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UvoD

1 Uvod

Hliva ustfi¢na (Pleurotus ostreatus) je jednim z druhti rodu Pleurotus, ktery patii do
radu Agaricales. Je to dfevokazna, jedla houba charakteristicky vazana na kmeny listnatych
stromd, hlavné dubu. Rozsifena je globalné s vyjimkou Antarktidy. Pro své bohaté slozeni
nasla vyuziti v gastronomii pfevazné asijskych a evropskych zemi. Tento druh obsahuje
velké mnozstvi proteind, polysacharidi, aminokyselin a jinych latek s hypocholesterole-
mickym plsobenim, vCetn¢ lovastatinu. Dalsi velmi vyznamnou slozkou je derivat histidinu
obsahujici siru, L-ergothionein. Ten je pro své antioxida¢ni uc¢inky vhodnou latkou pro boj
proti reaktivnim formam kysliku a taky se u néj ukazuje vysoky potencial v medicing, zvlast
u tzv. civilizaénich chorob. Hliva ustfi¢na patii spolu s pe¢arkou dvouvytrusou (zampion,

Agaricus bisporus) mezi nej¢astéji kultivované druhy hub na svété (Piska et al. 2017).
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2 Cile prace

Cilem teoretické Casti bylo vypracovat literarni reSersi zamétenou na vyskyt, biochemii
a moznosti stanoveni obsahu ergothioneinu Vv plodnicich hub.

V experimentalni c¢asti bylo cilem prace vypracovat postup vedouci K izolaci
ergothioneinu z vybranych druhtt hub a ziskané vysledky poté vyhodnotit, vhodné

zdokumentovat a diskutovat.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Rod Pleurotus

Rod Pleurotus (hliva) je jeden z nékolika rodt nachazejicich se v ¢eledi Pleurotaceae
(hlivovité), kterd je soucasti fadu Agaricales (pecarkotvaré). Cely fad je pak systematicky
zatazen do tiidy Agaricomycetes (stopkovytrusé) a fise Fungi (houby). Do rodu Pleurotus

patii vice nez 45 druhu hliv, véetné P. ostreatus (Obr. 1).

Obr. 1: Pleurotus ostreatus (¢eska nomenklatura: hliva ustfi¢na).?

3.1.1 Charakteristika Pleurotus ostreatus

Hlivu ustficnou poprvé popsal holandsky ptirodovédec Nikolaus J. Freiherr
von Jacquin v roce 1775. Tehdy ji zatadil do rodu Agaricus, stejné jako byla zafazena vétsina
zabrovych hub. Z tohoto divodu byl tento druh hlivy pojmenovan Agaricus ostreatus.
V roce 1871 byl némeckym mykologem Paulem Kummerem definovan novy rod Pleurotus.
Ve stejny rok také pievedl Agaricus ostreatus do tohoto rodu a pojmenoval ji Pleurotus
ostreatus, jenz je nyni soucasnym uznavanym veédeckym nazvem (Hadar 2021).

Pleurotus ostreatus, neboli hliva tstfi¢na, je dfevokazna houba, kloboukem dortstajici
5-15 cm. Barva klobouku byva Seda az hnéda. Tren je dlouhy 1,5-2 cm a Siroky 1,8-2 cm
(Deepalakshmi et al. 2014; CMSP).

ahttps://cz.depositphotos.com/121145140/stock—photo—pIeurotus—ostreatus—on—white—background.html [15.1. 2023] 3

CMS = Ceska mykologicka spole¢nost
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Plodnice rostou hojné Vv trsech nebo stiechovité nad sebou. Je to dievokazna houba
rostouci na zivych i mrtvych kmenech prevazné listnaci, jako jsou duby, ofe$aky, obCasné

i topoly (Piska et al. 2017). Stromy poskozuje bilou hnilobou (Vali¢ek 2011).

3.1.2 Riist a péstovani

Kultivace hlivy byla vyvinuta v Némecku béhem prvni svétové valky, kdy byly houby
shledany jako novy zdroj potravy béhem hladomord (Piska et al. 2017). V 60. letech
20. stoleti se poté v péstovani pokradovalo hlavné v Cing, Thajsku, Pakistanu, Nigérii, USA
nebo na Filipinach. Tyto zemé jsou dnes jedny z nejvétsich vyvozca P. ostreatus.

Péstovani hlivy Gstfi¢né je relativné jednoduché a muze byt provadéno i v domacich
podminkach. Tyto houby jsou vadzany na urCit¢ druhy stromti a preferuji mirné az
subtropické oblasti. Komeréni mycelium je zaloZzeno na vyuziti riznych organickych
lignoceluldzovych §tépt, jako je naptiklad slama, kukufi¢né vietena nebo papir, které musi
byt sterilizovany. K rozkladu lignocelulézovych odpadi vyuziva P.ostreatus systém
enzymd, a to ptevazné laktazu, celulazu a peroxidazu (Jablonsky et al. 2019).

Pro rast P. ostreatus jsou dulezité faktory jako teplota, pH a svétlo. Optimalni teplota
pro kliceni je piiblizné¢ 28 °C a pro rust se pohybuje v rozmezi 18-22 °C, pticemz teploty
pod 0 °C mycelium sice neznici, ale zpomali jeho vyvoj. Idealni pH ristu se pohybuje kolem
5,5-6,5 a je nutné ho upravovat pfidavkem vapence kvili okyselovani prostfedi vlivem rlstu
mycelia. Svétlo neni béhem kolonizace mycelia natolik potiebné, pro vyvoj plodnic vsak
dalezité je (Jablonsky et al. 2019).

3.1.3 Nutri¢ni hodnoty a vyuZziti v mediciné

Hliva ustficna obsahuje 89,2 % vody. Zbytek (suSina) zaujima Siroké spektrum
vyznamnych skupin latek. Ty byly shrnuty podle dat z USDA (U.S. Department Of
Agriculture) z roku 2019 a Deepalakshmi et al. (2014) do tabulky (Tab. I). Mnozstvi
jednotlivych latek se samoziejme 1isi v zavislosti na pouzitém substratu, casu sklizng, staii

houby a dalsich faktorech.
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Tab. I: Obsah nutriéné vyznamnych latek v hliveé Gstficné.

