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Ptedlozena dizertacni prace, kterou Ing. Kristyna Kupcova vypracovala na téma
Sekundarni sirné metaboliky houZevnatce jedlého, je velmi hodnotnym dilem
vyznamnym pro oblast analytické chemie, vyuzitelna v 1ékafstvi i v potravinaisti i
dalSich védnich oborech. Biologicky aktivni latky houZevnatce jedlého nejsou
dostate¢n€ prozkoumané, proto se tato doktorska prace vénuje jejich detekci, izolaci a
charakteristice jejich u¢inki.

Autorka rozd€lila praci do Sesti hlavnich kapitol. Praice ma celkovy rozsah 98
stran. Na zaver prace je zafazen seznam poZitych zkratek, coZ pFispiva &tenafi k snazsi
orientaci v textu. Za pon€kud neS$tastné povazuji zafazeni zdroji obrazki bez
jakéhokoliv odk4zani se od obrazku na zavér prace. Ctenaf netusi, Ze néco takového
v prici je obsaZeno a domniva se, Ze obrazkum citace zdroji chybi nebo, Ze patti
autorce.

V logicky ¢lenéné a vzajemné vyvéazené literarni reSer$i shrnujici poznatky o
pivodu, kultivaci i vyuZiti houby, jejich senzoricky aktivnich latkach, i biologickych
vlastnostech je na 24 stranach ptehledné shrnut stav soucasného poznani o této 1é¢ivé
houbé. Na str. 3 lze vytknout nepouZiti kurzivy pro oznacéeni &eledi fadu, tfidy a fie.
Na stran€ 5 uvadi autorka, Ze pfi kultivaci na pilinach je vynos houby 3-4x vyssi. Jaky
je ale bé€zny vynos houby?

Hlavnim cilem prace bylo studium sekundéarnich metaboliti houZevnatce
jedlého s dirazem na sirné metabolity, jak jejich strukturu, tak mechanismus tvorby i
biologické vlastnosti. Cile jsou formulovéany jasné a srozumitelné.

K metodice je moZno uvést, Ze v praci bylo provedena izolace senzoricky
aktivnich latek, izolace kyseliny lentinikové, gama-glutamyltransferazy a C-S lyazy,
syntéza lenthioninu, monitoring rozkladu lentinikové kyseliny a testovani
cytotoxickych, antimikrobidlnich a protizanétlivych a antioxida¢nich u¢inkt extrakti
ziskanych z rizné tepelné o$etfenych plodnic houby.

V praci jsou na str. 4 popsany 2 typy houby. Se kterym typem autorka
pracovala? Da se pouzity materidl charakterizovat stafim nebo fazi vyvoje houby
v jaké je vuvedené organizaci sklizen a dodavan do prodeje a ve které byl tedy
pravdépodobné i pouzit pro analyzu?

Lze doplnit, jaké stafi asi mé€li pouZité plodnice ¢i néjak definovat jejich
rustovou fazi? Autorka uvadi, Ze u testu antioxida¢ni aktivity metodou DPPH byl jako
slepy vzorek pouzit metanol, pro testovani lenthioninu byl ale pouzit ethanolovy
roztok. Pro¢ tomu tak bylo?
testti chybi, ackoliv autorka v ¢asti vysledky a diskuzi uvadi, Ze mezi varianta mi byly
¢i nebyly statistické rozdily.

Vysledky jsou prezentovany formou piehlednych tabulek, ale i obrazki a grafu
a soucasné diskutovany s dostupnou literaturou. Pro¢ v tabulkach neni uvedeno IC 50?
U popisi tabulek a grafii chybi poznamka, co znamena hodnota za +, pravdépodobné
se jednd o smérodatnou odchylku? Podobné u grafi by byla vhodna zminka, co
ukazuji rozptylové use¢ky. U obr. 32 znamenaji *** nad lenthioninem statistickou



prikaznost? U tohoto grafu lze také vytknout anglické popisky na rozdil od ostatnich
obrazku.

Cast vysledku tykajici se biologické aktivity lenthioninu jiZz byla odeslana do
redakce v€deckého Casopisu a je ptipravena ke zvefejnéni, coZ potvrzuje jejich
v€deckou hodnotu. Ziskané vysledky pfispély k rozsifeni informaci o biologické
aktivit¢ extrakti z plodnic i lethioninu, mozZnosti jeho syntézy a také o pfitomnosti
dalsich sekundarnich metaboliti v houZevnatci jedlém.

