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Biologicka aktivita vybranych druhia koralovce (Hericium;
Hericiaceae) a nastinéni jejich mozné aplikace ve vyvoji
funkcnich potravin

Souhrn

Pritomnosti biologicky aktivitnich latek jsou proslulé zejména potraviny z kategorii
ovoce a zelenina. Nicméné jedl¢é houby se jevi byt také zajimavym zdrojem zdravi prospésnych
sloucenin. Soucasna véda hleda inspiraci naptiklad v tradicnim ¢inském 1é¢itelstvi, jez po vice
nez tisic let pouZzivalo 1é¢ivé houby, mezi které patfil mimo jiné koralovec jezaty.

Cilem diplomové prace bylo stanovit antioxidacni a protizanétlivou aktivitu Sesti méné
znamych specifickych kment koralovce jezatého (Hericium erinaceus): KZ09, KZ91, KZ92,
KZ111, KZ116 a KZ120. Déle zvolit kmen s nejvétsim potencidlem, ktery by nasledné mohl
slouzit k vyvoji funkénich potravin pro prevenci nebo 1écbu nemoci zptsobenych oxida¢nim
stresem, se specidlnim ohledem na zanétlivd onemocnéni. Vytipovani vhodného kmene
probéhlo na zakladé vysledki in vitro metod. K urceni antioxida¢nich schopnosti jednotlivych
kment byly zvoleny metody zaloZené na inhibici peroxylovych radikala (ORAC) a 2,2-difenyl-
1-pikrylhydrazylovych radikald (DPPH). Protizdnétliva aktivita byla stanovena pomoci
komeréniho kitu podle schopnosti vzorki inhibovat enzym cyklooxygenazu (COX-2).

Nejvétsi antioxidacni potencial vykazovaly kmeny H. erinaceus KZ91 a KZ166
s hodnotami 67,18 + 3,75 a 65,92 £ 5,51 ug TE/mg extraktu (ORAC, methanolové extrakty).
Slibny protizanétlivy t€¢inek byl pozorovan u kmenii H. erinaceus K209, KZ92, K791 aKZ116
s primérnymi inhibicemi 81,09 + 2,43, 72,78 + 5,26, 72,31 £ 2,55 a 70,57 + 3,00 % (COX-2,
chloroformové extrakty). Vysledky naznacuji, Ze specifické kmeny KZ91 a KZ116 vykazaly
kombinatorni antioxidacni a protizadnétlivy ucinek, a proto by se jim méla vénovat pozornost
pfi navazujicim vyzkumu funkénich potravin obohacenych o houbovy material nebo izolované
biologicky aktivni latky. Vyzkum by se mél zam¢fit predev§im na analyzu chemického slozeni
vzorku, testovani biologické aktivity hotovych funkcnich potravin in vivo a klinickymi

studiemi.

Klic¢ova slova: dopliiky stravy; 1é€ivé houby; oxidaéni stres; volny radikal; zanét



Biological activity of selected species of Hericium
(Hericiaceae) and outline of their possible application
in the development of functional foods

Summary

It is a well-known fact that bioactive compounds are present in foods such as fruit
and vegetable. Nonetheless, edible mushrooms seem to be an interesting source of health
promoting compounds as well. Current science seeks inspiration for instance in traditional
Chinese medicine that has been using medicinal mushrooms, including Hericium erinaceus,
for more than a thousand years.

The purpose of this thesis was to determine antioxidant and anti-inflammatory activities
of six less known strains of H. erinaceus: KZ09, KZ91, KZ92, KZ111, KZ116 and KZ120.
Another aim was to choose a strain with the highest potential that could eventually be used for
development of functional foods for prevention or treatment of diseases caused by oxidative
stress with special regard to inflammatory diseases. The selection of the most suitable strain
was based on the results of in vitro methods. Antioxidant activity of the strains was determined
based on the inhibition of peroxyl radicals (ORAC) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals
(DPPH). Anti-inflammatory activity was evaluated using a commercial kit according to the
ability of the samples to inhibit cyclooxygenase (COX-2).

The highest antioxidant potential was observed in samples H. erinaceus KZ91
and KZ116 with values 67,18 £ 3,75 and 65,92 + 5,51 ug TE/mg extract (ORAC, MeOH
extracts). Strong anti-inflammatory effect was measured in the samples H. erinaceus KZ09,
K792, KZ91 and KZ116 with average inhibitions 81,09 + 2,43, 72,78 + 5,26, 72,31 + 2,55
and 70,57 + 3,00 % (COX-2, TCM extracts). The results suggest that the specific strains KZ91
and KZ116 showed a combinatorial antioxidant and anti-inflammatory effect and should
therefore be considered in follow-up research on functional foods enriched with fungal material
or isolated biologically active substances. Further studies should be focused mainly on the
chemical composition of the sample, along with testing biological activity of prepared

functional foods in vivo and in clinical trial settings.

Keywords: dietary supplements; medicinal fungi; oxidative stress; free radical; inflammation
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1 Uvod

Vliv biologicky aktivnich latek v potravindch na zdravi je hojné diskutované téma.
Potraviny bohaté na slouceniny s biologickou aktivitou mohou byt zajimavé z hlediska
prevence nebo 1é€by nékterych onemocnéni. Tradi¢né jsou zkoumany ovoce, zelenina a 1éCivé
rostliny, v posledni dobé vSak roste zdjem laické i odborné vefejnosti o 1é¢ivé houby.
cytotoxické, protirakovinné a antidiabetické (Venturella et al. 2021). Jedlé houby s léCivym
potencidlem nachazime ptredev§im v rodech hliva (Pleurotus), lesklokorka (Ganoderma),
pecarka (Agaricus), choroS (Polyporus), houzevnatec (Lentinula) akoralovec (Hericium)
(Mwangi et al. 2022). Jednim z méné prostudovanych roda z hlediska biologickych aktivit
jednotlivych druhti je kordlovec.

Koralovec je rod jedlych hub, ktery se vyskytuje predevsim na severni polokouli (Evropa,
Severni Amerika, Cina, Japonsko). Roste paraziticky nebo saprotrofné na kmenech stromd,
na kterych zptlisobuje bilou hnilobu. Nejznaméj$im a nejpouzivanéj$im druhem je koralovec
jezaty (Hericium erinacus), jenz je diky své typické plodnici po svét€ zndm pod riznymi jmény:
lion’s mane v Severni Americe, yamabushitake v Japonsku, hou tou gu v Cing. Koréalovec
jezaty se pouzival v tradi¢ni ¢inské medicing, zejména pro 1é€bu gastrointestinalnich problému
(Pegler 2003). I proto se stal predmétem védeckych studii, které v jeho plodnici a myceliu
erinaciny, erinaceriny, erinaroly, ergosterol a ergothionein (Ma et al. 2010). Diky schopnosti
produkce danych sloucenin je navrhovan jako soucdst novych funkénich potravin. Nyni je
dostupny na trhu ptedevsim ve formé potravinovych dopliikii. Nedostate¢né prozkoumané jsou
vsak rozdily v aktivité raznych specifickych kment.

Z biologickych aktivit se v soucasnosti vénuje zvlastni pozornost antioxidacni aktivité.
Oxidacni procesy jsou ptirozenou soucasti biochemickych procesii v organismu, prikladem je
oxidativni fosforylace v mitochondriich. Pfi oxida¢nich procesech vznikaji volné radikaly,
které jsou pro spravné fungovani organismu nezbytné. Volné radikdly se mohou do téla
dostavat iz vnéjsich zdrojl, jako jsou cigaretovy kout a pesticidy. V ptipadé nadmérné
kumulace volnych radikal v organismu dochézi k oxidacnimu stresu, ktery ma negativni vliv
na lidské zdravi. Casto je oxidadni stres spojovan s celou fadou onemocnéni, aviak védecké
dikazy podporuji souvislost pouze s ur¢itymi typy rakoviny, né¢kterymi neurodegenerativnimi
nemocemi a zanétlivymi onemocnénimi. Organismus ma vlastni antioxida¢ni ochranu diky
systému endogennich antioxidantl, pfedev§im enzymd. Jinou moznosti je piijem exogennich
antioxidantt (Halliwell 2012).
pfirozenou imunitni reakei organismu na patogenni mikroorganismy, chemické a fyzikalni
vlivy nebo nedokrveni tkani. Ugelem zanétlivych procesti je hojeni, eventudlné také zisk
imunity. Problém nastava v ptfipadé, kdy zanét ptejde do chronického a za¢ne poskozovat
organismus. V dasledku miZze dojit k rozvoji revmatoidni artritidy, idiopatickych stfevnich
zanétl, cukrovky a dalSich onemocnénich (Hotejsi 2017; Germolec et al. 2018). Latky
s protizanétlivou aktivitou maji potencidl patologické zanétlivé reakce regulovat.

Z vyse uvedenych davodi se tato prace zabyvala stanovenim antioxidacni

-----



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo stanovit antioxidacni a protizanétlivou aktivitu
u specifickych druht a kment koralovea (Hericium sp.; Hericiaceae) a nasledné urcit vzorek
s nejveétsim potencidlem pro vyvoj funkénich potravin, které by mohly slouzit jako prevence
nebo lécba nemoci zpsobenych oxidacnim stresem, a to se specidlnim ohledem na zanétliva
onemocnenti.

Z vyzkumného problému byla formulovana hypotéza, Ze systematické testovani
houbového materidlu miize vést k objevu extrakti ¢i jednotlivych latek s vyraznou antioxidacni
a protizanétlivou aktivitou vyuzitelnych pti vyvoji funkénich potravin.



3 Literarni reserse
3.1 Koralovec

Koralovec (Hericium) je rod stopkovytrusnych hub (Basidiomycota). Patfi do tfidy
rouskatych (Agaricomycetes), fadu holubinkotvarych (Russulales), ¢eledi koralovcovitych
(Hericiaceae). Koralovce tvoti velké (nejcastéji 30 cm Siroké), bilé az krémové, okrouhle
kompaktni nebo koralovité vétvené plodnice s ostnitym hymenoforem. Vytrusy (bazidiospory)
maji elipsoidni az témét kulovity tvar a jsou amyloidni, v Melzerové ¢inidle se barvi do modra
az Sedomodra. Pravé vytrusy jsou predev§im u mladych plodnic kli¢ové pii urovani
konkrétniho druhu, u dospélych plodnic staci ureni podle vnéjSich znakh (Holec et al. 2012).
Korélovce se vyskytuji roztrouSené¢ az vzacné, zejména v lesich severni polokoule. Rostou
na dievé, prevazné na kmenech starych nebo padlych stromi a na patezech (Pegler 2003). Zivi
se bud’ paraziticky, kdy organické latky ziskavaji pfimo z zivého stromu, nebo saprotrofng, kdy
organické latky ziskavaji z odumfelého dieva, které dale rozkladaji (Holec et al. 2012).
Koralovce pii rozkladu dieva S$tépi pfedevsim lignin, celulozu S$tépi pouze zEasti, ¢imz
zpusobuji na dfeveé bilou hnilobu, ktera je vlaknita a drzi vodu (Leonowicz et al. 1999; Pietka
et al. 2019).

Podle soucasné taxonomie fadime mezi koralovce 22 druht: Hericium abietis,
H. agaricinum, H. alpestre (H. flagellum), H. americanum, H. barbatum, H. bembedjaense,
H. bharengense, H. botryoides, H. caucasicum, H. cirrhatum, H. clathroides, H. coralloides,
H. erinaceus, H. fimbriatum, H. fragile, H. mori, H. muscoides, H. novae-zealandiae,
H. ptychogasteroides, H. rajchenbergii, H. rajendrae, H. yumthangense (Mycobank 2021).

V Evropé se vyskytuje kordlovec jezaty (Hericium erinaceus), kordlovec bukovy
(Hericium coralloides), koralovec jedlovy (Hericium flagellum) a jezatec raznozuby (Hericium
cirrhatum). Koralovec jezaty (H. erinaceus) roste vzacn¢, na kmenech ¢i patezech bukti a dubi,
v lesich a parcich. Plodnice je kompaktni, nepravidelné kulovitd az vej€ita, jeji povrch je pokryt
Supinatymi ostny. Vytrusy maji Siroce elipsoidni tvar o velikosti 5-7 x 4-6 pum. Koralovec
bukovy (H. coralloides) roste roztrousen¢, na padlych kmenech buki a dubti, hlavné v bu¢inach
a pralesich. Plodnice je nepravidelnd, koralovité¢ vétvena, na dievo pfirlistd tfenovitou bazi.
Na povrchu plodnice jsou hojné tenké a Spicaté ostny. Vytrusy maji elipsoidni tvar o velikosti
3,5-5 x 2,54 um. Kordlovec jedlovy (H. flagellum) roste roztrousen¢, na odumielém dieve
jehli¢nant, predevsim jedli. Vyskytuje se zejména v pralesovitych rezervacich, u nés naptiklad
v Boubinském nebo Zofinském pralese. Plodnice je koralovité vétvena, s mohutnymi vétvemi,
zjejichz koncl vyrtstaji svazky ostni. Vytrusy maji Siroce elipsoidni az kulovity tvar
o velikosti 5-6,5 x 4-5,5 um. Jezatec rGznozuby (H. cirrhatum) roste vzacné, na kmenech
a pafezech listnacl, hlavné bukii. Typickym stanovistém jsou hospodarsky vyuzivané buciny.
Plodnice je tvotfena nékolika Skeblovitymi az véjitovitymi klobouky pfirostlymi dohromady
na bazi, jejich povrch je hrbolkaty s tupymi ostny. Vytrusy maji kulovity tvar o velikosti 3,5~
4,5 x 3—4 um (Holec et al. 2012).