Mnozstvi [g/100 g

Skupina latek Priklady latek
suSiny]
) glykogen, vlaknina, celul6za, chitin, glukany,
sacharidy 56,4
manany
bilkoviny 21,9-45,0 komplexni bilkoviny
vitaminy: B1, B2, C, D2, thiamin, riboflavin,
pyridoxin, kyselina pantotenova, nikotinova,
vitaminy, .
4,0-8,9 listova, kobalamin, ergosterol, biotin, tokoferol,
mineralni latky
mineralni latky: méd’, Zelezo, draslik, hot¢ik,
fosfor, zinek a sodik
vlaknina 13,9-31,5 n.h.
mononenasycena MK: kyselina olejova
olynenasycené MK: kyselina
lipidy 2,6-6,1 Pow Y Y
linolova (prekurzor viiné susenych
hub), kyselina arachidonova
neesencialni: Gly, Ala, Cys, Asp, His, Arg
aminokyseliny 25,6

esencialni: Thr, Val, Met, lle, Trp a dalsi

neproteinogenni: GABA (neurotransmiter)

Hlivé jsou pfisuzovany antibakteridlni (pleuran), antivirotické (lakaza plisobici proti

hepatitidé C), antidiabetické, antioxidaéni, antihypercholesterolové, protinadorové a imuno-

modula¢ni u¢inky (Deepalakshmi et al.2014).
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3.2 L-(+)-Ergothionein

Ergothionein (ESH), zobrazeny na Obr. 2, je pfirozené se vyskytujici L-histidinovy
derivat, N(a),N(o),N(o)-trimethyl-L-histidin, ve kterém je vodik, nachazejici se na druhé
poloze na imidazolovém kruhu, nahrazen sulfanylovou skupinou. Systematicky nazev ESH
je (2S)-3-(2-sulfanyliden-1,3-dihydroimidazol-4-yl)-2-(trimethylazaniumyl)propanoat.

ESH je latka, kterd mé silné antioxidacni ucinky. Je syntetizovana riznymi
mikroorganismy a houbami. Rostliny ani zvifata nejsou schopni tuto aminokyselinu
syntetizovat, a proto jsou nuceni ji ziskavat z pudy, resp. prostfednictvim stravy (Kala¢
2021).

Obr. 2: Struktura molekuly L-Ergothioneinu.

3.2.1 Historie objevu

Prvni zminka o ergothioneinu pochazi z roku 1909, kdy ji Charles Tanret objevil
v namelu Claviceps purpurea (pali¢kovice nachova), ktery devastoval Zitna zrna. Po izolaci
této latky identifikoval roku 1911 jeji strukturu a tuto krystalickou latku obsahujici siru podle
mista vyskytu pojmenoval ergothionein (ergot-namel; thiol-SH skupina) (Halliwell
a Cheah, 2022).

3.2.2 Vyskyt a potravni zdroje

Nejbohat§im zdrojem ESH ve volné piirodé jsou plodnice hub, zejména pak
houzevnatec jedly (L.edodes, znamy téz jako shii—take), hliva ustii¢éna (P. ostreatus)
a pecarka dvouvytrusa (A. bisporus). Vysoky obsah je pak také v tempehu (fermentovany
vyrobek ze s¢ji) (Kala¢, 2021). Kala¢ ve své pichledové praci také shrnul obsah

ergothioneinu v n¢kterych druzich hub (Tab. I1).
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Tab. Il: Mnozstvi ESH ve 100 g susiny nékterych druhii hub.

Cesky nazev Latinsky nazev v mc;l/:)fgg gEsSu|_§|iny
bélecechratka obrovska Leucopaxillus giganteus 170
hliva citronova Pleurotus citrinopileatus 312-394
hliva mackova Pleurotus eryngii 62-141
hliva Ustficna Pleurotus ostreatus 94-378
hnojnik obecny Coprinus comatus 76-258
houzevnatec jedly (shiitake) Lentinula edodes 33-198
hiib smrkovy Boletus edulis 49-727
koralovec jeznaty Hericium erinaceus 56-1120
kukmak sklepni Volvariella volvacea 54
liska obecna Cantharellus cibarius 20
pecarka dvouvytrusa Agaricus bisporus 21-179
pecarka mandlova Agaricus subrufescens 0-3,9
pecarka polni Agaricus campestris 99
penizovka sametonoha Flammulina velutipes 10-67
smrz obecny Morchella esculenta 47
Supinovka nameko Pholiota nameko 23

3.2.3 Biochemické a fyzikalni vlastnosti

Ergothionein je pomérné stabilni slouenina. Cisty ESH je velmi staly vii¢i piisobeni

svétla, teplot¢ do 100 °C az po dobu 24 hod, kyselému a zasaditému prostiedi. Za

ptitomnosti médnatych iontd jeho stabilita klesa (Liu 2020; Kitsanayanyong et al. 2022).

Teplota tani se pohybuje v rozmezi 275-277 °C (AlfaChemistry 2023). Molekulova

hmotnost ESH je 229,086 g/mol a maximum v absorpénim spektru se pohybuje kolem

A =260 nm (Tsiantas et al, 2021).

ESH je bila krystalicka latka dobfe rozpustna ve vodé (vodny roztok je bezbarvy).

V roztoku se zaroven nachazi ve dvou tautomerech zobrazenych na Obr. 3. Cheah

a Halliwel (2012) ve své praci uvedli, ze v prostiedi 0 fyziologickém pH pievlada thion

forma, ¢imz ziskava ESH své antioxidacéni vlastnosti.
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(3A) (3B)

Obr. 3: Tautomery ESH; A: THIOL forma, B: THION forma

3.2.4 Biogeneze L—ergothioneinu

Schopnost syntetizovat ESH maji v pfirod¢ jen uréité druhy organismu, jako jsou
bakterie, houby, kvasinky, cyanobakterie, aktinomycety a nékteré rostliny. Zivogichové tuto
schopnost nemaji (Kala¢ 2021). Na zacatku biosyntézy je prekurzorem aminokyselina
histidin, dale se zapojuji aminokyseliny methionin a cystein.

