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Odpovédi k otdzkam doc. Ing. Jany Pexové Kalinové, Ph.D. k disertacni praci Kristyny Kupcové na
téma Sekundarni sirné metabolity houzevnatce jedlého:

Na strané 5 uvddi autorka, 7e pfi kultivaci na pilindch je vynos houby 3-4x vyssi. Jaky je ale béZny vynos
houby?

Odpovéd na otazku jsem dohledala v ¢asopise The Mushroom Growers” Newsletter: A Small-scale
agriculture alternative: shiitake mushrooms
(https://www.mushroomcompany.com/resources/shiitake/shiitake.shtml). Podle tohoto zdroje je
moiné z 2 kg pilinového substratu ziskat cca 500 g hub, z dievéného 3palku o vaze 2 kg pribliiné
150 g. Oboji pochopitelné v zavislosti na odriidé, druhu dfeva a podminkach kultivace.

V prdci jsou na str. 4 popsdny 2 typy houby. Se kterym typem autorka pracovala? Dd se pouZity materidl
charakterizovat stdfim nebo fdzi vyvoje houby v jaké je organizaci sklizen a dodavaén do prodeje a ve
které byl pravdépodobné i pouiit pro analyzu?

Shiitake typt je celd Fada, podafilo se mi dohledat existenci 7: Donko,Koshin, Jyodonko, Namidonko,
Chayori, Jyokoshin a Namikoshin. Bezpochyby jich existuje jesté vice, ale protoZe je houba znama a
vyhledavana pfedevsim v Asii, vétsina literatury je psana €insky Ci japonsky. Ktery typ jsem pouiila, se
mi zjistit nepodafilo, ackoli jsem o houbé chtéla znat viechny informace, které jsou prodejci znamy.
Stafi plodnice hub bylo v rozmezi 4-8 dni, bliZe to urcit nebylo moZné. Houba byla sbirana ve chuvili,
kdy by! jeji klobouk pFibliZné ze 70 % otevreny (pfi vétSim rozvinuti klobouku houba Sifi vytrusy a stava
se tenci, coZ neni Zadouci).

Autorka uvddi, Ze u testu antioxidaéni aktivity metodou DPPH byl jako slepy vzorek pouZit metanol, pro
testovdni lenthioninu byl ale poulZit etanolovy roztok. Pro¢ tomu tak bylo?

Pokusila jsem se co nejvérngji napodobit postup uvedeny ve ¢lanku KIM M., LEE J. a LEE J. Effect of
ultraviolet-B irradiation on antioxidative properties of aqueous extracts from shiitake (Lentinus
edodes) mushrooms. International Journal of Food Science and Technology. 2014, 49, 2276-2282.
V tomto ¢lanku DPPH radikal rozpoustéli v methanolu a néasledné k tomuto roztoku pfidavali vodny
extrakt Lentinula edodes. 34 jsem lenthionin ve vodé rozpoustét nemohla, jelikoz je ve vodé prakticky
nerozpustny (viz WADA S., NAKATANI H. a MORITA K. A new aroma-bearing substance from shiitake,
an edible mushroom. Journal of Food Science. 1967, 32, 559-561. Pokusit se ho rozpustit v methanolu
jsem zavrhla, protoZe u takto obtiZné rozpustné slouceniny by se mi pravdépodobné nepodafilo pfesné
tuto rozpustnost urcit, neni totiZ zndma (kdy je to nasyceny roztok a kdy je3té suspenze?). Oproti tomu
rozpustnost lenthioninu v ethanolu zndmd je (0,26 %, ziskano opét z WADA S., NAKATANI H. a MORITA
K. A new aroma-bearing substance from shiitake, an edible mushroom. Journal of Food Science. 1967,
32, 559-561).

Statistické hodnoceni je uvedeno u méreni protizanétlivé aktivity, u ostatnich testd chybi, ackoli autorka
v Cdsti vysledky a diskuze uvddi, Ze mezi variantami byly Ci nebyly statistické rozdily. Proc v tabulkdch
neni uvedeno IC50? Co znamend hodnota za *, pravdépodobné se jednd o smérodatnou odchylku?
Podobné u graf(i by byla vhodnd zminka, co ukazuji rozptylové usecky. U obr. 32 znamenagji *** nad
lenthioninem statistickou préikaznost? U tohoto grafu lze vytknout anglické popisky na rozdil od
ostatnich obrdzkd.