Pouzita literatura vychazi z rozsahlého souboru cca 172 citaci védecké literatury
témé&f vyhradné zahrani¢nich autorii. Zahrnuje jak prace starsi (pfed rokem 2000), tak i
nové aktualni zdroje.

K prdci mdm ndsledujici dotazy:

1) V préci byl detekovan methylendisulfid v Eerstvych i mraZenych houbach, mize
autorka konstatovat, ve které formé upravy ho bylo obsaZeno vice?

2) Jak velké produkce dosahuje houzevnatce jedlého je v CR? Jaky je jeho primémy
vynos?

3) Existuji rizné ,,odridy* houzevnatce jedlého?

3) Jakou kulinafskou upravu by autorka doporucila z hlediska zdravotniho uinu této
1é€ivé houby jako nejvhodnéjsi?

Zavérem je mozno konstatovat, Zze pfedloZena dizertatni prace ma i pfes drobné
formalni chyby vysokou hodnotu zejména pro dalsi studium biologicky aktivnich latek
houzevnatce jedlého i jejich potencidlni vyuziti v lékafstvi. Prace je zpracovana
vécné, srozumitelné a na vysoké védecké drovni. Autorka splnila stanovené cile.
Zjisténé vyzkumné vysledky jsou aktualni, nové a cenné pro dalsi vyzkum. Autorka
prokazala, Ze ma smysl pro védeckou praci, umi experimentalni materidl nejen
ziskavat, ale i zpracovat a prezentovat.

Na zakladé uvedenych skute¢nosti doporu€uji oponentni radé dizerta¢ni praci Ing.
Kristyny Kupcové piijmout k dalSimu fizeni a po jejim uspé$ném obhéjeni udélit
jmenované akademicky titul ,,Doktor*.

V Ceskych Budgjovicich dne 20.12.2017
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Vypracovala: doc. Ing. Jana Pexova Kalinova, Ph.D.
Zemédelska fakulta
JihoCeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
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Posudek oponenta disertac¢ni prace

Disertacni prace:
Sekundérni sirné metabolity houZevnatce jedlého

Autor: Mgr. Kristyna Kupcova
Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zemédélska fakulta

Prace Mgr. Kristyny Kupcové je zaméfena na studium chemick)"ch- zmeén sirnych
slou¢enin houby houZevnatce jedlého - shiitake (Lentinula edodes (Berk) Pergler).
Prekurzorem téchto zmén je lentinikova kyselina, sirny dipeptid s velmi zvlastni strukturou,
ktery se, po naruseni pletiva houby, enzymové rozklada na celou fadu tékavych sirnych
sloucenin, z nichZ je nejvyznamnéjsi lenthionin. Autorka rovnéZ zmifiuje pfitomnost dalsich
biologicky aktivnich latek neobsahujicich siru, z nichZ nejvyznamné;jsi je polysacharid
lentinan ze skupiny (1—3, 1—6)-B-glukanii. Druha ¢ast prace je zaméfena na testovani
biologické aktivity extrakti Cerstvého a kulinarné zpracovaného shiitake a izolovaného
lenthioninu. Testovana byla antioxidacni, cytostaticka, antimikrobialni, imunomodula¢ni a
jeji schopnost samostatné védecky pracovat. Toto asi nejlépe doklada skutecnost, Ze vysledky,
které jsou tématem disertacni prace, byly v leto$nim roce publikovany v impaktovaném
¢asopise International Journal of Medicinal Mushrooms.

Souhrn préce pin& odpovida jejimu obsahu. Uvod struéné a jednoznaéné uvadi étenate
do fesené problematiky. Teoreticka ¢ast ukazuje, Ze uchazecka umi dobfe pracovat
s védeckou literaturou. Seznam citaci je zpracovan s velkou peélivosti a neobsahuje naprosto
Zadné nedokonalosti. VyuZiti velkého mnoZstvi publikovanych dat dava této casti
odpovidajici kvalitu. Cile prace jsou formulovany pfesné dle poZzadavki struné€ a jasné.