Syntéza ESH probiha ve dvou reakénich cestach — bakterialni a houbova. Ob¢ reakéni
schémata jsou zobrazena na Obr. 4 (van der Hoek et al. 2019 a 2022, Zhu 2022). Syntézy
ESH se zpocatku ucastni L-histidin, L-cystein a tfi methylové skupiny ziskané
z S-adenosylmethioninu (SAM) vzniklého z methioninu (4).

U bakterii je cely proces fizen enzymy vytvafenych péti geny (EgtA-E). L-Cystein (1)
je za pritomnosti L-glutamatu a ATP pfreménén na A-L-glutamyl-L-cystein (2). Mezitim je
L-histidin (3) za pritomnosti SAM (5) methylovan na hercinin (6), ktery pak spolu S A-L-
glutamyl-L-cysteinem reaguje za tvorby y-L-glutamyl-S-(hercin-2-yl)-L-cystein-S-oxidu (7).
Ten hydrogenaci a za uvolnéni L-glutamatu vytvoti S-(hercin-2-yl)-L-cystein-S-oxid (8),
ktery ztratou pyruvatu amonného za pritomnosti B-lyazy vytvoii 2-(hydroxysulfanyl)
hercinin (9). Nasledujici reakce pak probihaji spontanné a vedou ke vzniku obou tautomert
ESH (10,11) s ptfevahou THION formy (pfedpokladame fyziologické pH). Syntéza ESH
v houbach je fizena dvéma geny (Egtl-2). L-Histidin (3) je za ptitomnosti SAM (5)
methylovan na hercinin (6). Enzym genu Egtl poté za ptitomnosti Oz navaze L-cystein (1)
za vzniku HCO (8). Syntéza je poté stejna jako u bakterii.

Komer¢né se pro vyrobu ESH pouziva geneticky upravena kultura fakultativné

methylotrofnich bakteriii Methylobacterium species (Alamgir et al. 2015).
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Obr. 4: Biogeneze ESH bakterialni a houbovou cestou.

3.2.5 Biomedicinské vyuziti

Zvitata a lidé si pro ESH vytvofili vysoce selektivni ptenase¢ ETT (ergothioneine
transporter), znamy také jako OCTNI1, nachazejici se v plazmatické membrané (Cheah
a Haliwell 2012; Markova et al. 2009; Kitsanayanyong et al. 2022). Mnozstvi ptenasece ETT
je v plazmatickych membranach jednotlivych tkanich odlisny. Vice se nachazi v plazma-
tickych membranach bungk, které snaze podléhaji oxidativnimu stresu (napf. v neuronech
nebo erytrocytech). Borodina et al. (2020) si ve své praci dale v§ima snizené koncentrace
ESH béhem mnoha chronickych zanétlivych onemocnéni. Divodem je zapojeni ESH do

ochrany bun¢k a s tim spojend jeho degradace.
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Smith et al. (2020) zminil ve sv¢é praci dlouholetou $§védskou studii probihajici 21 let.
V krevni plazmé vice nez 3200 ucastnikli bylo stanoveno 112 ukazatelti. Vysledkem bylo
zjisténi, ze ESH ma vyznamny vliv v fadé civiliza¢nich chorob. Cim vy33i byla jeho hladina,
tim nizsi byla pravdépodobnost vzniku srde¢nich poruch a umrtnosti na tato onemocnéni
(Kala¢ 2021).

Borodina et al. (2020) dale ve své praci shrnuje v nékolika bodech vliv ESH pfi ruz-
nych zdravotnich problémech. ESH muze pusobit proti riznym reaktivnim formam kysliku,
jako jsou naptiklad peroxid, superoxid, hydroxylovy radikal, apod. U hlodavci snizuje oxi-
dacni stres v bunkach jater a ledvin, chrani bunky pted apoptézou vyvolanou f-amyloidem
(napf. u neurontt), buné¢nou smrti zptisobenou kyselinou palmitovou i peroxidem vodiku,
dysfunkci vyvolanou chloridem rtutnatym, poSkozeni DNA médi. Dale snizuje toxicitu
vyvolanou pyrogalolem, oxaplatinou apod. Mimo akutni problémy je ESH schopen ptsobit
I proti chronickym onemocnénim. Pfiklady téchto onemocnéni muizou byt chronicka
obstrukéni plicni nemoc, preeklampsie, hyperhydratovana dédi¢na stomatocytoza
¢i leukémie. Vys$si hodnota ESH je rovnéz spojena sniz§i pravdépodobnosti vyskytu
koronarniho a kardiovaskularniho onemocnéni. ESH ma také zna¢ny vliv i na rozvoj
neurologickych a kognitivnich funkci, jako jsou Alzheimerova choroba, nebo Parkinsonova
choroba. Zna¢né rozdilné hodnoty ESH byly vypozorovany i u syndromu nahlého Gmrti
kojenct. Ergothionein ma pozitivni vliv i na progresi a zmirnéni nasledkti nemoci
COVID-19 zpusobené koronavirem SARS-CoV-2, jak sepisuji ve své praci Cheah
a Halliwell (2020). Dale se piedpoklada o roli ESH jako kofaktoru v dasledku jeho zapojeni
do biosyntézy linkosamidového antibiotika liknomycinu ¢i jeho role v udrzovani snizeného

mnozstvi Fe a Cu v t¢le (Borodina et al. 2020).