Pojmy ,byly ¢i nebyly statistické rozdily” opravdu nebyly vhodné zvoleny. U viech vysledki jsem
uvadéla jen smérodatnou odchylku a je to ta hodnota za +. Ze se jedna o smérodatnou odchylku
opravdu uvedeno byti mélo. Rozptylové usecky opét znaci smérodatné odchylky. Cast disertacni prace,
pfi které byla uréovana protizanétliva aktivita vodnych extraktG shiitake a lenthioninu, byla zpracovana



na veterindrni a farmaceutické univerzité v Brné a nevypracovavala jsem ji sama (jak na zalatku
kapitoly uvadim). Bohuzel byla se spoluautory horsi komunikace, proto jsem byla rada, Ze jsem graf
(obr. 32) ziskala, byt byl s anglickymi popisky a se tfemi hvézdickami, které opravdu znamenaly
vyznamny rozdil ve srovndani s buiikami oSetfenymi DMSO, p < 0,001. Hodnoty IC50 v tabulkach
uvedeny nejsou z toho divodu, Ze nejméné u poloviny vysledkd je nebylo moZné uréit bez predikéniho
programu. Ty z inhibiénich koncentraci, které bylo moiné urit bez predikénich programd, jsou
uvedeny v textu prace.

V prdci byl detekovdén methylendisulfid v Cerstvych i mraZenych houbdch. MiZe autorka konstatovat,
ve které formé upravy ho bylo obsaZeno vice?

BohuZe! nikoli, analytickou techniku DART jsem poutZivala k detekci meziproduktd rozkladu lentinikové
kyseliny, nikoli k jejich kvantifikaci. Kvantifikace pomoci DART by jisté mozna byla, pokud bych zvolila
vhodny vnitini standard, nicméné tim jsem se nezabyvala, Slo mi pfedeviim o urleni kvality (tedy o
detekci).

Jak velkd je produkce houZevnatce jedlého v CR? Jaky je jeho prémérny vynos?

Celosvétové tvofi produkce shiitake pfiblizné 25 % z celkové produkce hub, kterd je 8 miliont tun
rocné. V CR je pouze okolo 10 péstiren, ve kterych se péstuji pfevazné Zampiony, kterych se vypéstuje
priblizné 4 000 tun za rok. Shiitake se v CR péstuji jen okrajové a i nejvétsi péstirna hub v CR - Ceské
houby, a.s. (Sobéslav) — houby shiitake pro své odbératele z velké Casti dovazi. V Evropé se shiitake
péstuji nejvice v Polsku a vétsina shiitake hub v nasich velko i maloobchodech je pravé odtud.

Existuji rizné odridy houZevnatce jedlého?

Ano, shiitake odrid je cela fada, podafilo se mi dohledat existenci 7 z nich: Donko, Koshin, Jyodonko,
Namidonko, Chayori, Jyokoshin a Namikoshin. Bezpochyby jich existuje jesté vice, ale protoZe je houba
zndma a vyhledavana pfedevsim v Asii, vétsina literatury je psana insky €i japonsky. V CR jsou zndmé
pouze dvé odridy a to Donko a Koshin, které jsem zmifiovala v disertaéni praci.

Jakou kulinéfskou upravu by autorka doporucila z hlediska zdravotniho ucinku této léCivé houby jako
nejvhodnéjsi?

Na tuto otdzku se tézko v kratkosti odpovida, protoZe u riznych biologickych aktivit vychazely rizné
tepelné Upravy jako nejvhodnéjsi. Napf. pro cytotoxickou aktivitu viici burikém rakoviny déloZniho
Zipku byly tepelné upravy hodnoceny (fazeno vidy od nejvhodnéjsi tepelné Gpravy po tu nejméné
vhodnou) v fadé erstvé - prazené - vafené — sudené, vici bufikdm rakoviny jater v fadé Cerstvé —
vafené — suSené — prazené, viici burikam rakoviny slinivky v fadé Cerstvé — prazené —vafené — su3ené,
z hlediska antioxida&ni aktivity pak pomoci radikalu ABTS v fadé Cerstvé — vafené — prazené — sudene,
z hlediska antioxida¢ni aktivity pomoci radikdlu DPPH v fadé Cerstvé — praZené — vafené — suSené a
2 hlediska protizanétlivych vlastnosti v fadé praiené — suSené — vafené — Cerstvé.



Odpovédi k otizkam RNDr. Pavla Hrouzka, Ph.D. kdisertaéni praci Kristyny Kupcové na téma
Sekundarni sirné metabolity houzevnatce jedlého:

Jaky je fakticky rozdil mezi bodem a) a bodem c) v podkapitole 2.4.1 Shiitake jako antioxidant (str. 16):
a) pfimy antioxidacni efekt k udrieni takové drovné antioxidantd, kterd je nutnd k prevenci produkce
volnych radikdli a za c) eliminace jiZ vytvorenych radikdld. Respektive povysvétlete prosim bod za a).

Tuto &ast jsem citovala z éldnku POUCHERET P., FONS F. a RAPIOR S. Biological and pharmacological
activity of higher fungi: 20-year retrospective analysis. Cryptogamie: Mycologie. 2006, 27, 311-333.
Sama to interpretuji tak, Ze bod za a) v sobé zahrnuje inhibici vzniku a soutasné udrzeni nizké hladiny
volnych radikali. U bodu za c) tedy mechanismus eliminuje radikaly, mechanismus bodu za a) je
zaloZen na prevenci jejich vzniku.