V Ceské republice se koralovee vyskytuji vzacnd. Koralovec jeZaty je uveden
v Cerveném seznamu hub (makromycéti) Ceské republiky (Holec & Beran 2006) v kategorii
VU - zranitelny druh. Koréalovec jedlovy a jezatec riznozuby jsou zatazeny do kategorie NT —
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témé&f ohrozeny druh. Zadny druh koralovce neni mezi chranénymi houbami CR podle vyhlagky
¢. 395/1992 Sb. zakona 114/1992 Sb., o ochrané ptirody a krajiny (Antonin et al. 1995).
Koralovec jezaty a koralovec jedlovy jsou vSak zatfazeny do seznamu druht, které by mély byt
zahrnuty do novely vyhlasky (Holec et al. 2012).

V Severni Americe se vyskytuje kordlovec americky (Hericium americanum). Roste
hlavné na odumielych kmenech a patezech listnact, vychodné od Velkych planin. Plodnice
je koralovité vétvena a na povrchu ma husté usporadané ostny, které rostou v trsech ¢i fadach.
Vytrusy maji elipsoidni tvar o velikosti 6,5—7 x 67 um (Ginns 1985).

V Indii se vyskytuji Hericium bharengense a Hericium yumthangense. Druh H.
bharengense roste na jedlovci himaldjském (7suga dumosa, Pinaceae) a vytrusy maji velikost
4 x 49 um (Das et al. 2011). H. yumthangense roste na jedli (4bies densa, Pinaceae) a ma
vytrusy o velikosti 5,3-6,5 x 4,0-5,5 um (Das et al. 2013).

V tropickych destnych lesech Kamerunu se nachazi Hericium bembedjaense. Specificky
je ptitomnosti pleurocystidii a velikosti vytrusd 2,6-3,0 x 1,7-2,2 um, roste na listnatych
stromech (typicky Gilbertiodendron dewevrei) (Jumbam et al. 2019).

Velmi vzacné se koralovee vyskytuji i na jizni polokouli. Naptiklad z Argentiny je znamy
Hericium rajchenbergii, ktery roste na litree (Lithraea molleoides, Anacardiaceae) a ma vytrusy
o velikosti 4,5-5,0 x 3,0-4,0 um (Hallenberg et al. 2013).

3.1.1 Chemické slozeni

Védecké studie se vénuji predevsim analyzam kordlovce jezatého (H. erinaceus). Jeho
chemické slozeni v suseném stavu je 61,3 % sacharidi, 18,8 % bilkovin a 2,9 % tuki.
Organické slouceniny tvoii 83 % susiny, popeloviny 6,91 % a vazana voda 10,11 % (Rodrigues
et al. 2015). StarSi studie pracovala s plané rostoucim kordlovcem, kdy stanovila obsah
sacharidt na 57 %, bilkovin 22,3 %, tuka 3,5 %, popelovin 9,4 % a vazané vody 4,3 % (Mau
et al. 2001). Studie Cohen et al. (2014) srovnavala rozdil mezi slozenim plodnice a mycelia,
pricemz zjistila, ze plodnice v suseném stavu obsahuje 61,1 % sacharidi, 20,8 % bilkovin,
5,1 % tukd, 6,8 % popelovin a 6,2 % vazané vody, zatimco suSina mycelia obsahuje 42,9 %
sacharidu, 42,5 % bilkovin, 6,3 % tuki, 4,4 % popelovin a 3,9 % vazané vody. Energeticka
hodnota susené plodnice je 374 kcal/100 g a suseného mycelia 398 kcal/100 g. Koralovec je
také zdrojem makroelementii i mikroelementii (konkrétné vapniku, hoic¢iku, sodiku, fosforu,
siry, zeleza, chromu, kobaltu, médi, manganu, molybdenu, selenu a zinku) (Cohen et al. 2014;
Rodrigues et al. 2015).

3.1.2 Biologicky aktivni latky

Korélovec jezaty (H. erinaceus) je zajimavy z farmaceutického a farmakologického
hlediska predevsim diky obsahu biologicky uc¢innych latek, mezi které patii polysacharidy,
hericenony, erinaciny, ergothionein, lektiny, steroly a silice (Friedman 2015; Venturella et al.
2021; Winder et al. 2021).

11



3.1.2.1 Polysacharidy

Polysacharidy jsou stavebni jednotkou bunééné stény hub. VétSinou se fadi mezi primarni
metabolity, ale nékteré se mohou diky své biologické aktivité povazovat i za sekundarni
metabolity (Devi et al. 2020). Mnozstvi polysacharidi je u kordlovce vyssi v plodnici nez
v myceliu (Mori et al. 1998). U koralovce jezatého (H. erinaceus) jsou nejhojnéjSimi
polysacharidy alfa-glukany a beta-glukany (Rodrigues et al. 2015). Dtlezité jsou i komplexy
polysacharidt a bilkovin, neboli glykoproteiny (Zhao et al. 2020). Z kordlovce jezatého bylo
doposud izolovano vice nez 35 polysacharidi (He et al. 2017). Z hlediska biologické aktivity
jsou nejzajimavéjsi HEP, EP-1 a HEG-5 (Winder et al. 2021). Polysacharid HEP ma
imunomodulacni aktivitu, kterd byla zkoumédna na imunitni funkci stfev mys$i. HEP
pfi koncentraci 150 mg/kg podnécuje mitogenem aktivované proteinové kinazy, ¢cimz zvySuje
proliferaci lymfocytii a pfi koncentraci 300 mg/kg aktivuje proteinkindzu B, ¢imz zlepSuje
aktivitu natural killer bunék i makrofagl a podporuje sekreci IgA (Sheng et al. 2017). Déle
HEP prokazuje protirakovinnou, antioxidacni, gastroprotektivni, hepatoprotektivni,
neuroprotektivni aktivitu a snizuje hyperglykemii i hyperlipidemii (Wang et al. 2019b).

Exopolysacharid EP-1 indukuje apoptdzu prekancerdznich bunék MC a zastavuje jejich
bunécny cyklus v G1/GO fazi, zatimco zdravé lidské bunky zaludku GES-1 neposkozuje (Wang
et al. 2017).

Glykoprotein HEG-5 ma hemaglutinaéni a protirakovinnou aktivitu. Pomér
polysacharidi a proteini u HEG-5 je 1 : 10 a prevlada struktura B-sklddaného listu (Cui et al.
2014). Aktivita glykoproteinu HEG-5 byla zkouména na lidskych zaludecnich rakovinnych
buitkach SGC-7901, u kterych zptsobuje zastavu bunééného cyklu v S fazi a podnécuje
apoptézu. Inhibice rastu dosahuje 93,4 % po 48 h pti plisobeni koncentrace 200 pg/mL.
Inhibi¢ni koncentrace ICso po 24 h byla stanovena na 107,4 pg/mL a po 48 h na 46,7 pg/mL
(Zan et al. 2015). Tyto vysledky pochézi hlavné z in vitro podminek, takze je otdzkou, jakou
aktivitu budou polysacharidy prokazovat v klinickych studiich.

3.1.2.2 Hericenony

Hericenony jsou derivaty benzyl alkoholu, které se vyskytuji v plodnici koralovce
jezatého (H. erinaceus), patii mezi sekundérni metabolity (Venturella et al. 2021). Jsou popsany
hericenony A, B (Kawagishi et al. 1990), C, D, E (Kawagishi et al. 1991), F, G, H (Kawagishi
et al. 1992a), I, J (Ueda et al. 2008), K (Zhang et al. 2015), L (Ma et al. 2012), hericeny A—C
(Arnone et al. 1994), D-H (Chen et al. 2020a), 3-hydroxyhericenon F (Ueda et al. 2008),
hericerin (Kimura et al. 1991), isohericenon (Kim et al. 2012a), isohericerin (Miyazawa et al.
2012), hericerin A, isohericenon J (Li et al. 2015b), isohericerinol A (Ryu et al. 2021).
Chemické struktury vybranych hericenonti jsou zobrazeny na Obrazku 1.

Hericenony A a B projevuji in vitro cytotoxickou aktivitu proti buiikdm HeLa. Minimdalni
koncentrace potiebnd pro uplnou inhibici ristu bun€k byla pro hericenon A 100 pg/mL
a pro hericenon B 6,3 ng/mL (Kawagishi et al. 1990). Hericenon L vykazuje cytotoxickou
aktivitu vi¢i bunééné linii EC109 s hodnotou ICso 46 pg/L (Ma et al. 2012). Hericenon I
inhibuje rakovinné bunééné linie SH-SYSY, 1321IN1, HCT-116, Caco-2, OVKI18 a HelLa
s hodnotami ICso 36,69, 41,66, 7,66, 49,53, 0,99 a 25,94 uM (Ashour et al. 2019).
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Hericenon C: R = palmitoyl Hericenon F: R = palmitoyl
Hericenon D: R = stearoyl Hericenon G: R = stearoyl
Hericenon E: R = linoleoyl Hericenon H: R = linoleoyl

Hericenon I Hericenon J
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HO'

Hericen A: R = palmitoyl
~ Hericen B: R = oleoyl
Hericenon K Hericen D: R = lineoyl
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Obrazek 1: Chemické struktury vybranych hericenont
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Hericenony C, D, E, H stimuluji syntézu nervového rastového faktoru (NGF) in vitro
(Kawagishi et al. 1991, 1992a). NGF je peptid, ktery je zdsadni pro zachovéni, rast, organizaci
a spravnou funkci neuront (Obara & Nakahata 2002; Ma et al. 2010). Nedostatek NGF je
spojovan s Alzheimerovou nemoci (Allen & Dawbarn 2006). Pti koncentraci 33 pg/mL
hericenonu C produkovaly mysi astrocyty 23,5 pg/mL NGF, pfi téZe koncentraci hericenonu
D, E, H produkovaly 10,8, 13,9 a 45,1 pg/mL NGF (Kawagishi et al. 1991, 1992a).

Hericenony C, E, F, G a hericen B vykazuji in vivo inhibi¢ni aktivitu viici a-glukosidaze
(Chen et al. 2020a). Hericenon D a hericeny A, D inhibuji enzym o-glukosiddzu in vitro
s hodnotami 1Cso 15,5, 6,7 a 3,9 uM (Lee et al. 2020). Tyto slouc¢eniny maji proto potencial
slouzit jako doplnék stravy ¢i 1é¢ivo pro pacienty s diabetem.

Hericeny A, B, C inhibuji in vitro nuklearni faktor kappa B (NF-xB). NF-kB je dulezity
transkripcni faktor, ktery ovliviiuje expresi gent zasadnich pro imunitni systém a zénétlivou
odpovéd’ organismu. Pfi nadmérné aktivaci reaktivnimi druhy kysliku (ROS), faktorem
nadorové nekrézy a (TNF-a), interleukinem 18 (IL-1p), kokainem nebo ionizujicim zafenim
se muze podilet na vzniku zanétlivych onemocnénich a rakoviny (Li et al. 2014a).

3-Hydroxyhericenon F vykazuje ochranou aktivitu proti smrti N2a bun¢k zpiisobenou
stresem endoplazmatického retikula (Ueda et al. 2008). Také inhibuje produkci ROS, snizuje
hladinu prozénétlivych cytokint (IL-1P, IL-170, TNF-a), reguluje expresi NF-xB
a cyklooxygenaz (COX-1 a COX-2) a ma potencial inhibovat B-sekretazu (Diling et al. 2017a).

Hericerin a hericerin A inhibuji proliferaci bun¢k lidské akutni promyelocytarni leukemie
HL-60 pti ICso 5,47 puM hericerinu a 3,06 puM hericerinu A. Déle navozuji apoptozu
rakovinnych bunék down regulaci proteinkinazy B (Li et al. 2015b).

Isohericenon a isohericerin projevuji in vitro cytotoxickou aktivitu. Isohericenon inhibuje
bunécné linie A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 a HCT-15 pii ICso 2,6, 3,1, 1,9 a 2,9 uM.
Isohericerin inhibuje stejné bunééné linie pti ICso 21, 8,9, 3,1 a 19 uM (Kim et al. 2012a).

Isohericerinol A signifikantné zvySuje produkci NGF v C6 bunécéné linii gliomu.
Podobnou, avsak slabsi aktivitu vykazuje také corallocin A a hericerin. ZvySené produkce NGF
témito slouceninami podporuje rist axonti N2a nervovych bunék (Ryu et al. 2021).

Hericenony maji diky svym vyse popsanym biologickym aktivitim potencial predev§im
pro podporu mozkové ¢innosti, zlepSeni kognitivnich funkci (mozné vyuziti jako nootropika)
a pro lécbu uzkosti, deprese, neurodegenerativnich onemocnéni (hlavné Alzheimerovy
choroby). Avsak schopnost jednotlivych hericenonii navodit rGst nervovych bun¢k byla
prokazana pouze in vitro, takze je potieba potvrdit aktivitu in vivo a klinickymi studiemi.

3.1.2.3 Erinaciny

Erinaciny jsou diterpeny, které se vyskytuji v myceliu kordlovce jezatého (H. erinaceus),
patfi mezi sekundarni metabolity (Venturella et al. 2021). Jsou popsdny erinaciny A, B, C
(Kawagishi et al. 1994), D (Kawagishi et al. 1996b), E, F, G (Kawagishi et al. 1996a), H, I (Lee
et al. 2000), J, K (Kawagishi et al. 2006), P (Kenmoku et al. 2000), Q (Kenmoku et al. 2002),
R (Ma et al. 2008), S (Chen et al. 2016), T, U, V (Zhang et al. 2018), Z1 (Rupcic et al. 2018).
Chemické struktury vybranych erinacint jsou zobrazeny na Obrazku 2.

