych zkaceny, atd.), jakoZ i uvadéni linearnich zavislosti (viz obr. 37).
V Cesneku stopeckatém byla identifikovana a charakterizovana dosud v literatufe nepopsana
sirnd aminokyselina (R)-S-(2-pyridyl)cystein-N-oxid a cela fada jejich sekundarnich
metabolitll, vznikajicich pisobenim enzymu alliinasy. Vysledky jsou graficky i statisticky
zpracovany na dobré trovni. Vysledky byly publikovany ve dvou pracich v prestiznim
Casopise J. Agric. Food Chem. a jedna prace je v rukopise pfipravena k odeslani do J.
Ethnophamacol. To ve zna¢né mife usnadiiuje praci oponenta. V praci bych o&ekaval
doporucenti ur¢itého postupu pro piipadné praktické vyuZiti obou rostlin pro potravinafské a
kulinafské potieby.

K praci mam nékolik dotazii a pFipominek:

1. 'V soucasnosti se kromé sledovani nutri¢ni hodnoty surovin pro vyrobu potravin a

potravinovych vyrobkd sleduje také jejich zdravotni ,,benefity*. Byly, kromé sirnych analogy,
sledovéany nékteré dalsi biologicky aktivni latky?

2. Jaka je asi progndza uplatnéni studovanych druhd gesneku v obou odvétvich a jaky je ptinos
vysledkil pro yakladni a aplikovany vyzkum?

3. jakym smérem se bude v nejbliz§i budoucnosti ubirat vyzkum sekundarnich metabolitl

s obsahem siry (ev. selenu)?

Zavér: Disertaéni praci pFinasi nové a publikované &i publikovatelné vysledky.
Diserta¢ni praci doporucuji k obhajobé& pied komisi a na zikladé jejiho isp&ného
ukonceni doporucuji v souladu s pfisluSnymi paragrafy Zikona o vysokych $kolach
udélit Ing. Petie Krejcové titul Ph.D. ve studijnim programu Chemie, studijnim oboru
wZemédélska chemie®.

Ve Zling 16. 9. 2013.
Prof. RNDr. Vlastimil Kubari, DrSc.