V teoretické &asti mi naopak chybi pongkud podrobnéjsi zminka o biologickych
vlastnostech lentinanu, ktery samoziejmé neni sirnou slouc¢eninou a tudiz se trochu vymyka
tématu price, ale je ziejmé nejznaméjsi a nejvyznamnéjsi biologicky aktivni latkou shiitake.
Chtél bych pozadat disertantku o doplnéni tohoto pii obhajobé.

Prakticka €ast prace je zpracovéana velmi precizn€. Zabyva se metodikou sledovani
vzniku (v&etné separace a identifikace) tékavych i net€kavych sirnych slouc¢enin a metodikou
testovani biologické aktivity. Tato ¢ast je ptehledna a srozumitelna, pracovni postupy jsou

popsany velmi pfesné a logicka stavba experimentu je naprosto ziejma. Vysledky jsou velmi



pfehledné usporadany v tabeldrni nebo grafické formé, cenné jsou i Casosb&érmné mikroskopické
snimky kultivace mikroorganismu pfi sledovani biologické aktivity. Velmi ocefiuji
identifikaci a priikkaz biologické u¢innosti adenosinu (str. 66). Diskuse vysledki je na
vynikajici urovni. RovnéZ mimofadné oceiiuji jiZ zminénou publikaci ¢lanku v impaktovaném
casopise.

Zavéry préace jsou formulovany stru¢né, piehledné a srozumitelné a koresponduji

s vyty¢enymi cili. Jazykové, grafické a formalni zpracovani prace je vynikajici.

K praci mam né€kolik doplityjicich dotazi:

e Chybi mi uvaha, pfipadné s podporou literarnich zdroji, co se dé&je s aktivnimi latkami
v travicim traktu ¢lovéka.

e Na str. 68 autorka konstatuje, Ze se nepodafilo optimalizovat metodu. M4 ale autorka
né&jakou vahu, jak by bylo mozné zlepsit v tomto pfipad€ u¢innost separace?

e Jsou velké rozdily ve vysledcich antioxida¢ni aktivity méfené metodou DPPH a
ABTS. Lze tyto rozdily vysvétlit s pfihlédnutim ke sloZeni latek s antioxida¢ni
aktivitou?

K praci mam jesté n€kolik viceméné formalnich pfipominek:

e Str. 15, 2. odst.: Formaldehyd je mimotadné duleZitym kontaminantem. V té
souvislosti mi zde chybi jiZ pfed lety publikované stanovisko EFSA zabyvajici se
bezpecnosti konzumace shiitake.

e Str. 18: V prvnim odstavci o antiviralnich vlastnostech je pouzita jiZ hodné zastarala
literatura a nejsem si jist spolehlivosti publikovanych dat.

e Str. 27: Druhy bod cili prace je formulovan ponékud nestastné. Biologicka aktivita
extraktd se neporovnavala s lenthioninem, ale s danymi standardy, napi. ATB.

e Str. 40: V kap. 4.12.1. se piSe, Ze ,,Pisobeni proteazy bylo zastaveno pfidanim
vhodného média“. Co je to ,,vhodné médium*?

e Str. 58, posledni odstavec: MozZna se dalo pokusit o néjakou predikci — minimélng u
kultury PaTu — houby se jedi vZdy tepeln€ upravené.

e Str. 62, 1. odst.: NaznaCena strukturni podobnost chemoterapeutik s lenthioninem je
zavadgjici, jde o zcela odlisné slouceniny; napf. bleomycin je glykopeptid, busulfan je

butandiolsulfonat atd.



e V nékterych ptipadech jsou uvedeny hodné spekulativni uvahy — napf. na str. 62
v poslednim odstavci ...“s¢itani nebo nasobeni i¢inki“...; na str. 74 posledni dvé
ukoncené véty.

e Neékteré formulace, napf. kohoutkova voda nebo trypsinizace, zn&ji ponékud

nevédecky.

Vyuziti velkého mnozZstvi namétenych a publikovanych dat a precizni zpracovani davaji této
praci velmi vysokou kvalitu. Veskera data jsou podrobena kritickému posouzeni a jsou z nich
vyvozeny patfi¢né zavéry.
Z vySe uvedenych diivodi
doporuduji

pfijmout disertacni praci Mgr. Kristyny Kupcové k obhajobé.