3.2.6 Moznosti stanoveni ESH v plodnicich hub

Od doby objevu ESH se stihlo vyvinout mnoho extrak¢énich metod a postupt vedouci
K izolaci ¢istého ESH. Vzhledem k polarité ESH se vyuzivaji jako extrakéni ¢inidla methanol
(Sapozhnikova et al. 2014 a Tsiantas et al. 2021), ethanol (Tao et al. 2021), popi. ethanol
s ptimési dalSich latek zabranujici oxidaci ESH jako jsou 1,4-dithiothreitol, betadin a 1-
methyl-2-sulfanyl imidazol (Dubost et al. 2006, Chen et al. 2012, Woldegiorgis et al. 2012,
Chilanti et al. 2022) a voda (Zhou et al. 2014, Zhang et al. 2016, Qi et al. 2016, Pang et al.
2021 a Nquyen et al. 2012).
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TEORETICKA CAST

Analyticka méfeni pak probihala za vyuziti kolon s riznymi stacionarnimi fazemi. Ve
vSech studiich bylo méteno pii vinovych délkach v rozmezi od 254-260 nm.

Nejcastéji pouzivana byla kolona se stacionarni fazi C18 (Dubost et al. 2006,
Woldegiorgis et al. 2012, Bhattacharya et al. 2014, Zhou et al. 2014, Zhang et al. 2016,
Tsiantas et al. 2021, Nquyen et al. 2012 a Chilanti et al. 2022).

Dalsi kolony pouzivané pro méteni ESH byly HILIC kolona (Qi et al. 2016 a Tao et al.
2021), kolona C8 (Sapozhnikova et al. 2014), kolona NH> (Pang et al. 2021, Nyquen et al.
(2012) a kolona PFP (Chen et al. 2012, Dubost et al. 2006).

cvwr

do Tab. III.
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TEORETICKA CAST
‘Tab. 111: Shrnuti metod moznosti extrakci a HPLC méteni pti stanoveni ESH. )

nd KOLONA L .
EXTRAKCNI MOBILNI FAZE CAS DETEKTOR N
DRUH CINIDLO EXTRAKCE TEPLOTA/ OBJEM PRUTOK GRAD. VIN. DELKA MNOZSTVIESH  AUTOR
NASTRIKU
- 9 B P
b citrinonileatys ‘O TOZOK methanoly C18 (100 x 2,1 mm, 3,5 um) gb";’/d)a +0,1% HCOOH (30 %); B: acetonitil oo MSMS(100-350m2) 8845 mykg Teiantas et al.
: P (1:4) michéni (20 min), cetrifigace 25°C/10 o UV-Vis (260 nm) SV, (2021)
0,2 ml /min
; ) 0 -
b ostreatus ZX‘B{“;?OI{ T:;}Eml“ chint (20 min), ceti C8(2) (100 x 4,6 mm, 3,5 um) gb‘;‘;‘;a *0,1% HCOOH (30 96); B: methaol 5 min MRMs (230,2-127,1 m/z) 9,7-10,4 mg/g Sapozhnikova et
: A michéni (20 min), cetrifigace 30°C /20 pl o UV-Vis (n.h,) SV, al. (2014)
methimazolu 0,4 ml/min
A ) . ) o R e
F. velutipes ethanol (70%) vodni lazeni (15min), centrifugace, RVO (do  HILIC (250 x 4.6 mm, 5 pm) A:voda (.3 %); B: acetonitril (97 %) nh N.H. . 15,29 mg/g Tao etal.
1/4), ethanol (95%), RVO (do sucha) nh. /10 ul 1,0 ml/min UV-Vis (254 nm) extraktu (2021)
0, - 4 0,
. ethanol (70%) + 10. mM mixovéni, centrifigace, RVO pod N, (do C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) A: voda + .50 mM fosf:?it sodn}f 97 %) LC-MS (252 m/2) 0,4-2,0 mglg Dubost et al.
A. bisporus DTT, 100 uM betain, e . B:acetonitril + 0,1% triethylamin (3 %) nh .
100 uM MM sucha), rozpusténi (H,0), centrifugace N.H./10 pl 1 mifmin UV-Vis (254 nm) S.V. (2006)
0 .. -
b ostreatus Ie)tan" Oll (%O/;B[L 12. MM ichini (90 ), pridani 10g/1 dodecyl sulfity,  PFP(2) (250 4,6 mm, Sum) Zof;; tsr ?e(:h;’]:g:] Hfosfit sodnj; 30m acetonitrl . nh. 2,85 mglg Chenetal
: > URMBCID,  ontrifugace, RVO (do 5 mi) nh./nh. ; o UV-Vis (254 nm) SV, (2012)
100 uM MMI Iml/min
ethanol (70%) + 10 mM michani (90 s), pfidéni 2 ml dodecyl sulfitu a A: 0,7% dibazicky fosfat sodny (97 %), B: _—
Pleurotus ssp.  DTT, 100 uM betain, 1 ml ethanolu, michéni, centrifigace, 501 SC( : /5 100>< ‘l"é mm, 3 ) acetonitril + 0,1% triethylamin (3 %) nh. ;‘j@ Vi (254 213*295’3 mg/100g (CZ*(‘)";;;' etal
100 uM MMI Iyofilizace, rozpusténi (FH,0), filtrace (0,22um) K 0,4 m/min ~Vis (254 nm) V-
ethanol (70%) + 10 mM michani (10 s), pfidéni 2 ml 1% dodecyl 50mM dibazicky fosfit sodny (97 %), acetonitril + -
L . 18 (250 x 4, . ; ’ , Wi t
P.ostreatus  DTT, 100 uM betain,  sulfitua ethanolu, michéni, centrifugace, Ehg /(1 3 le 6 mm, 5 ) 0,1% triethylamin nh. DAD (254 nm) 2\7 smele al ?2%%)@5 )
100 pM MMI lyofilizace, rozpusténi (H,0) i 0,4 mimin v
o L C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) 1% methanol + kyselina borita MS (230 m/z) Zhou et al.
nh voda (90 °C) michéini, fitrace 25°C /5 pl 0,7 mimin nh UV-Vis (257 nm) nh (2014)
N L X C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) 1% methanol + kyselina borita . 109,97 + 2,75 mg/l Zhang et al.
P. ostreatus voda (90 °C) michani (30 min), filtrace 25°C /5l 0,7 mi/min n.h. UV-Vis (257 nm) ex. (2016)
20 mmoV/l acetonitril, acetat amonny (85:15),
. o, HILIC (250 x 4.6 mm, 5 pm) ) ; ESI-MS (228,08 mz) 172 mgll .
P. ostreatus voda (90 °C) michani, filtrace 40°C /10 ul kyselina (_)ctova n.h. UV-Vis (254 nm) ex. Qietal (2016)
1,0 mVmin
filtrace, RVO (1/3), homogenizace 95%
ethanolem, odstato 24 hod,centrifigace, RVO NH, (250 x 4.6 mm, 5 pum) A: acetonitril (80 %), B: 50mM acetat sodny ESI-MS (230 m/2) 191,6 mg/100 g Pang et al.
P. ostreatus voda (100 °C) . - oxr . n.h. .
(do vypateni ethanolu), lyofilizace, rozpusténi 3 °C /10 ul 1 mUmin UV-Vis (254 nm) S.V. (2021)
(H0)
centrifugace, RVO (do sucha) homogenizace
70% vodnych ethanolem, michani, odstati,
P. eryngii voda (95 °C) centrifugace, RVO (do vypafeni ethanolu),  C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) 10% methanol + 0,1% kyselina mravensi oh ESI-MS (230 m/2) 234,85 +9,75 mgkg  Nquyen etal.