Erinaciny A, B, C, D, E, F, H stimuluji syntézu NGF in vitro. Erinaciny A, B a C
pfi koncentraci 1,0 mM podnécuji mysi astrocyty k produkci NGF v mnozstvich 250,1 pg/mL,
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129,7 pg/mL a 299,1 pg/mL (Kawagishi et al. 1994). Erinacin D pfi koncentraci 1,67 mM
stimuluje mys$i astrocyty k syntéze 141,5 pg/mL NGF (Kawagishi et al. 1996b). Erinaciny E
a F pfi koncentraci 5,0 mM stimuluji astrocyty k produkei 105 a 175 pg/mL NGF (Kawagishi
et al. 1996a). Erinacin H v koncentraci 33,3 pg/mL podnécuje astrocyty k syntéze 31,5 pg/mL
NGF, coz je pétinasobek oproti kontrolnimu vzorku bez erinacinu (Lee et al. 2000).

Erinaciny mohou stimulovat také tvorbu dalSiho neurotrofinu, a to mozkového
neurotrofniho faktoru (BDNF). Erinacin C pfi koncentraci 3 pg/mL in vitro signifikantné
zvySuje obsah BDNF v bunééné linii 1321IN1. Erinaciny A, B, C a Z1 zvySuji produkci
neurotrofinll v astrocytech (Rupcic et al. 2018).
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Obrazek 2: Chemické struktury vybranych erinacini
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Erinacin A zvySuje obsah NGF a katecholamintll in vivo v centrdlni nervové soustavé
u mysi. Mysi, kterym byl podan erinacin A v ddvce 8 mg/kg, mély prokazatelné vic NGF
v centralni nervové soustavé nez dvé kontrolni skupiny (Shimbo et al. 2005). Déle erinacin A
u mysi in vivo snizuje zatéz amyloidu beta na mozek a zvysuje hladinu inzulinazy (IDE) (Chen
et al. 2016; Tzeng et al. 2018). Chen et al. (2016) podavali 30 mg/kg po dobu 30 dni, zatcz
amyloidu beta byla snizena o 38,1 % a hladina IDE byla zvySena o 141,1 %. Tzeng et al. (2018)
podavali taktéz 30 mg/kg po dobu 30 dni, zaznamenali snizeni poctu i velikosti amyloidnich
plaki a zvySeni hladiny IDE o 303,5 %. Erinacin A ma také protinddorovy potencial, aktivuje
produkci reaktivnich druhii kysliku (ROS) a proteinu p21, ¢imz inhibuje rast rakovinnych
bun¢k (Lu et al. 2016; Kuo et al. 2017; Lee et al. 2019). Lu et al. (2016) pracovali in vitro
s lidskymi buiikami kolorektalniho karcinomu DLD-1 a HCT-116, kterych po osetfeni 10 uM
erinacinu A po dobu 24 h ptezilo 65 % a 55 %. Zkoumali také efekt 1 mg, 2 mg a 5 mg u mysi
in vivo, u kterych po 18 dnech bylo inhibovano 66 %, 51 % a 42 % rakovinnych bunék. Kuo et
al. (2017) potvrdili in vitro, ze pti 1&€bé lidskych bunék rakoviny zaludku MKN28 a TSGH9201
erinacinem A v koncentraci 1-10 pM dojde za 6 h k produkci superoxidu aza24h
k signifikantni inhibici ristu rakovinnych bun¢k.

Erinacin C vykazuje kromé neuroprotektivni aktivity i aktivitu protizdnétlivou.
Pti plisobeni 2,5 pM erinacinu C na mikroglie BV2 zasazené lipopolysacharidem in vitro
dochézi k inhibici produkce oxidu dusnatého (NO) o 31 %, sniZeni hladiny IL-6 o 50 %,
poklesu TNF-a o 23 % a inhibici exprese syntazy oxidu dusnatého (iNOS) o 40 %. Navic
inhibuje transkripci NF-xB (Wang et al. 2019a).

Erinacin S zmensuje amyloidni plaky a zvySuje hladinu IDE u mysi in vivo (Chen et al.
2016; Tzeng et al. 2018). Chen et al. (2016) podéavali 30 mg/kg erinacinu S po dobu 30 dni,
zatéz amyloidu beta byla snizena o 40,2 % a hladina IDE byla zvysena o 130,5 %. Tzeng et al.
(2018) podavali téz 30 mg/kg po dobu 30 dni, zaznamenali signifikantni zmenseni velikosti
amyloidnich plakti a zvySeni hladiny IDE o 269,8 %. Erinacin S dale navozuje apoptozu
rakovinnych zaludecnich bunék in vitro, zatimco zdravé buiiky neposkozuje. Protirakovinna
aktivita byla pozorovana také in vivo, kdy erinacin S mél inhibi¢ni G¢inek na rast zaludecniho
nadoru u mysi s xenograftem AGS (Tung et al. 2021).

Erinaciny T, U, V a P vyznamné podporuji rist neuriti bunééné linie PC12 in vitro
v rozmezi koncentraci 2,5—10 uM. Zastoupeni bunék s neurity po osetfeni erinaciny T, U,V a P
v koncentraci 10 uM bylo 43,7 %, 76,31 %, 65,3 % a 48,3 %, po osetfeni NGF v koncentraci
40 ng/mL bylo zastoupeni 40,3 % (Zhang et al. 2018).

Erinaciny (i hericenony) jsou nizkomolekularni latky, které mohou projit
hematoencefalickou bariérou (na rozdil od NGF) amaji tak potencial v 1écbé
neurodegenerativnich onemocnénich (Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby). Bohuzel jejich
pfesny mechanismus stimulace syntézy NGF neni zndm (Ma et al. 2010). Na zéklad¢ vysledkt
in vitro se zaCinaji provadét klinické studie ovéfujici Gcinek koralovee jezatého
na neurodegenerativni nemoci, které maji zatim slibné vysledky (Mori et al. 2009; Li et al.
2020). Koralovec jezaty je dale zkoumdn v preklinickych in vivo a klinickych studiich jako
moznda lécba dusevnich poruch (Gzkosti, deprese, poruch spanku, zachvatovitého ptejidani)
(Nagano et al. 2010; Vigna et al. 2019) a poranéni perifernich nervi (Ustiin et al. 2018).
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3.1.2.4 Erinapyrony, erinaceriny a dalsi

Erinapyrony, erinaceriny a erinaceolaktony jsou sekundarni metabolity izolované
z kultury korélovce jezatého. Erinapyrony jsou y-pyrony a jsou popsany erinapyrony A, B
(Kawagishi et al. 1992b) a C (Arnone et al. 1994). Erinapyrony A a B plisobi cytotoxicky proti
HeLa buiikdm. Umrti bunék je zptisobeno koncentracemi 0,88 mM erinapyronu A a 1,76 mM
erinapyronu B (Kawagishi et al. 1992b). Erinapyron C vykazuje mirnou aktivitu proti
grampozitivnim bakteriim (Arnone et al. 1994).

Erinaceriny jsou chemicky isoindolin-1-ony a jsou znamé erinaceriny A, B (Yaoita et al.
2005), C-L (Wang et al. 2015b), M-T (Wang et al. 2015a). Erinaceriny D—L inhibuji a-
glukosidazu pii ICso mezi 5,3 a 145,1 uM (Wang et al. 2015b) a erinaceriny Q-T pfi ICso mezi
12,7 a 23,3 uM (Wang et al. 2015a). Erinaceriny A, M, N, O, P vykazuji cytotoxickou aktivitu
(Kim et al. 2012a; Wang et al. 2015a; Zhang et al. 2020).

Erinaceolaktony jsou z chemického hlediska cyklické estery karboxylovych kyselin. Jsou
popsany erinaceolaktony A—C, znichz prvni dva vykazuji inhibicni efekt na rlst rostlin.
Erinaceolakton A inhibuje rist kofenu salatu pti davce 1 pumol na filtrani papir o priméru
55 mm a erinaceolakton B pfi 100 nmol (Wu et al. 2015).

Erinaceolaktamy A—E jsou isoindoliny izolované z ethanolového extraktu plodnice
koralovce jezatého. Erinaceolaktamy maji cytotoxicky potencial (Wang et al. 2016).

Dalsimi sekundarnimi metabolity izolovanymi z koralovce jezatého jsou erinacenoly A—
D a erinacen D. Erinacenoly pochazi z plodnice a inhibuji in vitro a-glukosidazu s hodnotou
ICs0 19,6 uM (Lee et al. 2020). Erinacen D je z chloroformového extraktu a in vitro vykazuje
inhibici transkripce NF-xB (Li et al. 2014a).

3.1.2.5 Ergothionein

Ergothionein je thionovy derivat aminokyseliny histidinu, chemickd struktura
je zobrazena na Obrazku 3. Je syntetizovan n¢kterymi bakteriemi a houbami. Vykazuje slibnou
antioxidacni a cytoprotektivni aktivitu v testech in vitro. Lidé jej mohou pfijimat ve strave,
nacez v téle se absorbuje prostiednictvim specifického transportéru OCTN1 (organic cation
transporter, novel type-1) a akumuluje se v ¢ervenych krvinkach i v urcitych tkanich (v jatrech,
slinivce, ledvindch, kostni dieni, mozku a oku) (Halliwell et al. 2018). Dal$imi pozitivnimi
vlastnostmi ergothioneinu jsou chemicka stabilita a pomalé vylucovani z organismu. Mohl by
slouzit jako prevence ¢i podpiirna lécba pfi neurodegenerativnich a kardiovaskularnich
onemocnénich, dale pfi nemocich o¢i a ledvin a mozné také diabetu a rakoviné (Cheah &
Halliwell 2021).
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Obrazek 3: Ergothionein
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Ergothionein se vyskytuje v plodnici i myceliu kordlovce jezatého. Obsah v plodnici
muze byt 1,12 mg/g (Kalaras et al. 2017), 0,96 mg/g (Lee et al. 2009) az 0,34 mg/g v susin¢.
Obsah v myceliu se pohybuje kolem 0,58 mg/g v susiné (Roda et al. 2021). Z pohledu mnozstvi
ergothioneinu se jako zajimavé jevi primordium (zérodek plodnice) kordlovce s obsahem
1,30 mg/g, pfi¢emz zastoupeni hericenii A, B, C a D je srovnatelné s plodnici i myceliem, avSak
oproti myceliu chybi erinacin A a oproti plodnici mé primordium nedostatek hericenond C a D
(Roda et al. 2022).

3.1.2.6 Lektiny

Lektiny jsou proteiny neimunitniho ptivodu, které se vazi na cukry a nékteré maji
schopnost aglutinovat. Li et al. (2010) izolovali ze susené plodnice koralovce jezatého novy
lektin HEA (H. erinaceus aglutinin) s hemaglutinacni aktivitou. U mySich splenocyti HEA
iniciuje mitézu. Zastavuje proliferaci bun¢k lidského hepatoceluldrniho karcinomu HepG2
pti ICsp 56,1 uM a buné¢k rakoviny prsu MCF7 pti ICso 76,5 uM. Rovnéz bylo zjisténo, ze HEA
inhibuje reverzni transkriptazu viru HIV-1 pii ICso 31,7 uM (Li et al. 2010).

3.1.2.7 Steroly

Steroly jsou steroidni alkoholy, v bunéénych membrandch hub se vyskytuji tzv.
mykosteroly. Nejzndméj$im mykosterolem je ergosterol (provitamin D, viz Obrazek 4), ktery
se nachézi pravé i v korédlovci jezatém (Avtonomova et al. 2012). Obsah ergosterolu v koralovci
je pomérné nizky, lze ale signifikantné zvysit kultivaci spolu s kyselinou salicylovou nebo
methyl-jasmonatem. Pii Sestidenni kultivaci s kyselinou salicylovou v koncentraci 100 umol/L
byl obsah ergosterolu 2,33 mg/g a pfi ¢tyfdenni kultivaci s methyl-jasmonétem v koncentraci
50 umol/L byl obsah ergosterolu 1,988 mg/g (Dai et al. 2015). Pisobenim ultrafialového zateni
na ergosterol (v kiizi) vznikd ergokalciferol, ten je nasledné v jatrech pfeménén na 25-
hydroxyergokalciferol, ktery je krvi pfeveden do ledvin, kde vznikd aktivni forma 1a,25-
dihydroxyergokalciferol. Ergokalciferol ma potencidlné imunomodulacni aktivitu, avSak
pravdépodobné mensi nez cholekalciferol (Alswailmi et al. 2021; Durrant et al. 2022). Jeho
suplementace mize mit pozitivni vliv na prib¢h autoimunitnich nemoci (zejména idiopatickych
sttevnich zanétl, roztrousené sklerdzy a revmatoidni artritidy) (Goldsmith 2015).

Ergosterol Erinarol H Erinarol J
OH

Obrazek 4: Chemické struktury sterolt izolovanych z koralovce
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Erinaroly jsou estery steroli izolované z metanolového extraktu susenych
plodnic korélovce jezatého. Jsou popsany erinaroly A—F (Li et al. 2014¢), G-J (Li et al. 2015a).
Erinaroly H a J in vitro vykazuji protizdnétlivou aktivitu inhibici TNF-a a erinarol J navic
inhibici NO (Li et al. 2015a). Jejich chemické struktury jsou zobrazeny na Obrazku 4.