N E—~

V Praze dne 29.12.2017 doc. Ing. Jan Panek, CSc.

oponent



Posudek oponenta na disertacni praci Kristyny Kupcové: Sekundéarni sirné

metabolity houZevnatce jedlého.

Predkladana disertacni prace si vytycila dva hlavni cile. V prvni ¢asti se autorka pokusila
osvetlit vyskyt pfedpokladanych meziproduktd enzymatického rozkladu kyseliny lentinikové
v houZevnatci jedlém za pomoci modernich analytickych technik. Druha ¢ast je pak zaméfena
na vliv kulinafskych dprav na bioaktivitu vodnych extraktti houZevnatce a porovnani téchto
efekti s bioaktivitami jednoho z hlavnich simych metabolit houZevnatce a to lenthioninu.

Po formdlni strance je prace velmi pékné vypracovana: Na prvnich 27 stranach nas autorka
seznamuje s problematikou bioaktivnich obsahovych latek v houzevnatci, pficemz tato pasaz
je napsana srozumitelné s minimem formalnich a vécnych nedostatkl (viz nize). Metodicka
Cast prace (str. 28-46) je rozebrana velmi podrobné s dostateénym mnoZstvim detailti nutnych
pro pochopeni postupu praci a téZ ilustrujici $ifi metod, jeZ autorka b&hem prace pouzila nebo
se s nimi alespon seznamila. Vysledky a diskuze (str. 49-75) jsou téZ napsany srozumitelné.
Vysledkova Cast obsahuje pomémé velké mnozZstvi negativnich vysledd (zejména v prvni
Casti stanovenych cilil), ale osobné to povazuji za normalni p#i vyzkumném ukolu jenz je
pousti na nejistou plidu. Déle prace obsahuje struéné shrmuti ve formé zavéru, seznam
literatury ¢itajici 172 odbornych ¢lankt, seznam zkratek a pfilohy ve formé obrazki. K praci
jsou pfiloZzeny 3 publikace: jedna v mezinarodnim casopise International Journal of
Medicinal Mushrooms a dv& Cesky psané publikace ze sborniku ,,.Sympozia o Novych

Smérech Vyroby a Hodnoceni Potravin®. Tolik k formalni a obsahové strance prace.
K jednotlivym oddilim mam nésledujici pfipominky a dotazy:

Uvod:

- Jaky je fakticky rozdil mezi bodem a) a bodem c) v podkapitole 2.4.1 Shitake jako
antioxidant™ (str. 16): a) pfimy antioxida¢ni efekt k udrzeni takové urovné
antioxidantu, ktera je nutna k prevenci produkce volnych radikalt a za c) eliminace jiZ
vytvoienych radikall. Respektive prosim dovysvétlete bod za a)

- Na strané 17 autorka nejdfive popisuje antioxidacni vlastnosti fenolickych latek a poté
pokraCuje vétou v dalsim odstavci, cituji: ,Farmakologicky efekt podani
polysacharidové frakce ze shitake byl také testovan in vivo na mysich.* Osobné se mi

tato véta zda mimo kontext, jelikoZ se o polysacharidech v této ¢asti prace piSe vibec



poprvé. Nebo se za polysacharidovou frakci se zde pog&itaji téZ rozpustné polyfenoly o
kterych je cela predesla kapitola? '

V kapitole o antimykotikych vlastnostech (str. 20) autorka nékolikrat hovofi o
,antifungicidnich latkach®, coz je zjevné 3patnd formulace, jelikoZ se jedna bud’ o
latky fungicidni nebo antimykotické jak ostatné je i v nadpisu.

Osobné bych preferoval u konkrétné uvedenych bioaktivnich latek (antimikrobialnich
& cytostatickych) uvést téz idaj o efektivité té€chto latek (hodnota ICso ¢i MIC), aby

mél &tendt predstavu v jakych Fadech se potence téchto latek pohybuje.

Metodika:

Na str. 37 je uvedeno Ze Cistota syntetizovaného lentioninu byla meéfena pomoci
HPLC-PDA, GC-MS a NMR, pii¢emz dle prvnich dvou zmin€nych metod byla cca
98%, jaké byla &istota dle NMR? Osobné si myslim, Ze NMR spektra by méla byt
soutasti prace (alespoit v pfiloze). To stejné plati o ur€eni chemické identity kyseliny

lentinikové na str. 35.

