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Odpovédi na ptipominky oponentského posudku doe. Dr. Ing. Karla Cejpka
pii obhajobe disertacni prace Ing. Petry Krejcové

Neni ziejmé, zda zkouSené rostlinné vzorky byly péstované pod kontrolou pracovist’,
které vzorky poskytly, nebo byly ziskiny nap¥. sbérem v puvodnich regionech. I kdyz
v praci jde primarné o identifikaci kliCovych slozek, ne jejich kvantifikaci, jaka je
variabilita koncentraci sirnych aktivnich latek a jejich prekurzori v ¢esnekovitych
rostlinach?

Cibule rostliny Allium stipitatum privodné pochazely z oblasti jejich typického vyskytu, a sice
Hodja-obi-Garm (pohori Hissar, Pamir, Tddzikistan), kde byly nalezeny Dr. Leonidem
Bondarenkem.

Rostliny rodu Tulbaghia byly ziskdny z: Hoyland Plant Centre (Hoyland, VB), Silverhill Seeds
(Cape Town, JAR) a NCCPG National Collection of Tulbaghia (Prime Perennials Nursery,
Llanilar, Aberystwyth, VB). Z téchto zdrojii byly ziskdny sazenice, které byly péstovdny ve
stejném substrdtu 1-2 roky pro eliminaci variability sloZeni piidy.

Variabilita koncentraci sirnych ldtek je velkd, poméry sirnych aminokyselin jsou uvedeny
v disertacni prdci v tabulce 2 na strané 8.

Rod Tulbaghia obsahuje podle ziskanych vysledkii pouze aminokyselinu marasmin,
prip. stopy methiinu. Znamena to, Ze na rozdil od cesneku stopeckatého se zde
nevyskytuji zasobni y-glutamoylpeptidy?

Zdsobni y-glutamoylpeptidy jsou pravdépodobné pFitomny i v rostlindch rodu Tulbaghia.
Identifikace y-glutamoylpeptidii v téchto rostlindch v§ak nebyla predmétem zkoumdni.

Byla sledovana stabilita testovanych liatek? Napf. zména chut'ového projevu
marasmicinu béhem Fedéni evokuje moznost vzniku rozkladného produktu.

Stabilita testovanych ldtek nebyla pFimo sledovana. Nicméné pri biologickém testovdni nebyl
pozorovdn zdadny rozklad. Senzorické testovani marasmicinu bylo provdadéno béhem 2 hodin.
Zména chuti byla zfejmé zpiisobena Fedénim.

V Experimentalni ¢asti jsem nenaSel podminky derivatizace aminokyselin pred
stanovenim, ani metodiku senzorického hodnoceni marasmicinu. Byla pfi senzorickém
testovani pouZzita metoda Taste Dilution Analysis?

Podminy derivatizace jsou uvedeny v disertacni prdci na str.5)5.

Metodika senzorického hodnoceni je uvedena na str.56. Pri senzorickém testovdni metoda
Taste Dilution Analysis pouZita nebyla.



V Experimentalni ¢asti je u metody HPLC &. 1 v popisu gradientu béhem 15.-25. min
uveden pokles z 60% na 3% MeCN — byl pro nastaveni téch dlouhych 10 min néjaky
zamér nebo divod (obvykle totiz staci 2-3 min na pfrevedeni do vychoziho stavu mobilni
faze)?

Desetiminutové prevedeni do vychoziho stavu Zadny zvlasmi ditvod nema, jde o pozistatek po
optimalizaci metody.

V praci je demonstrovano vyuZiti modernich identifika¢nich technik, které umoZiuji
méieni sloZzeni vzorku v realném case (technika DART-MS), coZ je vyznamné myj. i pro
pripadny kineticky popis a sledovani nestabilnich metaboliti. V této praci jde zejména o
studium vzniku nestabilnich sulfenovych Kkyselin, resp. isomerniho N-oxidu. Miuzete
uvést, jaké jsou pripadné limity techniky DART?

Limity techniky DART: Ize ziskat pouze elementdrni vzorec mérené ldtky (neni mozZno zjistit
strukturu mérené latky);, u méné tékavych ldtek je nutno volit vy$si desorpéni teploty, takze
miuiZe dochdzet kjejich degradaci; u latek, ke kterym neni k dispozici standard, je obtiZnd
kvantifikace.

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

Testovani minimdlni inhibicni koncentrace sirnych ldtek bylo provadéno zavedenou metodou
podle CLCIL Test byl provadén ve dvou nezavislych experimentech popr. dokud nebyla dvé
méreni shodnd. U uvddénych nejistot jde o smérodatné odchylky.

Z textu neni vZdy uplné jasné, zda jednotlivé latky testované na biologickou aktivitu jsou
ty isolované nebo syntetizované (mohou byt odliSné Cistoty). Praci by sluSelo i zjisténi
celkové biologické aktivity pro typické nebo predpoklidané komercéné vyuZitelné
extrakty ze studovanych rostlin. Mohou se v nich totiz uplatnit i jiné aktivni slozky
zkoumanych rostlin, a také napf. synergicky efekt. Studium celych extrakti ale zifejmé
nebylo definovano v zad4ni této prace.