3.1.2.8 Silice

Silice jsou tékavé, intenzivné vonici smési pfirodnich latek. Silice kordlovce jezatého
se sklada predevsim z kyseliny hexadekanové (26,0 %), kyseliny linolové (13,1 %),
fenylacetaldehydu (8,9 %) a benzaldehydu (2,5 %). Na typickém aromatu koralovce jezatého
se podili hlavn¢ 2-methyl-3-furanthiol, 2-ethylpyrazin a 2,6-diethylpyrazin, které se vyskytuji
v koralovci ve stopovém mnozstvi (Miyazawa et al. 2008). 2-Methyl-3-furanthiol vykazuje
antioxidac¢ni aktivitu, navic v koncentraci 12,5 pM pusobi synergicky s a-tokoferolem (Eiserich
et al. 1995).

3.1.3 Tradi¢ni vyuziti v lidovém lécitelstvi

,,L.€ky a potraviny maji spoleény piivod*, pravi staré ¢inské ptislovi, které plati obzvlaste
pro houby (Chang & Wasser 2012). Houby jsou pro své specifické senzorické vlastnosti (chut’
a textura) oblibenou soucasti lidskych jidelnickii po tisice let (Rajarathnam & Shashirekha
2003; Miyazawa et al. 2012). V dnesni dob¢ je zndmo, Ze jsou také nutricné pfinosné, jsou
zdrojem bilkovin, chitinu (nerozpustné vlakniny), vitaminli (thiaminu, riboflavinu, niacinu,
kyseliny askorbové, ergosterolu) a mineralnich latek (fosforu, zeleza) (Chang & Wasser 2012).
Neékteré houby se navic tradicné uplatiiuji pti 1é€bé rliznych onemocnéni. Na zaklad¢ této
skute¢nosti se od druhé poloviny 20. stoleti provadéji védecké studie, které v 1é¢ivych houbach
potvrdily ptfitomnost specifickych biologicky aktivnich latek.

Mezi vySe popsané houby se fadi mimo jiné rod koralovec. Kordlovec jezaty je tradi¢né
vyuzivan piedevdim ve vychodni Asii ke kulinaiskym imedicinalnim Ggelom. V Cing
se pouzivd vice nez 1000 let av dalsich vychodoasijskych zemich po mnoho desetileti
(Thongbai et al. 2015). V Japonsku je diky své charakteristické plodnici nazyvan
yamabushitake (horsky mnich), v Ciné hou tou gu (opiéi hlava) a v Severni Americe lion’s
mane (1vi hiiva) (Inanaga 2012).

Tradi¢ni vyuziti kordlovce jezatého v ¢inském lidovém lécitelstvi je shrnuto v Tabulce 1.
Ze starovékého ¢inského 1écitelstvi se vyvinul medicinsky systém oznacovany jako tradicni
¢inskd medicina (TCM). TCM vyuziva koralovce jezatého hlavné k 1é¢be zazivacich obtizi,
dale k 1écbé onemocnéni péti organt (jater, plic, sleziny, srdce a ledvin) a podpoie celkového
elanu a sily (Spelman et al. 2017). Specifickym problémem v TCM, na ktery se také pouziva
koralovec jezaty, je tzv. gi (¢chi) deficience. Jedna se o nedostatek zivotni energie, ktery se
projevuje celkovou i svalovou slabosti, inavou, nespavosti a fadou gynekologickych problému
(Chiang et al. 2014; Spelman et al. 2017).
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Tabulka 1: Piehled onemocnéni, pro jejichz prevenci i 1é¢bu se v Ciné tradiéné vyuzival
koralovec jezaty (H. erinaceus)

Onemocnéni Reference

Dyspepsie (Pegler 2003; Miyazawa et al. 2012)

Zaludeéni viedy (Pegler 2003; Miyazawa et al. 2012; Winder et al. 2021)
Akutni zanét zaludku (Wang et al. 2017; Winder et al. 2021)

Hypertenze (Thongbai et al. 2015)

Hyperglykémie (Thongbai et al. 2015)

Rakovina (Thongbai et al. 2015; Spelman et al. 2017)

Nervova slabost (Thongbai et al. 2015)

Vycerpani (Miyazawa et al. 2012; Thongbai et al. 2015)

Japonskeé tradi¢ni 1é€itelstvi ptipisuje koralovcei jezatému pozitivni vliv na slezinu i stfeva,
1é¢ivé ucinky na zazivaci potize, zaludeéni viedy, nervovou slabost a rakovinu (Rajarathnam &
Shashirekha 2003; Spelman et al. 2017).

3.2 Biologicka aktivita

Lécivé houby vykazuji celou tadu biologickych aktivit, naptiklad antioxidaéni,
protizanétlivou, imunomodulacni, antialergenni, antibakteridlni, antifungalni, antivirovou,
cytotoxickou, protirakovinnou, antidiabetickou, hepatoprotektivni, neuroprotektivni,
nefroprotektivni nebo osteoprotektivni aktivitu. Dale bylo prokézano, ze n¢které houby pisobi
proti depresi, snizuji krevni tlak, snizuji hyperlipidemii i hyperglykemii (Guggenheim et al.
2014; Elkhateeb 2020; Jeitler et al. 2020; Venturella et al. 2021). Lécivé G¢inky maji houby
diky tfad¢ sekundarnich metabolitii, které se nachazi v myceliu ¢i plodnici. Sekundérni
metabolity mohou ptisobit v lidském téle individualné i synergicky na fadu biologickych funkci
(Venturella et al. 2021).

Rod koralovec projevuje vSechny vyse vyjmenované biologické aktivity (Kawagishi &
Zhuang 2008; Chong et al. 2020; Venturella et al. 2021). Nejvice vykazuje antioxidacni
a protizanétlivou aktivitu, v praxi ma potencidl zejména klécbé kognitivnich poruch
a neurodegenerativnich onemocnéni (Spelman et al. 2017; Venturella et al. 2021).

3.2.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita je schopnost zpomalit nebo zastavit oxidacni procesy (Seiftried et
al. 2017). Latky vykazujici antioxida¢ni aktivitu se nazyvaji antioxidanty a mohou byt
endogenniho nebo exogenniho pivodu (Kurutas 2016). Endogenni antioxidanty se v téle
vyskytuji pfirozené, patii mezi né napiiklad superoxid dismutdza, glutathion peroxidaza,
katalaza, glutathion, thioredoxin, koenzym Q (Ali et al. 2020). Exogenni antioxidanty jsou
ptijimany v potravé (nebo ve formé dopliki stravy) a jedna se naptiklad o vitaminy C, E, A,
karotenoidy, flavonoidy (Kozarski et al. 2015; Ali et al. 2020).
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Oxidac¢ni procesy jsou nedilnou soucasti mnoha Zivotné diilezitych procesu, naptiklad
fotosyntézy nebo oxidativni fosforylace. V prubehu téchto reakei dochazi mimo jiné ke vzniku
volnych radikali. Volné radikdly jsou atomy, molekuly nebo ionty s neparovym poctem
elektronil, jsou nestabilni a vysoce reaktivni. Do organismu se mohou dostat také z exogennich
zdroju, mezi které patii cigaretovy kout, pesticidy, UV zafeni a ionizujici zateni (Tauchen 2019;
Gulcin 2020).

Nejcastejsimi oxidanty jsou reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku
(RNS) a reaktivni formy siry (RSS) (Ali et al. 2020). Zpisobuji oxidativni poskozeni lipidd,
proteint a nukleovych kyselin (Taverne et al. 2013). VysSe zminéné reaktivni formy se mohou
vyskytovat ve form¢ volnych radikali nebo neradikalovych latek (Ali et al. 2020). Mezi ROS
patfi superoxidovy radikdl (¢O2"), hydroxylovy radikal (HOe), peroxylovy radikal (ROO¢),
peroxid vodiku (H20), singletovy kyslik (02), kyselina chlorna (HOCI) (Halliwell 1994; Ali
et al. 2020). Mezi RNS patii oxid dusnaty (NOe), oxid dusi¢ity (NOge), nitrosyl (NO™),
peroxynitrit (ONOQO™) (Halliwell 1994; Gulcin 2020). ROS maji v organismu dilezitou roli,
jedné se o signalni molekuly, které se podileji na mnoha procesech, véetné regulace zanétl
(Halliwell 2012; Taverne et al. 2018).

Oxidac¢ni stres je disledkem nerovnovéhy ROS a antioxidantti (Kurutas 2016). Oxidacni
stres je Casto povazovan za puvodce fady onemocnéni, av§ak u vétSiny nejsou dostatecné
dikazy (Tauchen 2019). Podle Halliwell (2012) oxidacni stres muze hrat dalezitou roli
pfi vzniku nékterych typt rakoviny, neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerovy
a Parkinsonovy choroby), idiopatickych stievnich zanéti (Crohnovy choroby a ulcerdzni
kolitidy) a mozna ateroskler6zy.

Mechanismus plisobeni antioxidantii je dvojiho typu: primarni a sekundarni. Primarni
spoc¢iva ve vychytavani volnych radikall, ptikladem je a-tocopherol. Sekundéarni zahrnuje
ostatni mechanismy: navazani kovovych ionti (chelatace), vychytavani ROS, pfeména volnych
radikalli na neradikdlové formy, deaktivace singletového kysliku, absorpce UV zateni (Gulcin
2020).

Antioxidanty mohou byt syntetické nebo piirodni. Syntetické antioxidanty se vyuzivaji
pfedevsim v potravinaistvi jako konzervaéni latky (hlavné proti oxidaci lipidil), nejpouzivanéjsi
jsou butylhydroxytoluen, butylhydroxyanisol, tercialni butylhydrochinon a propylgalat (Atta et
al. 2017). Pfirodni antioxidanty se pfirozené vyskytuji v potravinach rostlinného ptivodu,
v ovoci, zelening, koteni, bylinkdch a houbach (Brewer 2011). V poslednich letech vzrista
zajem o jedlé houby, které obsahuji fadu bioaktivnich sloucenin s antioxida¢ni aktivitou, a to
1 kdyz rostou ve volné ptirodé€ nebo jsou péstované (Kozarski et al. 2015). Antioxidacéni aktivita
byla popséana naptiklad u rodt Agaricus, Ganoderma, Pleurotus a Hericium (Kozarski et al.
2011; Corréa et al. 2016).

3.2.1.1 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

In vitro metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity se mohou rozdélit podle reakéniho
mechanismu, kdy méfi bud’ schopnost antioxidantu ptfenaset atom vodiku (HAT, hydrogen
atom transfer), nebo prenaset jeden elektron (SET, single electron transfer) (Huang et al. 2005).
Ptehled rozdé€leni metod viz Tabulka 2. Nejcastéji pouzivanymi in vitro metodami jsou DPPH
a ORAC (Alam et al. 2013).
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Tabulka 2: Rozd¢leni in vitro metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity (podle Gulcin 2020)

Metody zalozené na HAT:

o ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

o TRAP (total radical trapping antioxidant parameter)
o TOSCA (total radical scavenging capacity assay)

e (Odbarvovani B-karotenu (f-carotene bleaching assay)

e Inhibice LDL oxidace (lipoprotein o nizké hustot¢)

Metody zalozené na SET:
e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)

o FRAP (ferric ion reducing antioxidant power)

o TEAC (trolox equivalence antioxidant capacity)
e CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity)
e ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)

e Celkovy obsah fenolti pomoci Folin—Ciocalteu testu

V teoretické ¢asti této prace byly vyuzity metody DPPH a ORAC, a proto zde jsou
podrobnéji popsany. Metoda DPPH nese zkratku podle molekuly 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl,
coz je stabilni volny radikal s tmavé fialovym zbarvenim. Absorbance v ethanolovém roztoku
se pohybuje kolem 517 nm. V ptitomnosti latky, kterda mize darovat atom vodiku, dojde
k prechodu radikdlové formy na neradikdlovou, viz Obrazek 5. Opticky dojde ke zméné
zabarveni roztoku z tmavé fialové na zlutou. Pro uréeni antioxidacni aktivity testované latky se
méifi zména optické hustoty DPPH radikalii. Mezi vyhody této metody patii rychlost,
jednoduchost a cenova dostupnost. Naopak nevyhodou miize byt ztiZzend interpretace vysledkd,
protoze na absorbanci DPPH ma kromé antioxida¢ni latky vliv také svétlo, kyslik, pH a typ
rozpoustédla (Kedare & Singh 2011; Alam et al. 2013).