homogenizace (H,0), pfidani 1 ml 0,2 ml/min
methimazolu ve vodé (2 mg/ml), michani,

centrifugace, RVO

40°C /20 pl PDA (254 nm) . (2012)

s.v.: suchy vzorek (susina)

¢.v.: Cerstvy vzorek

UV-Vis: viditelné a ultrafialové zateni
n.h.: nejsou hodnoty

m/z: pomér hmotnost naboj

DDT: 1,4—dithiothreitol

MMI: 2—-mercapto—1—methyl imidazol
MRMs: monitorovani vice reakei

MS: hmotnostni spektrometrie

ex.: extrakt

ESI-MS: ionizace elektrosprejem spojena s hmotnostnim spektrometrem
DAD: detektor s polem diod

LC-MS: kapalinova chromatografie (LC) a hmotnostni spektrometrie (MS)
MS-MS: tandemova hmotnostni spektrometrie
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Houbovy material

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity plodnice hlivy ustii¢né (P. ostreatus),
které byly ziskany od spole¢nosti Ceské houby a.s. (Nova 538, 392 01 Sobéslav). Houby

byly zpracovany par hodin po sklizni.
4.2 Pouzité pristroje a chemikalie

4.2.1 Pristroje

Chromatografické separace analytli byly provadény na piistroji 1260 Infinity II
preparative (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s detektorem 1260 Infinity 11
PDA WR.

Pro analytickou separaci a naslednou detekci pomoci PDA a MS (UHPLC-PDA-
MS/MS) byl pouzit systtm UHPLC Ultimate3000, MS LTQ XL (ThermoFisher
Scientific). Systém vyuziva vysokotlaké binarni pumpy HPG—-3200SD a detektor diodového
pole PDA-3000 a hmotnostni spektrometr na principu linearni iontové pasti od spolecnosti
ThermoFisher Scientific.

Kolony pouZité pfi analytickém méteni na HPLC:
= LC kolona Biphenyl (250 x 4,6 mm, 5 um) od firmy Kinetex®
= LC kolona Phenyl-Hexyl (250 x 4,6 mm, 5 um) od firmy Kinetex®
= Microsorb-MV C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) od firmy Varian
= Microsorb-MV C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) od firmy Varian
= RP-Amide (250 x 4,6 mm, 5 um) od firmy Ascentis®

Kolona pouzita pro preparativni HPLC:

= Microsorb C8 Dynamax (250 x 21,4 mm, 5 um) od firmy Varian

4.2.2 Chemikalie

Pro extrakci ergothioneinu z plodnic P. ostreatus byly pouzity methanol (>99,9%),

acetonitril (>99,9%) od firmy Honeywell (Charlotte, USA), aktivni uhli od spole¢nosti
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Fluka (Buchs, Svycarsko), dichlormethan (99,8%) od spole¢nosti RCI Lab-Scan
(Bangkok, Thajsko) a destilovana voda.

Pro ptecisténi ESH byly pouzity kolony anexu (Dowex 1x8, 200—400 mesh) a katexu
(IR-120 H*, 16-45 mesh) od vyrobce Acros Organics (Geel, Belgie), kyselina octova
(99%), hydroxid amonny (24%) od spole¢nosti Penta (Praha, Ceska republika)
a destilovana voda.

Pro chromatografické méteni byly pouzity jako mobilni faze methanol (>99,9%),
a acetonitril (>99,9%) od firmy Honeywell (Charlotte, USA). Dale kyselina mravenci (98%)
od spole¢nosti Lach—Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika) a dihydrogenfosfore¢nan
draselny p.a. (99%) od spole¢nosti Penta (Praha, Ceska republika). Standard ESH pochazel
od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

4.2.3 Pouzity software

Pro vyhodnocovani hmotnostnich spekter byl vyuzit software Xcalibur (Thermo
Fisher Scientific).
Chemické vzorce a reakéni schémata byla vytvotrena v programu KingDraw Chemikal

Structure Editor od spole¢nosti Precision Agriculture technology Co.,Ltd.

4.3 Metody a postupy

4.3.1 Priprava vzorki pro extrakci

Cerstvé plodnice hlivy ustiiéné, celkem 1016,3 g, byly nakrajeny na mensi kousky
a vlozeny do mrazaku pii — 18 °C na 24 hodin. Po zmrazeni byly vzorky lyofilizovany pii

—50,6 °C po dobu 72 hod. Suché vzorky byly rozmixovany na jemny prasek.