Testované ldatky z rostlin A. stipitatum byly synteticky pripravené z diuvodu jednodussi syntézy
a ndslednému precistént.
Marasmicin byl z rostlin rodu Tulbaghia izolovdn. Extrakt z téchto rostlin byl neddvno

testovdn v rdmci jiné prdce vzmikajici na katedie a byla zjisténa blizka souvislost
s biologickou aktivitou marasmicinu.

Jak vyznamna je biologicka aktivita nesirnych slozek ¢esnekovitych rostlin, napf.
fenolovych latek? Jaky podil na popisovanych biologickych aktivitich maji popisované
sirné latky a jaké ostatni aktivni slozky ¢esnekovitych?

Fenolické slouceniny jsou obsazeny v cCesnekovitych rostlindch hlavné v zelené nati. Jen
cibule kuchynska md fenolické slouceniny i v cibuli. V cibuli je zastoupeni fenolickych ldatek
(derivatii kvercetinu) 300 mg/kg.

Fenolické slouceniny maji vyznamné antioxidacni viastnosti.



Bez testovani nelze Fici, jak se jednotlivé slozky podileji na biologické aktiviteé.

Pro hodnoceni biologické aktivity, zvlaSt’ pokud je tak Siroce pojata jako zde, by bylo
prinosné aplikovat pristup zahrnujici ,,benefit” i ,,risk*. Pro¢ nebyly latky testovany pro
urceni alespon nékterych forem toxicity?

Biologické testovdni se provddélo na pracovistich v blizkém okoli a ta podobné studie
neprovddi. I vzhledem k casové ndrocnym experimentiim v rdmci prdce jiZ k testovdni toxicity
nedoslo. Testovdani by samoziejmé bylo vhodné vzhledem k potencidlné negativnim
vlastnostem pyrithionu.

Existuje néjaka referencni latka, ke které je obvykle stanovevina biologicka aktivita
typu inhibice cyklooxygenasy a dalSich testi — kap. 5.2.3, str. 91, napf. ve formé
vyjadieni ekvivalentu koncentrace té referenc¢ni latky? Pro srovnani wucinku
jednotlivych latek by to bylo vyhodné.

Bylo uvedeno v prezentaci.

V prici mi chybi informace o ucasti sledovanych sirnych aktivnich litek v redoxnich
reakcich nebo p¥i zhdSeni radikala. Existuji néjaké relevantni udaje v literature?

Redoxnich reakci se ucastni u Cesnekovitych rostlin S-alk(en)ylcysteiny (napi. u Cesneku S-
allylcystein). Tyto latky dokdzi vdzat hydroxylové radikdly, peroxidové radikdly i singletovy
kyslik.

Literatura - Colin-Gonzdlez A. L., Santana R. A., Silva-Islas C. A., Chdnez-Cdrdenas M.
E., Santamaria A., Maldonado P. D. The antioxidant mechanisms underlying the aged garlic

extract and S-allylcysteine induced protection. Oxidative medicine and cellular longevity
2012, 2012, 1-16

K textu kapitoly Zivér musim uvést, Ze pokud nebyly analyzoviny na biologickou
aktivitu celkové extrakty, ale jen jednotlivé latky, nelze s urcitosti tvrdit, Ze jsou za
ucinky rostlin zodpovédné pravé a jen sledované sirné latky, jakkoli je to
pravdépodobné. M4, podle Vaseho nazoru, vétsi potencial stiat se komer¢né vyuZivanym
zdrojem sirnych biologicky aktivnich latek Cesnek stopeCkaty nebo néktery ze zastupci
rodu Tulbaghia?

Obé studované rostliny obsahuji vyznamné senzoricky a biolgicky aktivni ldtky. Nicméné vyssi
aktivita testovanych sirnych ldtek byla nalezena v rostlindach A. stipitatum. Proto se
domnivam, Ze predevsim tato rostlina by se mohla stdat zdrojem zdravi prospésSnych ldtek.
Nejdrive je samoziejmé nutné prostudovat i zdravotni rizika téchto ldtek.

V Ceskych Budgjovicich dne 23. 9. 2013

Petra Krejcova



Odpovédi na ptipominky oponentského posudku doc. Ing. Jan Panka, CSc. pii
obhajobé diserta¢ni prace Ing. Petry Krejcové

Pyrithion (resp. extrakty rostlin, které jej ve vétsi mife obsahuji) se docela Siroce
vyuziva v lidovém lé¢itelstvi, nap¥. p¥i 16¢bé malarie. Kromé toho se udajné tyto
extrakty komeréné vyuZivaji do Sampénii proti lupim. Genotoxické plisobeni je ziejmé
prokazano. Je ale néco znimo o jeho vstfebavani pii peroralni aplikaci a o potenciilnim
vstiebavani kazi?

O perordlni aplikaci jsem bohuzel Zidnou literaturu nenasia.