NO,

i Q
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O,N N—N +AH —— OZNQN—N +A
@ - @

NO,

DPPH- DPPHH
Obrazek 5: Reakce DPPH s antioxidantem za vzniku difenylpikrylhydrazinu

Metoda ORAC je zalozena na kompetici antioxidantu s fluorescen¢ni sondou o reakci
s peroxylovymi radikaly. Peroxylové radikdly jsou generovdny za pomoci iniciatoru 2,2-
azobis-2-amidopropan-dihydrochloridu (AAPH). Vzniklé¢ peroxylové radikaly poté mohou
reagovat bud’ s fluorescenéni sondou, nebo antioxidantem. Nej€astéji pouzivanou fluorescencni
sondou je fluorescein, ktery je ve své nativni formé fluorescencni, ale pii reakci s volnymi
radikéaly fluorescenci ztraci. V piitomnosti antioxidantu sonda ztraci fluorescenci pomaleji,
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protoze peroxylové radikaly reaguji s antioxidanty. Chemicky princip je shrnut na Obrazku 6.
Vyhody metody ORAC jsou pouziti peroxylovych radikalu, které jsou relevantni pro oxidaci
lipidi a ROS v potravinach, a také kontinudlni generace radikalti, kterd 1épe odpovida
skutecnosti. Navic tato metoda miiZze pracovat s hydrofilnimi i hydrofobnimi antioxidanty.
Nevyhodami jsou vysoka cena a vlastnosti pouzitych chemikalii, napiiklad AAPH je citlivy
na teplotu, fluorescein je citlivy na zménu pH (Schaich et al. 2015).
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Obrazek 6: Chemicky princip metody ORAC
(podle Litescu et al. 2014)

In vivo metody piinaseji relevantnéjsi vysledky. Testované vzorky se vétSinou podavaji
pokusnym zvifatim v predem urcenych davkach. Po uplynuti dané doby se zvifata usmrti
a jejich tkané ¢i krev se testuji prislusnymi metodami. Nejéastéji pouzivanymi in vivo metodami
jsou LPO (lipid peroxidation assay), CAT (catalase assay kit) a GSHPx (glutathione
peroxidase estimation). Vzorky, které vykazuji antioxidacni aktivitu pfi testovani in vitro,
nemusi poté vychazet in vivo a opacné (Alam et al. 2013).

3.2.1.2 Antioxidac¢ni aktivita koralovce

Vétsina studii zabyvajici se antioxidacni aktivitou kordlovce zkouma in vitro extrakty
z druhu H. erinaceus. Na antioxidacni aktivitu kordlovce jezatého nemé vyrazny vliv zptsob
kultivace, ale spiSe zplisob zpracovani mycelia a plodnice. Nejvys$si obsah fenold a nejslibnéjsi
antioxidacni aktivitu vykazuji extrakty z kordlovce suSeného teplem (Wong et al. 2009).
Na vysledky laboratornich analyz mé vliv také pouzité rozpoustédlo a piipadné i jeho teplota.
Rozpoustédla se pouzivaji polarni (voda, ethanol, methanol), nepolarni (dichlormethan, hexan)
i smiSené (methanol:dichlormethan). Ncktefi autofi upfednostiiuji pro extrakci hub
pouzivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné horkou vodu, protoze 1épe napodobuje praktické
pouzivani (Mau et al. 2005; Tsai et al. 2007).

Studie Abdullah et al. (2012) extrahovala koradlovce jezatého v horké vodé po dobu
30 minut. Celkovy obsah fenolil byl stanoven na 10,20 mg GAE/g extraktu, ICso pomoci DPPH
bylo stanoveno na 25,47 mg/mL a pomoci metody odbarvovani B-karotenu na 8,76 mg/mL.
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Inhibice peroxidace lipidl pifi koncentraci 10 mg/mL byla 47,52 %. Celkovy antioxidaéni
index, ktery byl spocitan na zéklad¢ vysledkti provedenych testii vztazenych ke kontrolnimu
kvercetinu (100 %), byl stanoven na 17,7 %. Ze 14 vybranych 1éCivych hub H. erinaceus
vykazoval tfeti nejsilnéj$i antioxidacni aktivitu, slibnéjsi vysledky byly pozorovany u druhii
Ganoderma lucidum a Schizophyllum commune.

Dalsi studie (Ren et al. 2014) pracujici s vodnimi extrakty testovala antioxida¢ni aktivitu
koralovce metodou DPPH a stanovila procentudlni odchyt radikald pti koncentraci 1,25 mg/mL
na 27 % a pfi koncentraci 10 mg/mL na 64 % pro H. erinaceus a 55 % pro H. coralloides.
Polovina maximalni u¢inné koncentrace (ECso) byla pro H. erinaceus urcena na 5,82 mg/mL
a pro H. coralloides na 7,19 mg/mL.

Rozdil mezi antioxidac¢ni aktivitou vodnich a methanolovych extraktd kordlovce jezatého
srovnavali Alkin et al. (2021) metodou ORAC, kdy vysledky byly 120,27 umol TE/g suSiny
pro vodni extrakty a 80,17 umol TE/g susiny pro methanolové extrakty.

Methanolové extrakty kordlovce jezatého zkoumala studie Mau et al. (2002). Celkovy
pocet fenold byl stanoven na 12,05 mg/g. Odchyt DPPH radikalu pti koncentraci 6,4 mg/mL
byl 67,8 % a odchyt hydroxylovych volnych radikala pfi koncentraci 40 mg/mL byl 69,4 %.
Chelatovy efekt na Zeleznaté ionty pti koncentraci 24 mg/mL byl 46,4 %.

Ethanolové extrakty koralovce jezaté¢ho testovali Fu et al. (2002) a celkovy pocet fenolti
stanovili na 0,46 mg/g, inhibici DPPH radikalt pfi koncentraci 600 pg/mL na 19,6 % a pfi
koncentraci 800 pg/mL na 26,5 %. Podle vysledka Jiang et al. (2016) se bezvodé ethanolové
extrakty H. erinaceus jevi jako vhodné pro vyrobu funkcnich potravin diky efektivni extrakei
antioxidantq.

Hexanové extrakty byly ucinné pii in vitro zkoumdni inhibi¢niho efektu koralovce
jezaté¢ho na LDL oxidaci (Rahman et al. 2014). Byly nejucinnéjsi pfi srovnani s rozpoustédly
methanol:dichloromethanem, dichloromethanem a ethyl-acetatem a vodou. Pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii byly jako biologicky aktivni latky identifikovany
naptiklad ergosterol a kyselina linolova.

Ethyl-acetatové extrakty kordlovce prokazovaly vyraznou antioxidacni aktivitu
ve vyzkumech Zhang et al. (2019) a Ngan et al. (2021). Ethyl-acetatovy extrakt z H. coralloides
vykazoval 1Cso 0,93 mg/mL proti DPPH radikdlim, 1,84 mg/mL proti hydroxylovym
radikalim a 0,6 mg/mL proti superoxidim (Zhang et al. 2019). U ethyl-acetatovych extraktii
z filtratu kultury H. erinaceus byla metodou DPPH stanovena ICso na 11,83 mg/mL a u extraktt
z mycelia H. erinaceus 1Cso 14,75 mg/mL (Ngan et al. 2021).

Chloroformové extrakty H. erinaceus vykazuji schopnost vychytdvat DPPH radikaly
pti ICso 2,30 mg/mL a ABTS radikaly pfi ICso 1,72 mg/mL (Yao et al. 2021). Methanolové
extrakty s chloroformovou subfrakci maji vy$si antioxidacni aktivitu nez pii pouziti jinych
rozpoustédel jako subfrakce (Li et al. 2012a).

Vyse popsané studie se zabyvaly pifedevSim srovnadnim antioxida¢ni aktivity kordlovce
s jinymi vybranymi druhy 1é¢ivych hub (Mau et al. 2002; Fu et al. 2002; Abdullah et al. 2012;
Ren et al. 2014) nebo G¢innosti jednotlivych extraktt (Li et al. 2012a; Rahman et al. 2014; Jiang
et al. 2016; Zhang et al. 2019; Yao et al. 2021). Vyzkum Heleno et al. (2015) se zam¢fil
na porovnani antioxidacni aktivity u druhti H. erinaceus a H. coralloides, kdy vysledky DPPH
byly pro methanolové extrakty H. erinaceus ECso 24,53 mg/mL a pro H. coralloides ECso
22,53 mg/mL. Navic Heleno et al. (2015) potvrdili, ze pfitomné antioxidanty jsou
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pfi konzumaci biologicky dostupné. Studie Atila (2019) porovnavala druhy H. erinaceus,
H. americanum a H. coralloides. Methanolovy extrakt H. coralloides mé¢l nejvy$si obsah
fenolii (3,27 mg GAE/g) 1 nejvetsi antioxidacni aktivitu (ECso metodou DPPH bylo stanoveno
na 4,12 mg/mL). Antioxidacni aktivita se u H. erinaceus vyrazné¢ lisila mezi jednotlivymi
specifickymi kmeny.

Antioxidacni aktivitu vykazuji polysacharidy extrahované z kordlovce. Pfi extrakci ma
vliv na obsah polysacharidii predevs§im extrakéni teplota (Jiang et al. 2019). Polysacharidy HEP
in vitro odchytavaji DPPH radikaly, hydroxylové radikaly, ABTS radikaly a vykazuji chelatovy
efekt na zeleznaté ionty (Malinowska et al. 2009; Li et al. 2012b; Zhang et al. 2012; Wang et
al. 2018, 2019b; Xue et al. 2021; Tu et al. 2021). Antioxidacni aktivita HEP byla prokazana
také in vivo (Han et al. 2013; Shang et al. 2014).

Dal$imi izolovanymi latkami z koralovce s antioxidacni aktivitou jsou oligosacharidy
(Hou et al. 2015; Ren etal. 2018a; Gao et al. 2019), aromatické slou¢eniny (naptiklad hericenon
J, hericerin, isohericerin) a steroly (Li et al. 2017).

Navrhovanym zpisobem ptipravy a konzumace koralovce pro zachovani antioxidacnich
benefitl je ¢ajovy nalev i odvar (Ghosh et al. 2021). Vice o moznostech pouziti ve funkénich
potravinach viz kapitola 3.3. Pfi vyrobé a vyvoji funkénich potravin je vhodné zkoumat
co nejvice parametrd a faktorti. Naptiklad na antioxida¢ni aktivitu ma vliv také teplota suSeni
plodnic koralovce, kdy nejvétsi je v Cerstvych plodnicich, poté ve vzorcich susenych volné
na vzduchu, nasledné ve vzorcich suSenych pii 40 °C a nejméné v plodnicich suSenych
pti 70 °C (Gasecka et al. 2020). Vhodnou domaci kulinafskou ptipravou cerstvych plodnic
koralovce pro dobré senzorické vlastnosti a zachovani antioxidac¢nich benefiti je restovani
(Chang et al. 2021).

3.2.2 Protizanétliva aktivita

Zanét je komplexni souhrn obrannych a reparativnich reakci organismu na poskozeni.
Jedna se o prirozené procesy, které jsou obvykle soucasti imunitnich déji. Pfi¢inou zanétlivych
reakci mohou byt patogenni mikroorganismy, chemické a fyzikalni vlivy (teplota, UV zafeni)
nebo ischemie (nedokrveni) tkani. Zanét miize byt lokdlni (v misté poSkozeni organismu) nebo
systémovy. Mezi projevy lokalniho zanétu patii bolest, otok, zCervenani, zvySend mistni teplota
a poskozeni funkce. Projevy systémového zanétu jsou zvySend télesna teplota, zrychlena
sedimentace erytrocytll, zvySeny pocet leukocytld a zvySend hladina C-reaktivniho proteinu.
V zavaznych ptipadech mize dojit k septickému nebo anafylaktickému Soku. Cilem
zanétlivych procest je hojeni a ptipadné také dosazeni imunity. AvSak pokud zanét nesplni svijj
ucel, muze se stat patologicky chronickym a poskozovat organismus (Bartova 2015; Hoftejsi
2017; Jilek 2019).

Zanétlivé reakce v organismu spousti zirné buriky a makrofagy, jez signalizuji uvoliiovani
medidtord zanétu. Prozanétlivé medidtory jsou histamin, serotonin, prostaglandiny,
leukotrieny, bradykinin, oxid dusnaty (NO) a prozanétlivé cytokiny, mezi které patii faktory
nadorové nekrozy (TNF) ainterleukiny (IL). Po uvolnéni mediatori dojde k vazodiletaci
(rozsifeni cév), poté ke zvyseni propustnosti vystelky cévnich stén a ndsledné k chemotaxi
neboli pfildkani bilych krvinek a fagocyti (neutrofili a monocytl). Fagocyty pohlcuji
mikroorganismy ¢i cizi ¢astice, neutrofily po odumieni mohou tvofit hnis. Pii rozséhlejSim
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zanétu se cytokiny dostavaji do krve a v jatrech vyvoldvaji zvySenou tvorbu bilkovin akutni
faze, mezi které patii naptiklad C-reaktivni protein. Po odstranéni pfi¢iny zanétu se zacnou
produkovat mediatory k zastaveni zanétlivé reakce, které stimuluji infiltraci makrofagy
a monocyty. Fagocyty odstrani poskozené buniky a jejich fragmenty, dochéazi k potlaceni
zanétu, podniceni angiogeneze (tvorby novych cév) a nakonec k zahojeni tkdné. V ptipade
akutni infekce vyse popsany proces probeéhne béhem nékolika hodin nebo maximalné tii dni.
Pti chronické infekci zanétliva odpovéd’ trva mésice i roky, coz vede k poskozeni tkané nebo
onemocnéni (Hotejsi 2017; Nasef et al. 2017; Germolec et al. 2018).

Existuje souvislost mezi zanétlivymi a oxidacnimi procesy v organismu. Prozanétlivé
mediatory (hlavné cytokiny) stimuluji tvorbu ROS (Lee & Yang 2012). Obzvlast’ chronické
zanéty mohou mit poté za nasledek oxidacni poskozeni bunék a organti (Prasad et al. 2012).
Na druhou stranu ROS mohou vyvolavat produkci prozanétlivych medidtord (Mittal et al.
2014).