4.3.2 Metody extrakce latek z Pleurotus ostreatus

Extrakce 1

Navazka 0,59 suchého prasku P. ostreatus byla homogenizovana 50 ml roztoku
vodného methanolu v poméru 1:4 (voda:methanol). Roztok byl michan po dobu 20 min pfi
pokojové teploté. Nasledovala centrifugace pii 4400 rpm po dobu 30 min. Supernatant byl

odpafen na rotacni vakuové odparce (RVO) pii teploté 38 °C do vypateni methanolu.
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Odparek byl rozpustén ve 100 ml vody a filtrovan pies Biichnerovu nalevku s filtraénim
papirem KA1 a SPE C18 kolonu.

Extrakce 2

Metoda byla odvozena od Extrakce 1. Pti postupu se manipulovalo pouze s pomérem

vodného roztoku, ktery byl nyni tvofen 1:4 (methanol:voda).

Extrakce 3

Tato metoda byla odvozena od Extrakce 1. Pti postupu se manipulovalo se slozenim

extrakéniho roztoku, ktery byl nyni slozen pouze z methanolu.

Extrakce 4

Byl navazen 1 g suchého prasku hlivy Gstficné a homogenizovan 50 ml acetonitrilu.
Roztok byl promichan po dobu 20 min. Nasledovala centrifugace pii 4400 rpm po dobu
30 min. Acetonitril v supernatantu byl odpafen na RVO pfi teploté¢ 38 °C. Odparek byl

rozpustén V destilované vod¢. Nasledovala filtrace pies Biichnerovu nalevku s filtraénim

papirem KA1 a SPE C18 kolonu.

Extrakce 5

Navazka 1 g suchého prasku P. ostreatus byla homogenizovana v 50 ml destilované
vody. Roztok byl michan po dobu 20 min a poté centrifugovan pii 4400 rpm po dobu 20 min.
Supernatant byl extrahovan v délici nalevce 3 x 20 ml dichlormethanu. Organicka faze byla
spojena a odpatena pomoci RVO do sucha. Odparek byl rozpustén ve vodé a piefiltrovan

ptes Biichnerovu nalevku s filtranim papirem KA1 a SPE C18 kolonou.

4.3.3 Precisténi extraktu

PreciSténi extraktu aktivnim uhlim

Byl navazen 1 g suchého prasku P. ostreatus a homogenizovan v 50 ml methanolu.
Roztok byl promichan po dobu 20 min. Nasledovala centrifugace pii 4400 rpm po dobu
30 min. Supernatant byl odpaten na RVO pfi teploté 38 °C do sucha. Odparek byl rozpustén
v50 ml H,O a bylo pfidano malé mnozstvi aktivniho uhli. Nasledovala filtrace pies

Biichnerovu nalevku s filtraénim papirem KA1 a SPE C18 kolonu.
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Piecisténi extraktu na katexu IR-120

Katex byl aktivovan 10% kyselinou chlorovodikovou a pfed nanaSenim vzorku bylo
upraveno pH v koloné promytim vodou na pH 3,0. Vyska kolony ¢inila 3,5 cm a sitka 3 cm.
Vzorek byl prefiltrovan pies filtraéni papir KA2. Hodnota pH vzorku byla upravena na pH
3,0. Na kolonu bylo naneseno celkem 75 ml vzorku. Katexova kolona byla poté promyta
250 ml destilované vody. Pro eluci ESH z kolony byl pouzit 0,2M roztok NH4OH. Frakce
byly jimany po 40 ml. U vSech frakci bylo upraveno pH na hodnotu 5,0.

Precisténi extraktu na anexu Dowex 1x8

Dowex 1x8 byl aktivovan roztokem 10% kyselinou octovou. Vyska kolony ¢inila
12 cm a siika 2 cm. Bylo upraveno pH kolony na hodnotu 4,0. Vzorek byl piefiltrovan pies
filtra¢ni papir KA2. U filtratu bylo upraveno pH na hodnotu 9,0. Na kolonu bylo naneseno
celkem 75 ml. Z kolony byly jimany frakce po 40 ml. Kolona byla jest¢ vymyta 80 ml
destilované vody a opét jimana po 40 ml do frakci. U vSech frakei bylo upraveno pH na
hodnotu 5,0.

4.3.4 Priprava vzorku na preparativni HPLC

Zmrazené frakce byly vlozeny do lyofilizatoru pfi teploté —50 °C po dobu 120 hod.
Vzorky byly poté rozpustény v pufru 25mM dihydrogenfosfore¢nanu draselném o pH 5,0
v poméru 2:1 (m:v). Takto ptipravené roztoky byly centrifugovany ptes centrifugaéni filtr
CIPV-02 po dobu 1 min pti 3000 rpm.

4.3.5 QOdsoleni ergothioneinu po preparativni HPLC

Z najimané frakce ergothioneinu byl na RVO odpaten methanol a frakce byla nasledné
zlyofilizovana. Zbyly dihydrogenfosfore¢nan draselny byl odstranén rozpusténim vzorku
v methanolu a oddélenim jeho srazeniny od roztoku filtraci pfes Biichnerovu nalevku

s filtraénim papirem KA 1. Methanol byl nasledné odpatren na RVO pfi teploté 38 °C.
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4.3.6 Chromatografické metody

Metoda 1
mobilni faze [%]
iitok [ml/mi tas [mi :
pritok [ml/min] ¢as [min] A: 25Mm KH2POg, B: MeOH
pH 5,0
0-7 97 3

7-10 50 50
0,9 10-12 50-40 50-60

12-19 40 60

19-22 40-97 60-3

vinova délka [nm] 260
Metoda 2
_ mobilni faze [%]
prutok [ml/min] ¢as [min]

A B

0-12 97 3
12-15 97-5 3-95

0,9

15-19 5 95

19-20 5-97 95-3
vinova délka [nm] 260

A: H20 + 0,05% HCOOH; B: ACN + 0,05% HCOOH nebo MeOH + 0,05% HCOOH

Metoda 3: Preparativni HPLC metoda

mobilni faze [%]

prutok [ml/min] ¢as [min] A: 25mM KH,POy, B: MeOH
pH 5,0
2-7 97 3
7-10 97-50 3-50
18 10-12 50-40 50-60
12-15 40 60
15-18 60-97 60-3
vinova délka [nm] 260
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5 Vysledky

L-Ergothionein je sice komer¢né dostupnou, ale velmi drahou slouceninou (pro
predstavu, 5 mg Cisté latky stoji pies 8 tisic K¢). Cilem této prace bylo najit vhodnou metodu

pro izolaci ergothioneinu, ktery by se dale mohl pouzit pro rozséhlejsi vyzkumy.