Na strané 17 autorka nejdfive popisuje antioxidacni viastnosti fenolickych ldtek a poté pokracuje vétou
v dalsim odstavci, cituji: ,Farmakologicky efekt poddni polysacharidové frakce ze shitake byl také
testovan in vivo na mysich.” Osobné se mi tato véta zdd mimo kontext; jelikoZ se o polysacharidech v
této édsti prdce pise vibec poprvé. Nebo se za polysacharidovou frakci se zde pocitaji téZ rozpustné
polyfenoly, o kterych je celd predesld kapitola?

Spole¢nym jmenovatelem téchto dvou odstavcl jsou antioxidacni viastnosti shiitake. V kapitole byly
souhrnné popsany rdzné latky & skupiny sloucenin, které jsou za antioxidaZni efekt zodpovédné, resp.
o kterych se to vi (fenoly, polysacharidy a extrakty ziskané z organickych rozpoustédel). Opravdu spolu
fenolické latky a farmakologicky efekt polysacharidové frakce nesouviseji, proto jsem je oddélila
odstavcem. Souhlasim s tim, Ze tento prechod ,,z jednoho na druhé” mél byt plynulejsi a l1épe uveden.

V kapitole o antimykotickych vlastnostech (str. 20) autorka nékolikrét hovoii o Lantifungicidnich
Igtkdch®, co? je zjevné Spatnd formulace, jelikoZ se jednd bud o Igtky fungicidni nebo antimykotické jak
ostatné je i v nadpisu.

Souhlasim, opravdu mé zmatly vyrazy jako ,antifungal drugs”, které se béiné ve védecké sféfe
pouZivaji, ale Eesky nejsou spravné. Dékuji za upozornéni.

Osobné bych preferoval u konkrétné uvedenych bioaktivnich Igtek (antimikrobidlnich Ci cytostatickych)
uvést té3 udaj o efektivité téchto Idtek (hodnota IC50 i MIC), aby mél Etendi predstavu, v jakych Fadech
se potence téchto latek pohybuje.

Souhlasim.

Na str. 37 je uvedeno, Ze Cistota syntetizovaného lentioninu byla méfena pomoci HPLC-PDA, GC-MS a
NMR, pficemz dle prvnich dvou zminénych metod byla cca 98%, jaké byla Cistota dle NMR? Osobné si
myslim, Ze NMR spektra by méla byt soucdsti préce (alespori v priloze). To stejné plati o urCeni chemické
identity kyseliny lentinikové na str. 35.

Na str. 37 je uvedeno (cituji): ,Vzniklé krystalky svétle Zluté barvy (vytézek 2,4 g) byly charakterizovany
jako lenthionin (IIl) pomoci HPLC-PDA (metoda H2), GC-MS (metoda G1) a NMR. Cistota produktu byla
> 98 % (dle GC-MS i HPLC-PDA).” Metoda NMR nebyla poutzita ke kvantifikaci ani k urceni Cistoty latky.
Jinak souhlasim, Ze spektrum NMR mélo byt v praci uvedeno, kdyZ uz jsem se u ném zminovala a to jak
pro lenthionin, tak i pro lentinikovou kyselinu.



V prvni vysledkové dsti autorka pfindsi pfimé dikazy o vzniku 1,2-dithiiranu (a ndsledné formaldehydu)
enzymatickym rozkladem lentinikové kyseliny, coZ jsou jisté velmi zajimavd data, zejména pokud jsou
to opravdu prvni piimd experimentdini data, jak autorka piSe. NavrZend biochemickd drdha vzniku
lenthioninu a pfibuznych sloucenin vak pocitd se vznikem 1,2-dithiiranu samovolnym rozkladem
thiosulfinGtu, jenZ nebyl za pomoci HPLC-HRMS ve smési detekovdn. Mohla by autorka vznést na
obhajobé néjaky ndznak & hypotézu jak by mohl 1,2-dithiiran vznikat beze vzniku thiosulfindtu?

Mechanismus tohoto enzymatického rozkladu je pomérné slozity. Pomoci analytické techniky DART se
mi podafilo béhem rozkladu lentinikové kyseliny detekovat pouze 3 ionty obsahujici siru (praveé podle
izotopické obalky), a to jsou ionty nasleduijici:

rozdil

typ ionizace ion teoreticka [M - H]™ (Da) zméfend [M - H]" (Da) (ppm)
negativni [CHS2]™ 76,9525 76,9514 -0,624
[CH30.S)" 78,9859 78,9848 -0,970

[CH30,S.]" 110,9580 110,9569 -0,246

lon [CHS:]™ je s velmi vysokou pravdépodobnosti 1,2-dithiiran. Jak by mohlo dochazet k rozkladu
lentinikové kyseliny za tvorby téch zbyvajicich dvou meziproduktl, si neodvaZim odhadovat.
Analytickou technikou HPLC-HRMS se nepodafilo detekovat Zzadny meziprodukt jejiho rozkladu, a to
navzdory ubyvajici koncentraci kyseliny lentinikové, a bohuzel mechanismus rozkladu lentinikové
kyseliny nejsem schopnd navrhnout.