Vysledky a diskuze:

V prvni vysledkové &asti autorka pfinasi pfimé dikazy o vzniku 1,2-dithiiranu (a
nasledné formaldehydu) enzymatickym rozkladem lentinikové kyseliny, coZ jsou jist€
velmi zajimava data, zejména pokud jsou to opravdu prvni pfiméa experimentdlni data
jak autorka piSe. NavrZend biochemickd draha vzniku lenthioninu a ptibuznych
slougenin viak pogita ze vznikem 1,2-dithiiranu samovolnym rozkladem thiosulfinatu,
jenz nebyl za pomoci HPLC-HRMS ve smési detekovan. Mohla by autorka vznést na
obhajobé n&jaky naznak & hypotézu jak by mohl 1,2-dithiiran vznikat beze vzniku
thiosulfinatu?

HPLC-MS analyza byla zaméfena na pfitomnost thiosulfinatu, jenZ nebyl nalezen na
zakladé monoisotopické hmoty. Pokusila se autorka hledat ve vzorcich téZ kyselinu
sulfonovou poptipadé jakékoliv intermediaty podobné molekularni vahy obsahujici
v&tsi mnoZstvi atomi siry (tato vlastnost by byla dobfe vystopovatelna na zaklad®
tvaru isotopické obalky)?

Nepokusila se autorka kvantifikovat mnoZstvi lenthioninu, popfipad® mnozZstvi

formaldehydu ve svych vodnych extraktech pouZitych na testovani bioaktivity,



poptipadé jsou takovato data u houZevnatce jedlého zndma? Dotaz sméfuje na
vysvétleni nékterych bioaktivit pfitomnosti téchto latek, popfipadé vyznamnost obsahu
t&chto latek v celkové bioaktivité extraktu.

- Sinterpretaci cytotoxické bioaktivitni &asti price veskrze souhlasim, aZ na jednu
drobnost. Autorka spravné ve shruti vysledkd piSe, Ze protirakovinny potencial
lenhioninu je spiSe zanedbatelny, oproti tomu na str. 75 pak zmifuje ,,Vzhledem
k nezanedbatelnym protinadorovym vlastnostem lenthioninu...” Tato tvrzeni jsou
v rozporu a myslim, Ze spravné je to prvni.

- Velmi mne potésilo a zé.ro.veﬁ trochu pfekvapilo nalezeni adenosinu v houZevnatci
jako bioaktivini latky zodpovédné za cytotoxicky efekt. Jak autorka pise extracelularni
adenosin opravdu miZe v urcitych koncentracich zplsobovat cytotoxickeé ¢i pro--
apoptické efekty. Existuje n&jaky divod pro¢ by vodny extrakt houZevnatce mohl
obsahovat velké koncentrace této latky?

- Autorka pfili§ nediskutuje rozdilné vysledky obdrzené u vodnych extrakti
houzevnatce ve dvou antioxidaénich esejich ABTS a DPHH. Mohla by autorka pouze
kratce na obhajob& zminit rozdil mezi témito dvéma esejemi, nikoliv metodicky ale co
se ty&e mechanismu a spektra detekovanych latek.

- Prot je v antibakterialni &asti vysledki a diskuze zmifiovan alicin? bylo zkoumani
antibakterialniho efektu alicinu soulasti této studie, pokud ano, pro¢ tyto vysledky
nejsou soudasti tabulky &.7. Pokud odkazuje véta na str. 70 na jinou studii méla by byt

tato studie citovana.

Zavérem bych chtél fici, Ze vySe zminéné body nesnizuji nijak kvalitu prace. Myslim si, Ze
autorka odvedla dobry kus prace a pouZila ke studiu problematicky simych metabolitd
houZevnatce Siroké spektrum metod. Doufam, Ze spiSe negativni vysledky v analytické Casti
prace povedou v budoucnu k rozieseni této problematiky a k odhaleni jak ke vzniku sirnych
slouenin v houZevnatci dochazi. Vlastni praci povaZuji za velmi pé€kn€ vypracovanou

srozumiteln& napsanou a rozhodné ji doporucuji k obhajobg.

V Ceskych Budgjovicich dne 27.12.2017 Pavel Hrouzek