5.1 Vybér extrakéniho ¢inidla a postupii extrakce

V této Casti prace je porovnano vyuziti celkem péti riznych extrakénich postupt S ex-
trakénimi Cinidly. Byla sledovana vytéznost ergothioneinu s vyuzitim riznych extrakénich
¢inidel a vyzkouSeno nékolik odlisSnych postupti extrakce.

V ramci prvnich ¢tyf postupt (Extrakce 1-4) bylo zkoumano idealni sloZeni
extrak¢éniho ¢inidla (vodny methanol v poméru 1:4, vodny methanol v poméru 4:1, methanol
a acetonitril). Na zaklad¢ provedenych HPLC analyz (Metoda 1, kolona Biphenyl) byla jako
nejvhodngjsi metoda zvolena extrakce 100% methanolem, ktera vedla K nejvyssimu podilu
ergothioneinu v extraktu.

Dalsi moznosti byla extrakce dichlormethanem z vodného roztoku (Extrakce 5).
Tento postup nevedl k ziskani ergothioneinu, jelikoz bylo zjisténo, ze ESH do organické

faze neptechazi.

5.2 Precdisténi extraktu

Pro prvni kontrolni HPLC analyzy byla zvolena kolona se stacionarni fazi Biphenyl.
Mg¢teno bylo za izokratického gradientu (3 % methanolu). U analyz bylo nutné pouzivat
pufr. (viz Metoda 1)

PreciSténi extraktu pomoci aktivniho uhli

Bylo odzkouseno odstranéni zlutého zbarveni z methanolového extraktu ergothioneinu
pomoci aktivniho uhli. Po zanalyzovani extraktu bylo zjisténo, Ze aktivni uhli sorbuje také
ergothionein. Tento postup byl pro odstranéni nezadouciho zbarveni zvolen jako nevhodny.
Precisténi extraktu pomoci iontoménicové kolony

Vzhledem k aminokyselinové povaze ESH bylo vyzkouSeno piecisténi jeho extraktu

pomoci iontoméni¢ovych kolon. Byly pouzity dva razné ionexy. Katex byl zvolen IR-120
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a anex Dowex 1x8. Nasledn¢ byly precisténé extrakty po ionexech analyzovany. Vysledky

precisténi po jednotlivych ionexech jsou uvedeny na Obr. 5.
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Obr. 5: A: HPLC chromatogram extraktu pted pfec¢isténim, B: HPLC chromatogram
extraktu po precisténi anexem Dowex 1x8, C: HPLC chromatogram extraktu po pteciSténi
katexem IR-120.

Katex IR-120 béhem piecisténi extraktu zachytil kladné nabité ¢astice, véetné ESH,
ktery musel byt nasledné z kolony eluovan. Anex Dowex 1x8 tyto ¢astice naopak propoustel.
Vysledky precisténi na obou ionexech byly velmi podobné. Pro dalsi piecistovani byl tedy

zvolen méné¢ ¢asove narocny anex (Dowex 1x8).
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5.3 Optimalizace metody pro preparativni HPLC

V této fazi byla sledovana separace jednotlivych latek v extraktu z hlivy Ustiicné na
kolonach s riznymi stacionarnimi fazemi (C8, C18, Phenyl-Hexyl, RP-Amide a Biphenyl)
a dvéma riznymi mobilnimi fazemi (methanol a acetonitril). Bylo potifeba najit metodu
s dobte oddélenymi piky pro naslednou preparativni HPLC. Pouzity gradient byl izokraticky
Vv poméru 3 % mobilni faze B. Analyzy byly provadény pomoci UHPLC-PDA-MS/MS, tak
bylo nutné méfit s okyselenymi mobilnimi fazemi (A: okyselend demineralizovana voda,
B: okyseleny methanolem/okyseleny acetonitril) (Metoda 2). K analyze byl pouzit vzorek

Z neprecisténého methanolového extraktu ergothioneinu.

Po porovnani chromatogramii z analyz na vSech kolonach byla k nasledné izolaci
ergothioneinu vybrana kolona C8. Tato kolona nejlépe separovala analyzované latky
S pouzitim mobilni faze s methanolem (Obr. 6).
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Obr. 6: HPLC chromatogram extraktu na analytické koloné C8, mobilni faze: A (H20
+0,05% HCOOH) a B (MeOH + 0,05% HCOOQOH).

5.4 Preparace ESH

Pro preparativni HPLC izolaci byla pouzita Metoda 3 o0 délce 18 minut za
izokratického gradientu (3 % mobilni faze B). Mobilni faze byla slozena z A (25mM
KH2POs, pH 5,0) a B (methanol). K preparativni separaci pomoci HPLC byl pouzit extrakt

precistény pomoci anexu Dowex 1x8. Obr. 7 znazorfiuje pribéh preparativni HPLC.
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Obr. 7: Preparativni HPLC

Po preparativni HPLC probéhlo kontrolni méfeni na analytické kolon¢ C8, které

ukazalo Cisty pik. Chromatogram z analyzy je zobrazeny na Obr. 8.
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Obr. 8: HPLC chromatogram izolovaného ESH

Z hlivy ustti¢né se podafilo izolovat ergothionein mirné nazloutlé barvy. Na chroma-
togramu pik ergothioneinu vykazoval raminko, coz je pravdépodobné disledkem spontanni
tautomerizace této slou¢eniny. Celkové mnozstvi izolovaného ESH ze 107 g lyofilizovaného
houbového prasku &inil 195 mg. Cistota lyofilizovaného ESH byla zkontrolovana zméfenim

teploty tani. Méfeni bylo provedeno ve dvou opakovani s vysledky 234 °C a 235 °C.
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Obr. 9: Absorpéni spektrum ergothioneinu.
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum ergothioneinu s odpovidajicimi fragmenty.