HPLC-MS analyza byla zaméfena na pfitomnost thiosulfindtu, jenZ nebyl nalezen na zdkladé
monoisotopické hmoty. Pokusila se autorka hledat ve vzorcich téZ kyselinu sulfenovou popripadé
jakeékoliv intermedidty podobné molekuldrni véhy obsahujici vétsi mnoZstvi atomd siry (tato viastnost
by byla dobre vystopovatelnd na zdkladé tvaru isotopické obdlky)?

Ano, o to jsem se pokusila. Bohuiel, metodou HPLC-HRMS jsem (navzdory zfetelnému ubytku
lentinikové kyseliny) Zadnou sirnou slouceninu nedetekovala. Zadna ze sirnych slouéenin neionizovala.

Nepokusila se autorka kvantifikovat mnoistvi lenthioninu, popfipadé mnoZstvi formaldehydu ve svych
vodnych extraktech pouZitych na testovdni bioaktivity, popfipadé jsou takovdto data u houZevnatce
jedlého znémd? Dotaz sméfuje na vysvétleni nékterych bioaktivit pfitomnosti téchto Ildtek, popfipadé
vyznamnost obsahu téchto ldtek v celkové bioaktivité extraktu.

Obsah lenthioninu byva v shiitake velmi vysoky, v rozmezi 30-100 ppm, dosahuje tedy az 0,01 %
(HIRAIDE M., KATO A., NAKASHIMA T. The smell and odorous components of dried shiitake mushroom,
Lentinula edodes V: changes in lenthionine and lentinic acid contents during the drying process.Journal
of Wood Science. 2010, 56, 477-482, pfip. YASUMOTO K., IWAMI K. a MITSUDA H. Enzyme-catalized
evolution of lenthionine from lentinic acid. Agricultural and Biological Chemistry. 1971, 35,
2070-2080). Rozmezi zavisi na mnoha faktorech a muZe se lisit i fadové. Nejvice zaleZi na obsahu
lentilkové kyseliny (tedy potaimo na odriidé shiitake a kuitivacnich podminkach) a na zpisobu
zpracovani hub. Co se obsahu formaldehydu tyka, tak v susenych plodnicich L. edodes byly
zaznamendany jeho mimoFadné vysoké koncentrace (119-494 mg/kg) (LIU J., PENG J., CHI Y a JIANG G.



Determination of formaldehyde in shiitake mushroom by ionic liquid-based liquid-phase
microextraction coupled with liquid chromatography. Talanta. 2005, 65, 705-709), pfi¢emi v su3enych
shiitake byl jeho obsah i Fadové vy3si neili v houbach Cerstvych (10-20 mg/kg) (LEQIN K., JINGRONG
CH. a QUISHUANG W. Effects of cultural practices on formaldehyde content of Lentinula edodes. Acta
Agriculturae Shanghai. 2009, 29, 78-81). Sama jsem v ramci disertalni prace obsah lenthioninu v
shiitake nekvantifikovala, stejné jako jsem nekvantifikovala obsah formaldehydu.

S interpretaci cytotoxické bioaktivitni ¢dsti prdce veskrze souhlasim, aZ na jednu drobnost. Autorka
sprévné ve shrnuti vysledkd piSe, Ze protirakovinny potencidl lenthioninu je spiSe zanedbatelny, oproti
tomu na str. 75 pak zmiriuje ,Vzhledem k nezanedbatelnym protinddorovym vlastnostem
lenthioninu...” Tato tvrzeni jsou v rozporu a myslim, Ze sprdvné je to prvni.

Souhlasim.

Velmi mne potésilo a zdroveri trochu pfekvapilo nalezeni adenosinu v houZevnatci jako bioaktivini Idtky
zodpovédné za cytotoxicky efekt. Jak autorka piSe, extraceluldérni adenosin opravdu miZe
v urcitych koncentracich zpisobovat cytotoxické i pro-apoptické efekty. Existuje néjaky divod, pro¢ by
vodny extrakt houZevnatce mohl obsahovat velké koncentrace této ldatky?