Chronicky zanét postupné poskozuje tkdné€ a nahrazuje je vazivem (Germolec et al. 2018).
Je navic spojen s fadou nemoci, mezi které patii revmatoidni artritida, ateroskler6za i dalsi
kardiovaskularni onemocnéni, astma, chronickéd obstrukéni plicni nemoc, idiopatické stfevni
zanéty, lupénka, cukrovka, neurodegenerativni onemocnéni a rakovina (Laveti et al. 2013;
Netea etal. 2017; Libby & Kobold 2019). Faktory, které ptfispivaji k rozvoji téchto onemocnéni,
jsou nedostatek fyzické aktivity, nevyvazend strava (nedostatek vlakniny, vitaminti D a A,
selenu, Zeleza, zinku), stres, koufeni a nadmérna konzumace alkoholu (Prasad et al. 2012; Nasef
et al. 2017). Jako prevence muze slouzit konzumace kofeni, ofiskl, celozrnnych obilovin,
lusténin, ovoce a zeleniny (Prasad et al. 2012; Kunnumakkara et al. 2018). V poslednich letech
roste zajem o piirodni latky s protizanétlivou aktivitou, které by mohly slouzit k prevenci
a 1écbé vyse vyjmenovanych onemocnéni (Wang et al. 2021).

-----

-----

1 in vivo (Maione et al. 2016). Ackoliv in vivo metody maji relevantnéjsi vysledky, z etickych
divoda je vhodné nejprve vytipovat vhodné extrakty in vitro (Tatti et al. 2012). K uréeni
proteinové denaturace, test membranové stabilizace, testy zaloZené na inhibici enzymu
cyklooxygenazy a lipoxygenazy (Sarveswaran et al. 2017). Casto se také stanovuje celkovy
pocet fenoll a flavonoidu (Gosslau et al. 2011).

Nejcasteji se pouzivaji testy zalozené na inhibici enzymu cyklooxygenazy (COX). COX
preménuje kyselinu arachidonovou na prostaglandin H»>, coz je prekurzor prostacyklinu
a dalSich zanétlivych mediatort. COX se vyskytuje ve dvou zékladnich izoforméch, a to COX-
1 a COX-2. COX-1 je ptitomna ve vétSin€ bunék a tkani, predev§im v zaludecni sliznici. COX-
2 je exprimovana v pritomnosti zanétlivych mediatort. Hladina COX-2 je pti zdnétech zvysena,
zatimco COX-1 nikoliv. Inhibice COX, a tim padem inhibice syntézy prostaglandinti, je
mechanismus ptsobeni nesteroidnich protizanétlivych 1€ki. Tyto 1éky mohou byt neselektivni
nebo selektivni COX-2 inhibitory. Neselektivni (naptiklad ibuprofen) inhibuji i COX-1, ¢imz
dojde ke snizeni produkce ochrannych prostaglandinii, a proto maji nezddouci vedlejsi ucinky,
predevsim poskozeni zaludecni sliznice a vznik zaludeCnich viedu. Selektivni COX-2
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inhibitory jsou tzv. coxiby (Vishwakarma & Negi 2020). I ty mohou mit vedlejsi ucinky.
Coxiby prvni generace (napiiklad celecoxib, valdecoxib) se pouzivaly na lécbu osteoartritidy
a revmatoidni artritidy, avSak musely byt staZzeny z trhu, protoze mély vyrazn¢ negativni vliv
na kardiovaskularni soustavu (Jaismy et al. 2018). U druhé generace (etoricoxib a lumiracoxib)
byly vedlejsi u€inky omezeny (Yuan & Hunt 2007). Jako moznost se jevi inhibitory COX-2
1 5-lipoxygenézy, které zamezuji tvorbé prostaglandind i leukotrieni (Charlier & Michaux
2003; Jaismy et al. 2018).

Na vyse popsaném principu inhibice COX je zalozen i in vitro test, kdy v pfitomnosti

-----

s

-----

-----

al. 2012b; Geng et al. 2014). Chloroformové pfti in vitro testech v makrofazich RAW 264.7
osetfenych lipopolysacharidem snizuji produkci NO, prostaglandinu E» (PGE>), ROS i expresi
iNOS a COX-2 (Kim et al. 2012b). Naopak horké vodni extrakty vykazuji velmi slabou
protizanétlivou aktivitu (Ellan et al. 2019).

Ethanolové extrakty kordlovce jezatého signifikantné redukuji NO v mikrogliich BV2
zasazenych lipopolysacharidem (Kushairi et al. 2019). Ethyl-acetatové extrakty maji potencial
zabraniovat nebo zlepSovat zanét tukové tkdn€ spojeny s obezitou, protoze v bunééné kultuie
adipocytli a makrofagii RAW 264.7 aktivované polysacharidem snizuji hladiny TNF-a a IL-6
(Mori et al. 2015).

Ethanolové extrakty in vivo projevuji potencidl pro prevenci nebo 1é¢bu idiopatickych
sttevnich zanétd. Pfi ordlnim podani mySim s akutni fazi idiopatického stievniho zédnétu dojde
k potlaceni produkce prozéanétlivych mediatorat TNF-a, IL-1B, IL-6 a regulaci produkce NO,
malondialdehydu a superoxid dismutazy (Qin et al. 2016). U krys alkoholovy extrakt zvysi
hladinu IL-10, snizi TNF-a, aktivuje bilé krvinky a pozitivné ovliviiuje sttevni mikrobiom
(Diling et al. 2017b).

3. Pfi testovani in vitro jsou u bunéénych kultur vétSinou navozeny zanétlivé procesy pomoci
lipopolysacharidu. Spolecny mechanismus ptlisobeni je zaloZen na inhibici prozanétlivych
faktora.
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L4

Tabulka 3: Protizanétliva aktivita vybranych aktivnich latek izolovanych z koralovce

Biologicky aktivni Testovani, Mechanismus Reference
latka model pusobeni
Amycenon Invivo, Inhibice TNF-a, IL-10 (Yao et al. 2015)
mysi
Beta-glukany In vitro, Inhibice NO, IL, TNF-q, (Du et al. 2015)
makrofagy RAW 264.7 PGE:
Erinacin C Invitro, Inhibice NO, IL-6, (Wang et al. 2019a)
mikroglie BV2 TNF-a, iNOS
Erinarol H Invitro, Inhibice TNF-a (Lietal. 2015a)
makrofagy RAW 264.7
Erinarol J Invitro, Inhibice TNF-a, NO (Lietal. 2015a)
makrofagy RAW 264.7
Ethyl 8-hydroxy-4- In vitro, Inhibice NO (Lin et al. 2018)
methoxyquinolin-2- mikroglie
carboxylat
Hericenon F Invitro, Inhibice NO (Lee et al. 2016)
makrofagy RAW 264.7
Hericirin Invitro, Snizeni exprese iNOS (Li et al. 2014b)
makrofagy RAW 264.7 a COX-2, inhibice NO,
PGE,, TNF-q, IL-6
allL-1B
Polysacharid HECP Invivo, Snizeni exprese iNOS (Ren et al. 2018b)
mysi a COX-2, inhibice IL-6,
IL-1B a TNF-a
Polysacharid HEP Invivo, Inhibice TNF-o, (Wang et al. 2018)
krysy IL-1B
Polysacharid HPB-3 Invivo, Inhibice TNF-o, (Chen et al. 2020b)
krysy IL-1B

Zkratky: faktor nadorové nekrozy alfa (TNF-a), interleukin (IL), oxid dusnaty (NO), prostaglandin E,
(PGE»), syntaza oxidu dusnatého (iNOS), cyklooxygenaza 2 (COX-2).

3.3 Funk¢ni potraviny

Funk¢éni potravina je takova potravina, kterd md kromé své nutri¢ni hodnoty pozitivni
vliv na zdravi. Tato definice vSak neni jednotnd a termin funk¢ni potravina neni ukotven
v legislativé Evropské unie (Winklerova 2009).

Vyzkum funkénich potravin zapocal v roce 1984 v Japonsku. Diky japonské vlade
vznikly rozsahlé systematické vyzkumy zamétené na potraviny s potencidlné kladnym t¢inkem
na lidské zdravi, protoze vlada chtéla sniZit rychle rostouci naklady na zdravotni péci (Arai
1996). Vroce 1991 vznikla samostatnd kategorie potravin pro specifické zdravotni ucely
(FOSHU). FOSHU jsou definovany jako potraviny, které maji specificky zdravotni efekt diky
pfislusnym slozkdm, nebo potraviny, ze kterych byly odstranény alergeny. Potraviny musi
projit schvalovacim procesem, aby mohly byt kategorizovany jako FOSHU (ILSI 2002). Prvni
potravina, kterd ziskala oznaceni FOSHU, byla hypoalergenni ryze od firmy Shiseido. Tato
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ryze obsahovala enzym, ktery rozlozil protein globulin, jenz zptsoboval alergii u 70 %
pacientil, a zdroven zachoval 80 % bilkovin (Swinbanks & O’Brien 1993).

V Evropské unii vznikl vroce 1995 projekt Functional Food Science in Europe
(FUFOSE) pod zastitou International Life Science Institute (ILSI), ktery po dobu tfi let hodnotil
funkéni potraviny (ILST 2002). V roce 1991 dosahl FUFOSE konsenzu Scientific Concepts
of Functional Foods in Europe (Consensus 1999). Soucasti konsenzu je pracovni definice
pro funkéni potraviny, jejimiz hlavnimi body jsou:

e _Funk¢ni potravina je svym charakterem béZnou potravinou, neni to tableta,
kapsle ani jind forma dopliiku stravy.

e Prikaz ptiznivych uc¢inki na lidské zdravi musi byt zalozen na védeckém zakladé.

e Funk¢ni potravina kromé své vyzivové hodnoty mé priznivé ucinky na lidské
zdravi a/nebo snizuje riziko lidského onemocnéni.

e Funkéni potraviny se konzumuji jako soucdst bézné stravy.”“ (ILSI 2002;
Winklerova 2009)

Evropskou legislativou jsou vSak regulovand zdravotni tvrzeni, kterd lze z logiky véci
na obalu funk¢nich potravin oc¢ekavat (Winklerova 2009). Natizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 1924/2006 ze dne 20. prosince 2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich
pti oznacovani potravin urcuje, kterd zdravotni tvrzeni se mohou na etiketé uvadét. Zdravotni
tvrzeni musi byt schvélena Evropskym ufadem pro bezpe¢nost potravin (Zakonyprolidi.cz
2014).

Mezi funkéni potraviny nepatii dopliiky stravy. Doplilkky stravy jsou podle smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2002/46/ES ze dne 10. cervna 2002 o sblizovéani pravnich
predpist ¢lenskych statd tykajicich se doplikii stravy definovany jako ,,potraviny, jejichz
ucelem je dopliiovat béznou stravu a které jsou koncentrovanymi zdroji zivin nebo jinych latek
s vyzivovym nebo fyziologickym u¢inkem, samostatn¢ nebo v kombinaci, jsou uvadény na trh
ve formé davek, a to ve formé tobolek, pastilek, tablet, pilulek a v jinych podobnych formach,
déle ve formé sypké, jako kapalina v ampulich, v lahvickéch s kapatkem a v jinych podobnych
formach kapalnych nebo sypkych vyrobkid uréenych k pifijmu v malych odmétenych
mnozstvich* (Zakonyprolidi.cz 2021).

Nejznamé;jsi funkeni potravinou jsou fermentované mlécné vyrobky, jogurty ¢i kefiry,
které ptsobi jako probiotikum. Dal§imi piiklady funkénich potravin jsou margariny obohacené
o rostlinné steroly, jez napomahaji ke snizeni cholesterolu v krvi, nebo cokolady se sladidlem
isomaltulosou, kterd ma pozitivni u¢inek na zuby, protoze ve srovndni s konvenénim cukrem
nesnizuje pH zubniho plaku (Winklerova 2009). Isomaltulosa ma oproti sacharose také nizsi
glykemicky index (32 oproti 68), a proto je vhodngj$i pii prevenci diabetu, obezity
a kardiovaskularnich onemocnénich (Shyam et al. 2018).

Lécivé houby maji pti vyvoji funkénich potravin velky potencial diky obsahu biologicky
aktivnich latek (Wasser 2014; Elkhateeb 2020). Pfi vyrobé potravin lze vyuzit mycelium,
susenou plodnici, extrakt &i konkrétni chemickou slou¢eninu (Ustiin et al. 2018).

Védci se zabyvaji naptiklad ptfipravou funkcnich syrd, krémovych syri s pridavkem
pecarky Bohusovy (Agaricus bohusii, Agaricaceae) (Reis et al. 2012), polnic¢ky topolové
(Agrocybe aegerita, Strophariaceae) (Petrovi¢ et al. 2015), syru typu cottage s klouzkem
obecnym (Suillus luteus, Gomphidiaceae) nebo hnojnikem inkoustovym (Coprinopsis
atramentaria, Psathyrellaceae) (Ribeiro et al. 2015). Do jogurtl se pridava zampion mandlovy
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(Agaricus blazei, Agaricaceae), pecarka dvouvytrusd (Agaricus bisporus, Agaricaceae)
(Stojkovi¢ et al. 2014) ¢i hliva ustti¢na (Pleurotus ostreatus, Pleurotaceae) (Vital et al. 2015;
Antontceva et al. 2018). Zampion mandlovy (4. blazei) lze ptidat i do samotného mléka
pro lepsi dostupnost zZivin a jako ochranu proti zluknuti (Vital et al. 2017).

Jiné studie se vénuji ptipravé funkénich masovych vyrobki, do hovéziho ptidavaji hiib
smrkovy (Boletus edulis, Boletaceae) (Barros et al. 2011), do kufeciho sirovec zlutooranzovy
(Laetiporus sulphureus, Fomitopsidaceae) (Petrovi¢ et al. 2014) a do veptového hiib bronzovy
(Boletus aereus, Boletaceae) (Stojkovi¢ et al. 2015).