Ze ziskaného ergothioneinu byla zméfena absorpéni kiivka s maximem A = 258 nm (Obr.
9). Absorpéni spektrum je zcela v souladu s absorpénim spektrem standardu ergothioneinu.
Dale bylo z izolovaného ergothioneinu zméfeno hmotnostni spektrum a pfitfazeny jeho

odpovidajici fragmenty (Obr. 10).
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DISKUZE

6 Diskuze

Pro izolaci ergothioneinu byly zvoleny plodnice hlivy ustficné z ditvodu vysokého
obsahu této slouceniny (Kala¢ 2021) a snadné dostupnosti ¢erstvych plodnic této houby.

V experimentalni ¢asti byla vyvinuta extrakéni metoda vychazejici z publikace
Tsiantase et al. (2021) s drobnymi upravami béhem extrakce. Jako extrakéni roztok byl
pouzit methanol. Vypozorovali jsme, Ze extrakci methanolem, na rozdil od vodného roztoku
methanolu, nebyly v ziskaném extraktu ptitomny i dalsi nezadouci latky.

Pro ptecisténi vzorkt byly vyzkouseny dva typy iontoménict. Katex IR-120 pracuje
na principu zachyceni kladné nabitych molekul (véetné ESH) ze vzorku a jejich nasledné
eluci vodnym roztokem NH4OH z kolony. Anex Dowex 1x8 pracuje na principu zachyceni
vSech zaporné nabitych ¢astic z roztoku a propusténi kladné nabitych molekul, véetné ESH.
Vysledky obou precisténi byly velmi podobné, ale kvili mensi ¢asové narocnosti byl
k dalsimu pouziti zvolen anex.

Béhem vyvoje a optimalizace HPLC separace jednotlivych latek bylo testovano
nékolik kolon s riznymi stacionarnimi fazemi, a sice C8, C18, Phenyl-Hexyl, RP-Amide
a Biphenyl. Ze vsech kolon byly pouzivany dvé s vhodnou separaci analyzovanych latek,
a to kolony s Biphenyl a C8 stacionarni fazi. Obé kolony Iépe separovaly jednotlivé latky
pfi pouziti mobilni faze A (H20 + 0,05% HCOOH) a B (MeOH + 0,05% HCOOH).

Po izolaci pomoci preparativni HPLC, odsoleni najimané frakce od KH2PO4 byl ziskan
svétle nazloutly suchy prasek s bodem tani 234,5 °C, coz je v porovnani s tabelovanou
hodnotou (275-277 °C) vyrazné niz§i. Také diky mirné nazloutlé barvé ziskaného vzorku
Ize usuzovat, ze ve vzorku pravdépodobné néjaké minoritni necistoty zistaly, 1 kdyz nebyly
pii kontrolni analyze na HPLC viditelné. Tento vysledek je vSak pro dalsi predpokladané
vyuziti ziskaného ergothioneinu v nasi laboratofi dostacujici.

Obsah ESH v plodnicich hlivy je podle literarnich udaji 94-378 mg/100 g susiny
(viz Tab. I1). Nam se podafilo ziskat 182 mg/100 g suSiny, coz je tedy v souladu

s o¢ekavanim.
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ZAVER

7 Zavér

Béhem metabolismu této houby vznika latka zvana L—ergothionein. Tento velmi
stabilni histidinovy derivat je uznavan pro svoje antioxidacni vlastnosti uzite¢né pro
vychytavani reaktivnich forem kysliku, diky ¢emuz ma vysoky medicinsky potencial.
Nachazi se témét ve vSech zivych organismech, Z nichz jen nékteré jej dokazou syntetizovat.

V pribéhu teoretické ¢asti této prace byly shrnuty zakladni informace pojednavajici
0 vyznamnych antioxidacnich vlastnostech Ergothioneinu, o jeho biochemickych a fyzi-
kalnich vlastnostech, vyskytu, potencialniho vyuziti v mediciné a moznostech stanoveni
Vv plodnicich hub. Experimentalni ¢ast byla zamétena na jeho extrakci z hlivy ustii¢né. Byla
vyvinuta nova metoda pro jeho detekci v houbovych extraktech a naslednou izolaci ¢istého
ESH.

I pfestoze je ergothionein zcela bézné vyskytovanou piirodni latkou, je jeho izolace ve
vetSim mnozstvi obvykle velice Casové a finanéné ndrocna. Nekteré spolecnosti sice uz pou-
Zivaji specificky geneticky modifikované druhy bakterii pro jeho biosyntézu, ale ani tento
postup izolace nema razantni vliv na cenu ¢istého ergothioneinu. Hodnoty prodavanych
standardut se i nadale pohybuji v rozmezi tisict korun za miligramy. Postup vyvinuty v mé
bakalaiské praci predstavil zptsob ziskani vysokého mnozstvi dostatecné ¢istého ESH, ktery

1ze vyuzit pro dalsi vyzkumné tcely Vv nasi laboratofi.
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SHRNUTI a SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

8 Shrnuti

v’ Teoretickd ¢ast obsahuje informace 0 vyskytu, biochemii a moZnosti stanoveni

ergothioneinu v plodnicich hub.

v" Je vypracovan postup vedouci K izolaci ergothioneinu z plodnic hlivy Gst¥i¢né.

v' Vysledky jsou zdokumentovany a vhodné prodiskutovany.

9 Seznam pouzitych zkratek

ESH

ETT

GABA

HPLC

MeOH

MK

m/z

n.h.

OCTN1

rpm

RVO

SAM

SLC22A4

SPE

S.V.

ergothionein

ergothioneine transporter

kyselina gama—aminomaselna
kapalinova chromatografie
methanol

mastné kyseliny

hmotnost iontu/naboj

nejsou hodnoty

organic cation transporter novel type 1
otacky za minutu

rotaéni vakuova odparka
S-adenosylmethionin

solute carrier family 22, member 4
extrakce na pevné fazi

suchy vzorek (susina)
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