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SOUHRN

SOUHRN

Tato disertatni prace se zabyva detailnim studiem sirnych sloucenin druhé
nejpéstovanéjsi houby na svété — houzevnatce jedlého (Lentinula edodes, Berk., Pegler).
HouzZevnatec jedly je znamy piedevsim pod lidovym nazvem shiitake, pochazi z Japonska
a prvni zminky o ném se datuji do doby pied vice nez 2000 lety. Byva ¢asto oznaovan
za houbu dlouhovékosti, elixir zivota ¢i za kralovnu mezi houbami, a to z davodu (at’ uz
domnélych ¢i védecky podloZenych) pozitivnich G¢inka na lidské zdravi. Pravidelna
konzumace shiitake pomaha snizovat vysoky krevni tlak i hladinu cholesterolu v Krvi,
posilovat imunitu a ptisobi i preventivné proti nékterym typiim nadorového bujeni a
alergiim. Dal8im dobrym diivodem ke konzumaci této kulinaisky vysoce cenéné houby je
typicka jemné Cesnekovitd chut a viné. Nositeli téchto zadoucich organoleptickych
vlastnosti jsou rozmanité sirné slou¢eniny. Jejich spole¢nym prekurzorem je lentinikova
kyselina, sirny dipeptid, ktery se pfi naruSeni pletiva této houby rozklada sledem po sobé
jdoucich enzymov¢ katalyzovanych reakci na Siroké spektrum senzoricky aktivnich
sirnych sloucenin.

Jednim z cilu této disertaéni prace bylo studium mechanismu vzniku senzoricky/
biologicky aktivnich sirnych slouc¢enin houzevnatce jedlého za pomoci modernich
analytickych technik (DART-HRMS, HPLC-HRMS, GC—MS) a nasledné potvrzeni (¢i
vyvraceni) dosud jen teoreticky navrzeného zpusobu rozkladu lentinikové kyseliny.

Dalsimi cily bylo testovat biologické vlastnosti nejvyznamnéjsi sirné slouceniny
vznikajici pfi zpracovani této houby — lenthioninu (1,2,3,5,6-pentathiepanu). Hlavni
pozornost byla zaméfena na jeho antimikrobialni, protirakovinnou a protizanétlivou
aktivitu, jakoz i jeho antioxida¢ni vlastnosti. Témto testim byly téz podrobeny vodné
extrakty cerstvych i kulinarné zpracovanych plodnic shiitake (vafenim, prazenim a
susenim).

Vysledkem disertacni prace bylo mimo jiné zjiSténi, ze jak hlavni sirna slouc¢enina
izolovana ze shiitake (lenthionin), tak i kulinarné zpracované plodnice skute¢né vykazuji
celou fadu pozitivnich biologickych vlastnosti a mohou byt nositeli vyse zminénych

zdravotnich benefiti pozorovanych pfi pravidelné konzumaci této houby.

Kli¢ova slova: Lentinula edodes, shiitake, houzevnatec jedly, lenthionin, lentinikova

kyselina.



SUMMARY

SUMMARY

This thesis deals with a detailed study of sulfur compounds of the second most
commonly grown mushroom in the world — shiitake (Lentinula edodes, Berk., Pegler).
Shiitake is native to Japan and the first mention of it dates more than 2000 years ago. It is
often described as a longevity elixir of life or the queen of mushrooms thank to its
benefitial effects on human health (alleged or scientifically based). Regular consumption
of shiitake helps reduce a high blood pressure and blood cholesterol levels, boosts
immunity and prevents some types of cancer and allergies. Another good reason to
consume this highly prized culinary mushroom is its typical delicate garlicky flavor and
aroma. The characteristic scent of this mushroom is due to various sulfur compounds.
Their common precursor is lentinic acid, a sulfur dipeptide that is cleaved by a sequence
of successive enzymatically catalyzed reactions into a wide variety of biologically active
sulfur compounds during disruption of the fungal tissue.

One of the main aims of this dissertation was the study of formation pathways that
lead to biologically active sulfur compounds in shiitake mushrooms using modern
analytical techniques (DART-HRMS, HPLC-HRMS, GC-MS), and its subsequent
confirmation (or refutation) of the previously proposed pathways.

Another goal of this thesis was to test biological properties of the most important
sulfur compound formed during culinary processing of this fungus — lenthionine
(1,2,3,5,6-pentathiepane). The attention was focused on evaluation of its antimicrobial,
anti-cancer and anti-inflammatory activity as well as its antioxidant properties. These
assays were also performed with aqueous extracts of raw and culinary processed shiitake
mushrooms (boiled, roasted, or dried).