Je néco zndmo o vlivu klimatu na syntézu sledovanych sekund4rnich metabolita? Jde o
podnebni odliSnosti v piivodni domoviné téchto rostlin (jizni Afrika, resp. jizni Amerika)
a v oblastech mirného pasma.

Obsah sirnych ldtek je zavisly na slozeni piidy (obsah siry, dusiku) a také podnebi. Tyto vlivy
Jsme se snazili eliminovat péstovdnim rostlin rodu Tulbaghia ve stejném substrdtu a za

stejnych klimatickych podminek po dobu 1-2 let.

V Ceskych Budg¢jovicich dne 23. 9. 2013

Petra Krejéova



ZAPIS Z OBHAJOBY DISERTACNI PRACE ING. PETRY KREJCOVE ZE DNE 23. 09. 2013

Prof. Kalag, pfedseda oborové rady, zahdjil obhajobu a predstavil jednotlivé ¢leny komise a oponenty.
Rizeni obhajoby prevzal prof. Lachman. Ten seznamil pfitomné s Zivotopisem uchazecky a s jeji
publikaéni ¢innosti.

Prof. Ktizek, vedouci katedry aplikované chemie ZF JU, ptednesl stanovisko katedry a doporuéil praci

k obhajobeé.

Doc. Kubec, Skolitel uchazetky, seznamil pfitomné se svym stanoviskem, velice ocenil i zapojeni
uchaze¢ky do vyzkumného tymu, pomoc ostatnim &lentim tymu a spolupraci s nékterymi partnerskymi
pracovisti. Nakonec doporuéil praci k obhajobg.

Prof. Lachman vyzval uchazecku o pfedstaveni své disertatni prace formou prezentace s vykladem.

Po prezentaci piednesl prof. Kubati sviij oponentsky posudek a poloZil uchazedce dotazy. Viechny
byly zodpovézeny, oponent konstatoval, Ze je spokojen.

Dalsi oponent, doc. Panek, pfednes! sv{ij posudek a polozil uchazedce dotazy. Viechny byly
zodpovézeny k plné spokojenosti oponenta.

Tteti oponent, doc. Cejpek, pfednesl sviij posudek a polozil uchazeéce celou fadu dotazi. V3echny
byly zodpovézeny, oponent konstatoval, Ze je s odpovédmi spokojen.

Prof. Lachman nasledné oteviel diskusi:

Prof. KfiZek: Jiz n&€kdo zjist'oval antiparazitickou aktivitu zminénych latek?

Ing. Krejéova: Ne, byl to nas vlastni napad i vyzkum. V lidovém légitelstvi se totiz studované
rostliny pouZivaji proti sttevnim parazittm.

Doc. Kubec doplnil antimalarickou aktivitu n&ktery latek.

Doc. Dadékova: Jsou zmingné latky soudasti komerénich 16&iv?
Ing. KrejCova: Ne, jen zatim uzivané pouze v lidovém 1égitelstvi.

Prof. Kolat: U né€kterych rostlin vznikaji bioaktivni latky jen pokud je rostlina ve stresu. Jak je tomu u
¢esnekovitych rostlin?

Ing. Krejcova: Je to pravdépodobné, nicméné kvalitni védecké Udaje nejsou k dispozici.

Prof. Lachman: Maji tyto cizokrajné rostliny Sanci na uplatnéni a na péstovani ve velkém i v CR?
Ing. Krejéova: JelikoZ nejsou naro&né, nejspis by to lo.

Doc. Dadékova: Vice dat u tabulky tykajici se péru znamena vice odbera?
Ing. Krej¢ova: Ne, jedna se o rtizné literarni zdroje.

Prof. Kala¢: Nehrozi pfi zavedeni téchto rostlin do CR, e se tyto druhy stanou invazivni?
Ing. Krej¢ova: To nelze spolehlivé odhadnout.

Prof. Ttiska: V jaké &4sti éesneku a rostlin rodu Tulbaghia se tyto aktivni latky nachdzeji?



Ing. Krejéova: Vyskytuji se ve viech ¢astech, nicméné primarné jsou zastoupeny ve strouzcich
resp. kofenech.

Prof. Ttiska: Kde jste provadé&li testy proti Alzheimerové chorob&? U nas na JU?
Ing. Krejcova: Ne, bylo to v Kodani na stazi.

Prof. Kala¢ pochvélil kvalitu a rozsah literarniho prehledu a doporugil ke zvaZeni, zda by z toho
nebylo moZné sepsat review. Déle vyzdvihl celkovou tirovett prace, tématu i gkolitele.

Prof. Lachman ukongil rozpravu, komise a $kolitel se nasledng odebrali k nevefejnému hodnoceni a
k zdvére¢nému hlasovani. Hlasujicich: 7. P¥itomno: 7. Pro: 7. Proti: 0. Zdrel se: 0.

Ing. Petra Krej¢ova tispé$n& obhgjila svou disertadni praci.

V Ceskych Bud&jovicich dne 23.09.2013 zapsal Martin $eda.