Extracelularni adenosin se v eukaryotickych burikdch béiné vyskytuje, mimo buriky se dostava
nejcastgji pri jejim poranéni, ale i membranovymi kandly, aniz by bufika byla vystavena stresu.
V nékterych tkanich ho muZe byt pfitomna koncentrace az 1 pmol/l (PEYOT M., GADEAU A., DANDRE
F., BELLOC I., DUPUCH F. a DESGRANGES C. Extracellular adenosine induces apoptosis of human arterial
smooth muscle cells via Ax-purinoceptor. Circulation Research. 2000, 86, 76-85). ProC by
extraceluldrniho adenosinu ale mélo byt zrovna v shiitake vice, netusim.

Autorka prili§ nediskutuje rozdilné vysledky obdriené u vodnych extrakti houZevnatce ve dvou
antioxidacnich esejich ABTS a DPPH. Mohla by autorka pouze krdtce na obhajobé zminit rozdil mezi
témito dvéma esejemi, nikoliv metodicky, ale co se tyce mechanismu a spektra detekovanych Igtek.

DPPH i ABTS jsou obé metody zaloZené na eliminaci radikald. Hlavnim dGvodem ziskéni odlisnych
hodnot jsou podle mého nazoru jiné kapaliny, ve kterych se syntetické radikaly rozpoustéji a jejich
odli¥nd stabilita. Radikal DPPH je radikal stabilni a je vhodné ho pouZivat na sledovéni kinetiky. Je
rozpustny v metanolu, ve vodé nerozpustny. Toto je znaind nevyhoda, protoZe antioxidanty se
v metanolu chovaji odli$né od fyziologického prostiedi. Radikal vykazuje absorpci pfi 520 nm, ma
fialovou barvu. Pfi neutralizaci se odbarvuje a Zloutne. Radikdl ABTS je stabilni méné a ke kinetickym
studiim se moc nehodi, protoze se samovolné zhasi. Je ale rozpustny ve vodé, diky ¢emuz je moiné
stanovit antioxida¢ni aktivitu ve fyziologickém prostfedi. K otestovani antioxidacni aktivity se ABTS
pievede na radikdlovy kation pFidanim persiranu sodného. Tento radikdlovy kation ma modrou barvu
a absorbuje svétlo pfi 734 nm. B&hem reakce s antioxidanty se modry ABTS radikalovy kation pfenese
zpét do jeho bezbarvé neutrdlni formy.

Rozdily ve vysledcich pfi stanoveni ABTS a DPPH metodami jsou zcela béZné. Celd fada antioxidantd se
jinak rozpousti v methanolu a jinak ve vodé, coZ pochopitelné ovlivni stanoveni. Jako pfiklad uvadim
dva velmi dobfe znamé antioxidanty: Rozpustnost kyseliny askorbové v metanolu je 11 mol/l, ve vodé
33 mol/l (SHALMASHI A. a ELIASSI A. Solubility of L-(+)-ascorbic acid in water, ethanol, methanol,
propan-2-ol, acetone, acetonitrile, ethyl acetate, and tetrahydrofuran from (293 to 323) K. Journal of
Chemical and Engineering Data. 2008, 53, 1332-1334). Rozpustnost kyseliny gallové v metanolu je 28
mol/l, ve vodé 1,5 mol/I (DANESHFAR A., GHAZIASKAR H. S. a HOMAYOUN N. Solubility of gallic acid in
methanol, ethanol, water and ethyl acetate. Journal of Chemical and Engineering Data. 2008, 53,
776-778).



Proc je v antibakteridini cdsti vysledkd a diskuze zmiriovdn allicin? Bylo zkoumdni antibakteridlniho
efektu allicinu soucdsti této studie, pokud ano, proc tyto vysledky nejsou soucdsti tabulky ¢.7? Pokud
odkazuje véta na str. 70 na jinou studii, méla by byt tato studie citovdna.

V nasi skupiné pracujeme se strukturné podobnymi sekundarnimi sirnymi metabolity. Jejich srovnani
mi pfislo zajimavé — pfedevsim proto, Ze allicin je zndméjsi neZli lenthionin. Nicméné souhlasim, Ze tato
studie méla byt citovana.



Odpovédi k otazkam doc. Ing. Jana Panka, CSc. k disertacni praci Kristyny Kupcové na téma
Sekundarni sirné metabolity houzevnatce jedlého:

V teoretické ¢dsti mi naopak chybi ponékud podrobnéjsi zminka o biologickych viastnostech lentinanu,
ktery samoziejmé neni sirnou slouceninou a tudiZ se trochu vymykd tématu prdce, ale je zfejmé
nejznéméjsi a nejvyznamnéjsi biologicky aktivni Idtkou shiitake. Chtél bych poiddat disertantku o
doplnéni tohoto pii obhajobé.