Results described in this dissertation, among other things, revealed that both
lenthionine and culinary processed fruiting bodies of shiitake exhibit a number of positive
biological properties and may be holders of the aforementioned health benefits observed

in connection with regular consumption of this fungus.

Key words: Lentinula edodes, shiitake, lenthionine, lentinic acid.
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,Nemaji pupeny, listy, ani kvety... A presto maji plody. Vybornd potrava, dokonce

lek. Dokonaly vytvor prirody.* (staré Cinské piislovi)

Houby jsou svymi pfiznivymi a¢inky na lidsky organismus zndmeé po cela
tisicileti. Jiz od starovéku byly vyuZzivany nejen jakozto pomérné dostupny a vyzivové
hodnotny zdroj potravy, ale také pro své 1é¢ivé ucinky — at’ uz k prevenci ¢i k 1é¢bé
samotné — v tradi¢ni asijské medicing. Rada z nich proslavila japonskou a ¢&inskou
kuchyni po celém svété. Pokrmy asijské kuchyné totiz musi nejen piijemné vonét, mit
vyraznou a delikéatni chut’ (umami) a pékné vypadat, ale zarovenn by mély mit pfiznivy
u¢inek na zdravi konzumenta (1). Cinska kuchyné je totiz velmi (zce spjata s tradiéni
¢inskou medicinou a dokonce s filozofii. Existuje cela fada medicinalnich hub, jeZ maji
zdravi posilujici, regulacni ¢i 1é¢ivé ucinky na rizné oblasti lidského organismu
poskozeného nezdravym prostfedim, dédi¢nosti ¢i nevhodnym zivotnim stylem. Tento
poklad C¢inské mediciny patfi mezi nejstarSi pfirodni 1é¢iva vibec. Dalsi
nezpochybnitelnou vyhodou uzivani jedlych hub je pomérné nizké riziko nezadoucich
ucinkt pfi jejich konzumaci, a to i pfi pomémé vysokem davkovani (2). Teprve
Vv relativné nedavné dobé si tohoto témét nevyuzivaného zdroje biologicky aktivnich latek
povsimla i zapadni civilizace a odstartovala seriézni vyzkum, v jehoZ ramci se objevovani
moznosti jejich maximalniho vyuziti stalo velkou vyzvou.

Pocet lidi vyuzivajicich alternativni ¢i komplementarni medicinu k posileni svého
zdravi ¢i jako doplitkovou 1é¢bu ke konvenéni mediciné rok od roku roste (3). V tradi¢ni
¢inské medicin€ je nyni vyuzivano preventivnich a lé¢ivych Gcinkli vice nez 270 druhti
hub (4), pfi¢emz mezi Ctyfi nejpopularnéjsi patii shiitake (houzevnatec jedly, Lentinula
edodes) (5). Ptimo v Japonsku, odkud dle dostupnych indicii pochazi, je nejzadangjsi
jedlou houbou (6) a podle taméjsich obyvatel ,,dopliiuje energii, vyzivuje krev, rozpousti
vihkost a hlen*. Pravé pro tyto ucinky se hojné pouziva k terapii osteoporézy a
revmatickych chorob. Shiitake vykazuje, ostatné jako vétSina medicinalnich hub, celou
fadu dalSich G¢inka na lidsky organismus, at’ uz domnélych ¢i védecky podlozenych.

ey w1t

antiviroticky a antibakterialng.

Shiitake je hned po pecarce dvouvytrusé (Agaricus bisporus) nejpéstované;si

houbou, a zaujima tak druhé misto v celosvétovém objemu produkce a spotieby mezi
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houbami. Vzhledem ke zna¢nému hospodarskému vyznamu této houby, jakoz i jejim
nespornym (a léty ovéfenym) pozitivnim uc¢inkim na lidské zdravi, je tudiz s podivem, ze
je doposud znamo pouze relativné malo metabolitd zodpovédnych za jeji biologickou
aktivitu.

Tato disertacni prace je vé€novana studiu houzevnatce jedlého, konkrétné studiu
jeho biologicky a senzoricky aktivnich sirnych sloucenin, z nichZ pouze velmi mala ¢ast
byla dosud védecky prozkoumana. Zda se totiz pomérné pravdépodobné, Zze nékteré

z nich mohou mit pozitivni G¢inky na lidské zdravi.
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2.1 Klasifikace houzevnatce jedlého

HouZevnatec jedly je po celém svété oblibend a vysoce cenéna houba. Jeji lidovy
nazev shiitake je odvozen z japonskych slov ,,shii*, coz je vyraz pro strom rodu Pasania
spp. z celedi bukovité (Fagaceae), a ,take“, znamenajici houba. Nazev shiitake je
celosvétoveé nejpouzivanéjsi, Ize se vsak setkat i s vyrazy odvozenymi, jako jsou Sii-také,
Siitake ¢i Sitake. Ve Spojenych statech americkych je bézn¢ zndma pod jménem ,,black
forest mushroom* (v piekladu ,,¢ernd lesni houba®), ve Francii jako ,,lectin“ a v Ciné pod
nazvy ,,xiang-gu (,,vonna houba*), ,,dong-gu‘ (,,zimni houba“) ¢i ,,hua-gu* (,,kvetouci ¢i
pestrobarevna houba®) (7).