Funkéni chléb 1ze upéct diky boltcovitce bezové (Auricularia auricula, Auriculariaceae)
(Fan et al. 2007), zampionu mandlovému (4. blazei), outkovce kafrové (Antrodia camphorata,
Polyporales), kordlovci jezatém (H. erinaceus), ohtovci brazditému (Phellinus linteus,
Hymenochaetaceae) (Ulziijargal et al. 2013) nebo pecarce dvouvytrusé (4. bisporus) (Ahmad
& Singh 2016).

Funk¢éni svaciny se mohou ptipravit z pecarky dvouvytrusé (4. bisporus) (Singla et al.
2009) ¢i polnicky topolové (4. aegerita) (Brennan et al. 2012).

Houby se daji také vyuzit k fermentaci sojovych bobi, ¢imz se zvySi obsah fenoli
1 antioxidac¢ni aktivita oproti nefermentovanym bobtim (Lin et al. 2006; Suruga et al. 2020). Lin
et al. (2006) fermentovali s6ju plisnémi (Aspergillus sojae, Aspergillus oryzae, Aspergillus
awamori, Actinomucor taiwanensis a Rhizopus sp.), pficemz nejvetsi antioxidacni aktivitu
vykazovala s¢ja fermentovand 4. awamori. Suruga et al. (2020) fermentovali sdjové boby
myceliem lesklokorky lesklé (Ganoderma lucidum, Ganodermataceae), koralovce jezatého (H.
erinaceus) a korélovce bukového (H. coralloides). Sdja fermentovand kordlovecem jezatym
a kordlovcem bukovym obsahovala vice isoflavonli ve formé¢ aglykonti (daidzein, glycitein
a genistein), zatimco s6ja fermentovand lesklokorkou lesklou prokazovala vyssi inhibi¢ni
aktivitu proti krysi a-glukosidaze.
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4 Material a metody

Ugelem prace bylo vytipovat vhodny specificky kmen koralovce pro nasledny vyzkum
avyvoj funkénich potravin. Proto byly zvolenyin vitro metody zalozené na inhibici
¢i vychytdvani volnych radikalt s riznym stupném biologické relevance (DPPH, ORAC) a test

V potravinafstvi se nejcastéji vyuzivaji druhy Hericium erinaceus, H. flagellum
a H. coralloides (Jumbam et al. 2019). Dopliiky stravy jsou vyrabény piedevsim z H. erinaceus,
ktery je i nejCastéjSim kordloveem zkoumanym védeckymi studiemi. AvSak na dopliicich stravy
ani na potravinach nebyvé uveden konkrétni kmen, coZ je zdsadni informace, protoze jednotlivé
kmeny mohou mit odli$né vlastnosti. Tato prace se zaméfila na porovnani biologické aktivity
u méné znamych kmenti H. erinaceus.

4.1 Houbovy material

K biologickym testim bylo pouzito Sest specifickych kment druhu Hericium erinaceus:
K709, KZ91, KZ92, KZ111, KZ116 a KZ120. Péstovani probihalo na substratech, které byly
ptipraveny z pilin listnatého dfeva obohacenych 20 % psSeni¢nych otrub a doplnénych vodou
na 65-68 %. Substraty byly naplnény do polypropylenovych sackt po 2500 g, a poté byly
tepelné osetfeny pii 90 °C po dobu 24 hodin. Substraty byly naockovany 5 % zrnité sadby.
Prortistani mycelia substratem trvalo 21-27 dnti. Kultury koralovce jezatého tvotily plodnice
pfi teploté¢ 17-20 °C a relativni vlhkosti 85-90 %.

4.2 Chemikalie, reagenty a standardy

Rozpoustédla o analytické kvalité¢ (methanol, ethanol, chloroform, dimethylsulfoxid)
byly zakoupeny od VWR (Stifbrna Skalice, Ceska republika). DPPH, Trolox, AAPH,
fluorescein, hematin, L-epinefrin, Na;EDTA dihydréat, arachidonova kyselina, formiat,
ibuprofen a enzym COX-2 byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).
Anorganické soli, kyseliny a dalsi chemikalie pro pfipravu pufri (K2HPO4, KH2POu, Tris, HCI)
byly zakoupeny od PENTA-chemicals (Praha, Ceska republika). Kit na protizanétlivou aktivitu
(Prostaglandin E» Enzyme Immunoassay Kit) byl zakoupen od Assay Designs (Praha, Ceska
republika).

4.3 Priprava vzorki a extrakce

Plodnice byly lyofilizovéany, a poté laboratornim mlynkem homogenizovany do podoby
jemného prasku. Extrakce vzorkd byla provedena dvéma zpiisoby: pomoci methanolu (80%
MeOH) a chloroformu (TCM). Obéma zptisoby byl kazdy specificky kmen ptipraven ve tfech
variantach s pracovnim oznacenim A, B, C. Pro methanolovou extrakci bylo odvazeno 200 mg
vzorku, k ¢emuz bylo pfidano 2,4 mL 80% methanolu. Pro extrakci chloroformem bylo
odvazeno 300 mg vzorku a ptidano 2 mL chloroformu a 0,4 mL destilované vody. Vzniklé
roztoky byly tfepany na tfepacce po dobu 30 minut, potom sonikovany 5 minut a nasledné
10 minut centrifugovany pii 10 000 otackach za minutu. Poté byly odebrany supernatanty
a 2 mL byly reextrahovany vySe popsanym zptisobem. Nasledné byly supernatanty smichany
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a odpafeny na odparce. Dale byly vzorky rozpuStény v dimethylsulfoxidu (DMSO)
na koncentraci 1,024 mg/mL.

4.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity in vitro

Antioxidacni aktivita byla stanovena u 80% methanolovych extrakti pomoci in vitro
metod DPPH a ORAC. Principy téchto metod jsou popsany v kapitole 3.2.1.1. Chloroformové
extrakty nebyly testovany, protoze v piedchozi studii Kubatova (2020) mély velice nizkou
antioxidac¢ni aktivitu.

4.4.1 DPPH

Schopnost vzorkll inhibovat DPPH radikal byla stanovena na zéklad¢ diive popsané
metody dle Sharma & Bhat (2009), ktera byla upravena pro pouziti v 96jamkové mikrotitracni
desticce. U vzorka i standardu byla vytvotena dvojndsobnd fedici fada v methanolu (100 pL;
vzorky =512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ug/mL; Trolox = 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pg/mL,). Methanol
slouzil jako negativni kontrola. Nésledné bylo do vSech jamek ptidano 100 puL 0,25 mM DPPH.
Desticky byly inkubovany ve tmé po dobu 30 minut, a poté byla méfena absorbance pti 517 nm
(BioTek, Winooski, USA). Vysledky byly vyjadfeny v jednotkdch Trolox ekvivalentl
(ug TE/mg extraktu).

4.4.2 ORAC

Upravena metoda ORAC dle Ou et al. (2001) byla vyuzita pro odhaleni schopnosti vzorki
zpomalovat rozklad fluoresceinu indukovaného AAPH. VSechny reagenty byly pfipraveny
ve fosfatovém pufru o koncentraci 75 mM a pH 7, ktery byl nachystan den pted analyzou a ptes
noc uskladnén v lednici pti 4 °C. Do vSech obvodovych jamek 96jamkové mikrotitracni
desticky bylo napipetovano 200 pL destilované vody pro zajisténi lep$i termalni stability
métenych jamek. Nésledné bylo 25 pL vzorku (vysledna koncentrace byla 128 pg/mL) ziedéno
150 puL 48 nM fluoresceinu. Takto ptipravend desticka byla inkubovéna po dobu 10 minut
pfi 37 °C. Po inkubaci bylo pfiddno 25 pL 153 mM AAPH (Silva et al. 2007). Trolox
v koncentracni tfad¢ 64, 32, 16, 8 a 4 pg/mL byl pouzit jako standard a fosfatovy pufr jako
kontrola. Fluorescence byla méfena ve GteGce kazdou minutu po dobu dvou hodin. Cteni
fluorescence probihalo pfi nastaveni emise pii 494 nm a absorbance pii 519 nm. Vysledky byly
vyjadieny jako ekvivalenty Troloxu (nug TE/mg extraktu).

4.5 Stanoveni protizanétlivé aktivity in vitro

pomoci komer¢niho kitu (Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit, Assay Designs). Test
byl zalozen na inhibici COX-2, viz kapitola 3.2.2.1.

Do vSech jamek v 96jamkové mikrotitra¢ni desticce bylo napipetovano 180 uL smési
kofaktort, ktera se skladala z 100 mM Tris pufru (pH 8), 5 uM hematinu, 18 mM L-epinefrinu
a 50 uM roztoku Na;EDTA. Do piedem urcenych jamek bylo pfidano 10 pL testovanych
extrakt o koncentraci 200 pg/mL. Jako standard byl pouzit ibuprofen a DMSO jako kontrola.
Obsah jamek byl promichan, a poté bylo do vSech jamek bylo ptfiddno 5 pL. COX-2, coz
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odpovidalo 0,5 mezinarodnim jednotkdm COX-2 na kazdou reakci. Desti¢ka byla inkubovéana
pti pokojové teploté¢ pét minut. Po stanovené dobé bylo pfidéno 5 pL 10 pM kyseliny
arachidonové pro zahajeni reakce. Nésledné probihala inkubace pti 37 °C po dobu 20 minut.
Reakce byla zastavena ptidavkem 10 uL. 10% kyseliny mraven¢i. Poté byly vzorky natedény
v druhé desti¢ce v poméru 10 : 150 puL s Assay Bufferem. V posledni fad¢ byly natedény PGE»
standardy na koncentrace 2500, 1250, 625, 312,5, 156,25, 78,125 a 39,0625 pg/mL v Assay
Bufferu. Do ELISA jamek bylo pfeneseno 100 pL prichystanych vzorki i standardi ve stejném
potadi jako na ptedchozich destickach. Dale bylo pfidano 50 pL. modrého konjugatu a 50 pL
zluté protilatky. Do posledni jamky (Bo) bylo napipetovano 100 pL Assay Bufferu. Desticka
byla inkubovana po dobu dvou hodin pti pokojové teploté. Nato byl obsah jamek vyprazdnén
a trikrat vymyt 400 pL Wash Bufferem. Posléze byl zbytek Wash Bufferu vyklepan na papirovy
kapesnik a dosuSen ovivanim. Do vysuSenych jamek bylo ptiddno 200 puL. pNpp substratu.
Po 45minutové inkubaci pii pokojové teploté bylo do vSech jamek napipetovano 50 uL Stop
Solutionu za ucelem zastaveni reakce. Desticka byla méfena pii 405 nm s korekei mezi 570
a 590 nm. Vysledky byly vyjadieny jako primérna inhibice v procentech.

4.6 Statisticka analyza
Vsechny provedené analyzy byly méfeny ve tfech nezavislych testech vzdy ve dvou

opakovanich. Vysledky byly vyjadfeny jako primér ze vSech méfeni spolu s korespondujicimi
smérodatnymi odchylkami (pramér + SD).
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5 Vysledky

-----

kmenti Hericium erinaceus. Nejsilngj$i antioxidaéni aktivitu vykéazal vzorek KZ91, oproti tomu
nejslibnéjsi protizanétlivou aktivitu vykéazal vzorek KZ09. Specifické kmeny KZ91 a KZ1116
sice neprokazaly nejsiln€jsi ucinek ve vSech pouzitych esejich, ale prokazaly kombinatorni
antioxidacni a protizanétlivou aktivitu.

5.1 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity

Methanolové extrakty kordlovce o koncentraci 512 pg/mL byly testovany metodou
DPPH, pficemz vysledky neprokazaly antioxidac¢ni aktivitu. TytéZ extrakty o koncentraci
128 pg/mL byly testovany metodou ORAC, jejiz vysledky jsou zaznamenany v Tabulce 4.
Nejvyssi antioxidacni G€inek vykazovaly vzorky KZ91 a KZ116 s hodnotami 67,18 + 3,75

fvwvr

KZ120 a KZ09 s hodnotami 21,65 + 2,85 a 26,42 + 2,79 ug TE/mg extraktu.