Lentinan je ve vodé rozpustny polysacharid, nachazejici se v plodnicich hub shiitake. Jeho molekulova
hmotnost je 500 kDa a vykazuje specifickou rotaci 14-22° (NaOH). Je tvofen 6-(1->3)-D-
glukopyranosovymi jednotkami s 8-(1->6) vétvenim, které vytvaieji trojSroubovici. Jde o latku
pomérné dobie prozkoumanou navic s vyznamnymi biologickymi vlastnostmi. Do souvislosti s lé¢bou
rakoviny byl dan jiz v 70. letech minulého stoleti (CHIHARA G., MAEDA Y., HAMURO J., SASAKI T. a
FUKUOKA F. Inhibition of mouse Sarcoma 180 by polysaccharides from Lentinus edodes (Berk.) Sing.
Nature. 1969, 222, 687-688). Dodnes se pouiiva ke zvy$eni Gcinnosti chemoterapeutik, predevsim pfi
I6¢bé rakoviny Zaludku, prsu a stiev —v roce 1985 byl schvalen jako adjuvans (SMITH J.E., ROWAN N.J.
a SULLIVAN R. Medicinal mushrooms: Their therapeutic properties and current medical usage with
special emphasis on cancer treatments. Cancer Research UK, 2001) a od té doby je vJaponsku
v kombinaci s chemoterapeutiky pouZivan. Vzhledem k vysiedkim poslednich studii se patrné ani
pouZivat nepfestane, u 1423 pacientu s pokrocilym stddiem rakoviny pieZilo 1 rok o polovinu vice
pacient neili téch v kontrolni skupiné (WANG H., CAl Y., ZHENG Y., BAI Q., XIE D. a YU ). Efficacy of
biological response modifier lentinan with chemotherapy for advanced cancer: a meta-analysis. Cancer
Medicine. 2017, 6, 2222-2233). Podava se intravenozné, protoZe pfi peroralnim poddni je neucinny
(HAMURO J. Anticancer immunotherapy with perorally effective lentinan. Gan To Kagaku Ryoho. 2005,
32,1209-1215). Navzdory tomuto tvrzeni se extrakt z shiitake obsahuijici lentinan prodava v lékarnach
(pod komerénim ndzvem Lentinex) a davkuje se formou kapek. Kromé Iécby rakoviny se pouiiva i
k 1é¢ébé HIV (opét piedeviim v Japonsku, napf. GORDON M., BIHARI B., GOOLSBY E., et al. A placebo-
controlled trial of the immune modulator, lentinan, in HIV-positive patients: a phase /1l trial. Journal
of Medicinal Chemistry. 1998, 29, 305-330). Lentinan a jeho derivdty jsou totiz Gcinné proti
nejriznéjsim druhim virdlnich infekci, dokonce dokdZi vyrazné zpomalit vyskyt symptomd
doprovazejicich onemocnéni AIDS (MATTILA P., SUONPAA K. a PIIRONEN V. Functional properties of
edible mushrooms. Nutrition. 2000, 16, 694-696). Dulezitd Gloha lentinanu spodivd v mobilizaci
protilatek v organismu, kde dokaZe potlacit i bakteridlni infekce odolné vici béinym antibiotikdim
(COATES P. M. Shiitake (Lentinus edodes). Encyclopedia of dietary supplements. 1. vyd. New York:
Marcel Dekker. 2005, 653-664). ISBN 0824747933. Téi byl zaznamenan jeho pozitivni vliv pfi
onemocné&ni maldarii (in vivo, ZHOU L.D., ZHANG Q.H., ZHANG Y., LIU J. a CAO Y.M. The shiitake
mushroom-derived immuno-stimulant lentinan protects against murine malaria blood-stage infection
by evoking adaptive immune-responses. International Immunopharmacology . 2009, 9, 455-462) (i
7alude&nim viedlim (ZHU M., LEW T. H. a LUK C. T. Gastric protective effect of Lentinus edodes against
ethanol-induced ulceration. Fitoterapia. 1997, 68, 537-542).

Chybi mi uvaha, pfipadné s podporou literdrnich zdrojd, co se déje s aktivnimi latkami v travicim traktu
clovéka.

Jeding aktivni sloucenina, se kterou jsem vramci disertacni prace pracovala, byla hlavni sirnd
slougenina vyskytuijici se v shiitake — lenthionin. BohuZel, co se déje s touto slouceninou v travicim
traktu mi neni znamo a nepodafilo se mi to dohledat. Z vlastni zkuSenosti vim, Ze se jedna o slou€eninu
velmi stabilni, nerozklada se ani pfi extrémnich hodnotach pH, je velice Spatné rozpustnd. Osobné se
tedy domnivam, ze projde travicim traktem ¢lovéka bez zmény, ale je to jen mij odhad. Toto by se
dalo moina otestovat na néjakém modelu traviciho traktu, ale pokud je mi znamo, dokud to nikdo
nezkusil.



Na str. 68 autorka konstatuje, e se nepodafilo optimalizovat metodu. Md ale autorka néjakou tvahu,
jak by bylo moZné zlepsit v tomto pfipadé ucinnost separace?

Myslim, Ze bych zistala vérna chromatografickym metodam. Bohuzel, HPLC-HRMS na nasem pracovisti
neméme, musela jsem dojizdét na spolupracujici pracovisté a ackoli jsem se o optimalizaci
pochopitelné pokusila, nepodafilo se. Pokud bych méla lepsi pfistup k této technice a vice Casu,
pokusila bych se zapjéit si jinou kolonu, tedy zménit stacionarni fazi, otestovat jinou mobilni fazi, lehce
upravit pH vzorku rozpusténim ve vhodném pufru a upravit gradient.

Jsou velkeé rozdily ve vysledcich antioxidacni aktivity mérené metodou DPPH a ABTS. Lze tyto rozdily
vysvétlit s pfihlédnutim ke sloZeni Igtek s antioxidacni aktivitou?

DPPH i ABTS jsou obé metody zaloZené na eliminaci radikald. Hlavnim divodem ziskéni odlidnych
hodnot jsou podle mého nazoru jiné kapaliny, ve kterych se syntetické radikaly rozpoustéji a jejich
odlidna stabilita. Radikal DPPH je radikal stabilni a je vhodné ho pouZivat na sledovéni kinetiky.
Rozpousti se v methanolu, nebof je ve vodé nerozpustny. Toto je znatna nevyhoda, protoie
antioxidanty se v methanolu chovaji odliné od fyziologického prostfedi. Radikal DPPH vykazuje
absorpci pfi 520 nm, ma fialovou barvu. Pfi neutralizaci se odbarvuje a Zloutne. Radikal ABTS je stabilni
méné a ke kinetickym studiim se moc nehodi, protoZe se samovolné zhasi. Je ale rozpustny ve vodé,
diky ¢emui je moiné stanovit antioxidacni aktivitu ve fyziologickém prostiedi. K otestovani
antioxidacni aktivity se ABTS pfevede na radikdlovy kation pfidanim persiranu sodného. Tento
radikdlovy kation ma modrou barvu a absorbuje svétlo pfi 734 nm. Béhem reakce s antioxidanty se
modry ABTS radikalovy kation pfenese zpét do jeho bezbarvé neutrélni formy.

Rozdily ve vysledcich pfi stanoveni pomoci ABTS a DPPH metod jsou zcela béiné. Celd fada
antioxidantd se jinak rozpousti v methanolu a jinak ve vodé, coZ pochopitelné ovlivni stanoveni. Jako
pfiklad uvadim dva velmi dobfe zndmé antioxidanty: Rozpustnost kyseliny askorbové v metanolu je 11
mol/l, ve vodé 33 mol/l (SHALMASHI A. a ELIASSI A. Solubility of L-(+)-ascorbic acid in water, ethanol,
methanol, propan-2-ol, acetone, acetonitrile, ethyl acetate, and tetrahydrofuran from (293 to 323) K.
Journal of Chemical and Engineering Data. 2008, 53, 1332-1334). Rozpustnost kyseliny gallové
vmetanolu je 28 mol/l, ve vodé 1,5 mol/l (DANESHFAR A., GHAZIASKAR H. S. a HOMAYOUN N.
Solubility of gallic acid in methanol, ethanol, water and ethyl acetate. Journal of Chemical and
Engineering Data. 2008, 53, 776-778).

Str. 15, 2. odst.: Formaldehyd je mimorddné ddleZitym kontaminantem. V té souvislosti mi zde chybi jiz
pred lety publikované stanovisko EFSA zabyvajici se bezpecnosti konzumace shiitake.

Doplfiuji stanovisko EFSA zabyvajici se bezpe¢nosti konzumace shiitake v souvislosti s obsahem
formaldehydu: EU Food Law, 2010, 448, 6: ,,navzdory vy33imu obsahu formaldehydu v shiitake oproti

v v

jinym houbam bé&zné kultivovanym je extrakt z nich bezpecny“.

Obsah formaldehydu v suSenych shiitake je v rozmezi 100-500 mg/kg, v €erstvych potom v rozmezi
10-20 mg/kg.

Str. 18: V prvnim odstavci o antivirdlnich viastnostech je pouZita ji hodné zastarald literatura a nejsem
si jist spolehlivosti publikovanych dat.

Souhlasim, bohuze! novéjsi &ldnky s pivodnimi daty (nikoli review) se mi nalézt nepodafilo.

Str. 27: Druhy bod cil prdce je formulovén ponékud nestastné. Biologickd aktivita extraktd se
neporovndvala s lenthioninem, ale s danymi standardy, napf. ATB.



Biologickou aktivitu extraktd jsem porovnavala mezi sebou, s lenthioninem i s danymi standardy a toto
mélo byt v praci uvedeno.