Tabulka 4: Vysledky ORAC

Vzorek Primér + smérodatna odchylka (pg TE/mg extraktu)
KZ09 26,42 £2,79
K791 67,18 £3,75
K792 40,33 £ 1,74
KZ111 32,78 £4,23
KZ116 65,92 £ 5,51
KZ120 21,65+ 2,85

5.2 Vysledky stanoveni protizanétlivé aktivity

(TCM) extrakt koralovce o koncentraci 10 pg/mL, vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 5.
Z uvedenych dat vyplyva, ze lepsi protizanétlivou aktivitu vykazuji nepolarni chloroformové
81,09 + 2,43 % (chloroformovy extrakt). Slibné vysledky vykazovaly také vzorky KZ92, KZ91
aKZ116 s primérnymi inhibicemi 72,78 £ 5,26, 72,31 + 2,55 a 70,57 =+ 3,00 % (chloroformové
extrakty). Z methanolovych extraktli byl nejucinnéjsi KZ92 s primérnou inhibici 60,62 +
4,47 % a nejméné ucinny KZ09 s inhibici 32,69 £+ 7,05 %.
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Tabulka 5: Vysledky inhibice enzymu COX-2

Prumérna inhibice +

Vzorek Extrak smérodatna odchylka (%)
KZ09 TCM 81,09 +2,43
80% MeOH 32,69 + 7,05
K791 TCM 72,31 +2,55
80% MeOH 42,10 + 14,99
K792 TCM 72,78 £ 5,26
80% MeOH 60,62 + 4,47
KZ111 TCM 53,61 + 3,04
80% MeOH 50,20 + 10,33
KZ116 TCM 70,57 £+ 3,00
80% MeOH 53,71 +7,32
KZ120 TCM 63,97 + 13,02
80% MeOH 54,20+ 5,71
Ibuprofen - 74,49 £ 2,13
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6 Diskuze

U vybranych specifickych kment kordlovce jezatého byla stanovena antioxidaéni
schopnosti koralovce jezatého pomoci metody ORAC. Existuje pouze jeden piredchozi zdznam
o ORAC aktivit¢ H. erinaceus (Alkin et al. 2021). Zminéna studie testovala methanolové
extrakty z plodnic koralovce jezatého s vysledkem 80,17 pmol TE/g suSiny. V nasi praci byly
testovany methanolové extrakty z lyofilizovanych plodnic s vyslednymi hodnotami v rozmezi
67,18-21,65 pg TE/mg extraktu, coz je srovnatelné se jmenovanou studii. Nase vysledky
se taktéZ shoduji se zdvérem studie Atila (2019), ze antioxidacni aktivita se u specifickych
kment kordlovce jezatého lisi.

Metodou DPPH nebyla antioxidacni aktivita methanolovych extrakti o koncentraci
512 pg/mL v této praci potvrzena. Pro srovnani, studie Mau et al. (2002) zkoumala
methanolové extrakty o koncentraci 6,4 mg/mL a naméfend inhibice DPPH radikélt byla
67,8 %. Podobnéd inhibice radikal, konkrétné 64 %, byla zjiSténa u vodnich extrakti
o koncentraci 10 mg/mL (Ren et al. 2014). Zvolené koncentrace byly velmi vysoké, standardni
testovana koncentrace pro antioxidanty ve farmakologii je 10 pg/mL. Proto, aby se v lidském
organismu mohl projevit antioxida¢ni efekt latek, které jsou uU¢inné pii tak vysokych
koncentracich, by musel jedinec zkonzumovat velké mnozstvi houbového materidlu. Tomu
odpovidaji i vysledky studii vyjadfené jako 1Cso, které se u kordlovce jezatého pohybuji mezi
2,30 mg/mL (chloroformovy extrakt) (Yao et al. 2021) a 25,47 mg/mL (extrakt v horké vodé;
tedy pti zhruba 1000% vyssi koncentraci) (Abdullah et al. 2012), pticemz ICso Troloxu (analog
vitaminu E, antioxidant) se pohybuje v desitkdch pg/mL. Ve studii Fu et al. (2002) pracovali
s ethanolovymi extrakty a podobnymi koncentracemi jako v této diplomové praci,
zaznamenand inhibice DPPH radikali pii 400 pg/mL byla 13,5 %, pii 600 pg/mL 19,6 %
a pii 800 pg/mL 26,5 %. Jejich vysledky poukazuji na pomérné slabou antioxidaéni aktivitu
pfi niz8ich koncentracich, podobné jak vyplivéa z naSich ziskanych dat.

Na vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity méla vliv pouzitd metoda. Rozdil efektivit
metod DPPH a ORAC je ¢asto diskutovany. Schaich et al. (2015) popisuji metodu DPPH jako
nedostateCnou z hlediska popisu komplexnosti chemickych reakei, které metoda zkouma.
Antioxidacni reakce jsou velmi slozité a nelze je vyjadtit pouhym cislem z riznych divodi.
Jednim znich je absence popisu reakéni kiivky, coz milze ve vysledku vést k chybnému
hodnoceni antioxida¢ni aktivity. Dalsi problém se tykd chemické struktury zkoumanych
molekul. Velké molekuly se sloZitou strukturou pii nizkych koncentracich si navzajem brani
v reakci s DPPH, a naopak pfi vysokych koncentracich blokuji reakci. Metoda ORAC ma oproti
DPPH vyhody vychdzejici zejména z principu jejiho fungovéni, viz kapitola 3.2.1.1.
Samoziejmé ma také fadu nevyhod a limitaci, avSak dle nékterych autori mize pfinasSet
relevantnéjsi vysledky.

Kromé pouzitych metod méla na vysledky samoziejmé také zdsadni vliv vlastni
antioxidacni aktivita extrakti. Ta je obecné zavisld na pocatecnim obsahu sloucenin
s antioxida¢nim uc¢inkem v houbovém materialu (kdy existuje rozdil mezi plodnici a myceliem)
a postupu extrakce (zptsob suseni, metoda extrakce, pouzité rozpoustédlo). V této praci byly
pouzity methanolové extrakty z lyofilizovanych plodnic Sesti specifickych kmenti koradlovce
jezatého. Avsak u jinych studii predstavenych v literarni reSersi se dané kategorie vétSinou lisi.
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Moznymi slou¢eninami zodpovédnymi za pozorovanou antioxidacni aktivitu mohly byt
polysacharidy HEP (Wang et al. 2019b), hericenony, steroly (Li et al. 2017) a ergothionein
(Kalaras et al. 2017). Vzorky KZ91 a KZ166 m¢ly pravdépodobné nejvyssi obsah antioxidantt,
protoZze ostatni vySe vyjmenované faktory (viz ptiprava houbového materialu a extrakce) byly
u zbylych vzorka stejné.

studiemi (Kim et al. 2012b; Geng et al. 2014). Methanolové i chloroformové extrakty
inhibovaly enzym COX-2 pii koncentraci 10 pg/mL, avSak vyrazné ucinngjsi byly
chloroformové extrakty. Biologicky aktivni latky, které se mohly podilet na nami pozorované
protizanétlivé aktivité, byly polysacharidy (beta-glukany, HECP, HEP, HPB-3) (Wang et al.
2018), hericenony (Lee et al. 2016), hericirin (Li et al. 2014b), erinaroly H a J (Li et al. 2015a).
Vzorek KZ09 vykazoval nejvétsi protizanétlivou aktivitu ve formé chloroformového extraktu,
ale naopak nejmensi z methanolovych extrakti. Proto slou¢eniny zodpovédné za inhibici COX-
2 ve vzorku KZ09 mohly byt predevSim nepolarniho charakteru a rozpustné v nepolédrnim
rozpoustédle. Vzorky KZ91, KZ92, a KZ166 prokazaly také slibnou protizanétlivou aktivitu,
nejspis diky vyssimu obsahu predpokladanych biologicky aktivnich latek nez u vzorkti KZ111
a KZ120.

Ugelem prace bylo nejen stanovit antioxidaéni a protizanétlivou aktivitu u vybranych
specifickych kment korédlovce jezatého, ale také vybrat vzorek s nejlepsimi vysledky. Nejvetsi
antioxidacni potencial vykazovaly vzorky KZ91 a KZ116, které mély i pomérné vysokou
protizanétlivou aktivitu. AvSak nejvétsi protizdnétlivy ucinek byl zméfen u kmenu KZ09.
Vybrany vzorek by mél mit navic potencidl pro vyvoj funk¢nich potravin, které by mohly
slouzit k prevenci ¢i 1€¢bé nemoci zplsobenych oxida¢nim stresem, se specidlnim ohledem
na zanétliva onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze vzorek KZ09 m¢l druhou nejslabsi antioxida¢ni
aktivitu, nebyl by vhodny. Z kment KZ91 a KZ116 mél o néco lepsi vysledky KZ91, tudiz byl
zvolen jako nejslibnéjsi vzorek.

Zajimavé je porovnani s druhem Pleurotus flabellatus, ktery vykazoval nejvétsi
antioxidacni a protizanétlivou aktivitu vici jinym druhlim a specifickym kmentim Pleurotus
v praci Kubatova (2020), a byl tedy také navrzen k vyvoji funkénich potravin. Kmeny
H. erinaceus KZ91 i KZ92 mély o trochu vyssi antioxida¢ni aktivitu metodou ORAC nez
P. flabellatus (63,89 ng TE/mg extraktu). Vysledky ostatnich vzorkd byly velmi podobné. VéEtsi
inhibici enzymu COX-2 prokdzaly chloroformové extrakty P. flabellatus, P. ostreatus 5175
a P. ostreatus X (82-86 %) oproti H. erinaceus KZ09. Podle in vitro vysledki mél druh
P. flabellatus ve srovnani s H. erinaceus KZ91 vétsi protizanétlivou, ale mensi antioxidacni
aktivitu.

Houbovy materidl se do funk¢énich potravin mize pridavat v riiznych formach: obohaceni
praskem z plodnice, fermentaci myceliem, dodanim extraktli nebo samostatnych izolovanych
biologicky aktivnich latek. Mycelium koralovce jezatého bylo jiz uspésné pouzito k vyrobé
funkéniho chleba (Ulziijargal et al. 2013) nebo fermentovanych séjovych bobt, které dokonce
vykazovaly antioxida¢ni aktivitu (Suruga et al. 2020). Aktivita mycelia H. erinaceus KZ09
nebyla v této praci zkoumana, takze pro ucel fermentace by musela byt potvrzena dal$imi
studiemi. PréSek zususené plodnice by vSak mohl byt pouzit pro obohaceni mouky
a naslednému upeceni peciva po vzoru Ulziijjargal et al. (2013) nebo dodan do krémového syru
podle Petrovi¢ et al. (2015). Z vysledkii Wong et al. (2009) vyplyva, Ze pro nejlepsi
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antioxidac¢ni vlastnosti by se plodnice méla ususit teplem a ne lyofilizaci. Do vyrobki by se
daly pouzit také extrakty, avSak v tom ptipad¢ by musela byt upravena receptura. Z extrakti by
byly vhodnéjsi samostatné vodni nebo alkoholové, protoze smisené tinktury vykazuji slabsi
antioxidacni aktivitu (Sharpe et al. 2021; Alkin et al. 2021). Dalsi potencidln¢ zajimavou
moznosti je vyuZiti primordia (zarodku plodnice), které mé podle Roda et al. (2022) vyssi obsah
ergothioneinu neZ plodnice, a to také ve formé prasku. Funkéni potraviny z H. erinaceus KZ09
by mohly slouzit jako prevence nebo podplirnd 1é¢ba neurodegenerativnich onemocnéni
(Alzheimerova a Parkinsonova choroba), idiopatickych stievnich zdnéti (Crohnova choroba
a ulcer6zni kolitida), cukrovky a nékterych typii rakoviny.

Vyzkum funkénich potravin by se mél zaméfit na testovani biologické aktivity hotovych
vyrobki, zda obohacené potraviny opravdu vykazuji stejnou aktivitu jako houbovy material
in vitro. Testovani by mé&lo probihat také na bunécnych liniich a v klinickych studiich. Déle
by pfedmétem budouciho vyzkumu mélo byt klinické testovani nejslibnéjSich biologicky
aktivnich latek izolovanych z kordlovce nebo houbového materidlu obohaceného témito
slouceninami.
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7 Zavér

u specifickych kmeni kordlovce jezatého a vybrat kmen s nejslibnéj$imi vysledky. Nejlepsi
antioxidacni potencial projevovaly kmeny Hericium erinaceus KZ91 a KZ116 metodou ORAC.
Nejvyssi pramérné inhibice enzymu COX-2 byly pozorovany u chloroformovych extrakt
kment H. erinaceus KZ09, KZ91, KZ92 a KZ116. Na zékladé konkrétnich hodnot byl jako
nejvhodnéjsi kmen pro nasledny vyvoj funkénich potravin zvolen H. erinaceus KZ91.
Zajimavym vysledkem byl také kombinatorni antioxidac¢ni a protizdnétlivy Uc¢inek vzorkil
KZ91 aKZ116. Stanovend hypotéza, Ze systematické testovani houbového materidlu miize vést
k objevu extraktii s vyraznou antioxidacni a protizanétlivou aktivitou vyuzitelnych pti vyvoji
funk¢nich potravin, byla tedy potvrzena.

Kromé porovnani vybranych biologickych aktivit in vitro u méné¢ znamych specifickych
kment kordlovce jezatého pfinesla tato prace jako jedna z mala vysledky analyzy ORAC
H. erinaceus KZ91 (nebo ptipadnych funkénich potravin znéj vyrobenych) jsou potieba
navazujici chemické analyzy, in vivo testovani a klinické studie.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AAPH: 2,2-azobis-2-amidopropan-dihydrochlorid
BDNF: Mozkovy neurotrofni faktor

COX: Cyklooxygenaza

DMSO: Dimethylsulfoxid

DPPH: 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

ECso: Stfedni 0i¢inna koncentrace

FOSHU: Potraviny pro specifické zdravotni ucely
FUFOSE: Functional food science in Europe
HAT: Hydrogen atom transfer

ICso: Stiedni inhibi¢ni koncentrace

IDE: Inzulinaza

IL: Interleukin

iNOS: Syntaza oxidu dusnatého

LDL: Lipoprotein o nizké hustoté

NF-«xB: Nuklearni faktor kappa B

NGF: Nervovy rustovy faktor

NO: Oxid dusnaty

ORAC: Oxygen radical absorbance capacity
PGE:2: Prostaglandin E»

RNS: Reaktivni formy dusiku

ROS: Reaktivni formy kysliku

RSS: Reaktivni formy siry

SET: Single electron transfer

TCM: Tradi¢ni ¢inskd medicina

TNF: Faktor nadorové nekrozy
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