Str. 40: V kap. 4.12.1. se pi3e, 7e ,Pisobeni protedzy bylo zastaveno pfiddnim vhodného média“. Co je
to ,vhodné médium“? :

Vhodnym médiem jsem myslela to médium, které je optimélni pro kultivaci dané bunécne linie. To je
pro pfipad bunééné linie HeLa RPMI-1640, pro linie HepG2 a PaTu je to DMEM.

Str. 58, posledni odstavec: MoZnd se dalo pokusit o néjakou predikci — minimdiné u kultury PaTu —
houby se jedi vidy tepelné upravené.

To by se jisté dalo, ale vzhledem k tomu, Ze vysledky nikterak ,skvélé“ nebyly, o predikci jsem se ani
nepokousela.

Str. 62, 1. odst.: Naznacend strukturni podobnost chemoterapeutik s lenthioninem je zavddéjici, jde o
zcela odlisné slouceniny; napf. bleomycin je glykopeptid, busulfan je butandiolsulfondt atd.

Strukturné si podobné opravdu nejsou, s tim souhlasim. Spojuje je pfedevsim pfitomnost atomu siry a
v tom smyslu jsem to chtéla napsat.

V nékterych pfipadech jsou uvedeny hodné spekulativni dvahy — napf. na str. 62 v poslednim odstavci
..“séiténi nebo ndsobeni ucinkG”...; na str. 74 posledni dvé ukoncené véty.

Souhlasim, tato poznamka byla spekulativniho razu.
Nékteré formulace, napF. kohoutkovd voda nebo trypsinizace, znéji ponékud nevédecky.

Souhlasim.



Zapis z obhajoby diserta¢ni prace Mgr. Kristyny Kupcové, konané 04.01.2018 v 10:30h

Zahajeni - privitani ¢lent komise, oponentd, $kolitele, uchazede a hostl prof. Kala¢em a prof. Ttiskou
(pfedseda) a konstatovani, Ze uchazecka splnila podminky podle statutu ZF JU.

Predseda pfeCetl Zivotopis uchazecky, seznamil s jeji publikacni ¢innosti a doporudil praci k prijeti.
Uchazec¢ka prednesla béhem 20 minut prezentaci ke své védecké praci.
Oponenti (vSichni ptitomni) pfednesli své oponentské posudky. Oponenti vznesli dotazy, uchazecka je

postupné zodpovédéla, a to velmi detailné. Vsichni oponenti byli s odpovéd’'mi (odevzdany uchazeékou
pisemn¢) spokojeni.

Zahajeni védecké diskuze, béhem které byly na uchazetku vzneseny dotazy, na které nasledné reagovala:

prof. Safarik: Jaky je mechanismus inaktivace kultiva¢niho roztoku?
e Buiiky jsou adherentni, po naliti trypsinu se odlepi ode dna a dojde k nasledné inhibici.

prof. Safafik: Ano, ale to je spiSe vliv nafedéni, nez vlastni inhibice.
¢ Pravdépodobné jde i o vliv nizké koncentrace, ano.

prof. Safafik: Pii testu lentioninu - byl u€inngjsi vii¢i G+ nebo G- bakteriim?
e Rozdéleni bakterii podle Grama jsem ve své praci neméla.

prof. Kala¢: Lentinan ma Mr asi 500kDa. Opravdu je rozpustny ve vodé? Vzdyt' je velky jako $krob!
e My sami jsme rozpustnost nezkoumali, tak je to uvedené v literatufe.

prof. Kalaé: Co myslite tim vyrazem ,,praZeni, jak se houby upravuji prazenim?
e Jde v podstaté o smazeni na sucho, bez oleje. Olej by mohl rusit stanoveni.

prof. Kalag: V nékterych anglickych salatech jsou syrové Zampiony. Neji se v Asii také syrové houby
shiitake?
e SpiSe ne, naopak, tepelnou Gpravou se likviduji nékteré toxické latky. Ani v Anglii jsem
nenarazila na salat s ¢erstvymi neupravenymi Zampiony.

prof. Kala¢: Shiitake je vyznamna houba v lidovém lé¢itelstvi v Asii. Nejsou i u nas néjaké evropské houby
s 1é¢ivymi uéinky?

e Jsou, ale v Asii ma lidové 1é¢itelstvi mnohem delsi tradici.

prof. Kalaé: Evropané maji asi i jiny ptistup k houbam. Moc se v nich nevyznaji, Cesi fikaji ,,pradivky®,
Anglic¢ané zase ,,toadstool“, takZe historicky se té&ch hub spi§ bojime nez abychom je vyuzivali.

doc. Dadikova: Ale Cesi jsou zase historicky dlouhodobé na $piéce mezi Evropany ve sbirani hub v lesich.

Tazatelé byli se viemi odpovéd’mi uchazeéky spokojeni. Diskuse byla ukonéena.

Po neverejné poradé a po tajném hlasovani komise jednomysiné konstatovala, Ze uchazecka praci obhgjila a
ziskava tak titul Ph.D.