Lokalnich vyraz pro tuto houbu je velké mnozstvi, coz jen podtrhuje potiebu
existence univerzalniho nazvu. Souc¢asnym védeckym vyrazem pro ni je Lentinula edodes
(Berk.) Pegler. Na zakladé¢ makro i mikromorfologickych studii i DNA rozboru byla
L. edodes zatazena do rodu Lentinula, ¢eledi Marasmiaceae (Spickovité), fadu Agaricales
(pecarkotvaré), ttidy Agaricomycetes (stopkovytruse) a fise Fungi (houby) (8).

Po dlouhou dobu byla shiitake znama pod jménem Lentinus edodes (Berk.) Singer.
V roce 1975 byla Peglerem ptesunuta z rodu Lentinus do rodu Lentinula, a to na zakladé
mikroskopickych studii hyf. Ptivodni oznaceni Lentinus edodes se vsak stale i ve védecké
komunité bézn¢ pouziva (7). Dalsi diive uzivana védeckd synonyma jsou Agaricus
edodes Berk., Armillaria edodes (Berk.) Sacc., Collybia shiitake J. Schrét., Cortinellus
shiitake (J. Schrét.), Lentinus edodes (Berk.) Singer, Lentinus mellianus Lohwag,
Lentinus tonkinensis Pat., Lepiota shiitake (J. Schrot.) Tanaka, Mastoleucomyces edodes
(Berk.) Kuntze ¢i Tricholoma shiitake (J. Schrot.) Lloyd (8).

2.2 Charakteristika

2.2.1 Popis

L. edodes méa v pocatecnich fazich ristu uzavieny klobouk hnédosedé barvy, ktery
pii péstovani v dobfe osvétlenych prostorach byva zbarveny do ¢ervenohnéda. Povrch
klobouku je suchy, Casto pokryty bilymi ¢i hnédymi Supinami (obr. 1). Jeho okraj je
podvinuty, zdobeny zbytky plachetky, jejiz rezidua byvaji patrna i na tieni. U starSich

plodnic je klobouk prohloubeny a dosahuje priméru 7-8 cm. Lupeny jsou husté, svétlé az
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doZluta. T¥en je 4—7 cm dlouhy, 8-12 mm silny, masity a velmi pevny, nahnédlé barvy,
Casto s podélnymi ryhami. Duzina L. edodes ma jemné ¢esnekovitou chut’ (9).

Existuje vice typu shiitake, dva nejznamé;jsi jsou donko a koshin. Vice cenény je
(na aroma bohatsi typ) donko neboli ,,zimni houba®, ktery ma uzavieny masitéjsi klobouk
a snéze precka i kruté zimy (obr. 1a). Typ koshin (obr. 1b), zvany téZ ,,kvétinova houba®,
ma klobouk otevieny s od stifedu vyrazné popraskanym povrchem, ¢imz piipomina

kvétinu.

Obr. 1: Plodnice L. edodes: a) typ koshin, b) typ donko.

2.2.2 Historické aspekty péstovani houZevnatce jedlého

Prvni milnik je spjat se jménem Wu San Kang, zemédélcem z provincie Zhejiang
v Cing, ktery si na pocatku 12. stoleti povsiml velkych a chutnych plodnic shiitake na
popadanych stromech. Zacal tedy stromy kacet, avSsak k jeho zklamani houby na
porazenych stromech nerostly. Ve vzteku zacal porazet dalsi a k jeho Gdivu se na nich
houby objevily ve velikém mnozstvi. Tato udalost se stala po¢atkem tzv. metody Sokem
— kéaceni stromtl a nasledné biti do polen se pii péstovani shiitake pouziva dodnes. O sto
let pozdgji predali ¢insti zemédélci své zkuSenosti japonskym obyvatelim, ktefi shiitake
pojmenovali a zaslouzili se o jeji rozSifeni smérem na vychod.

Druhym milnikem v historii kultivace shiitake se stal rok 1936, kdy japonsky

zemédélec Kitajima precistil a uchoval jednodruhovou nekontaminovanou houbovou
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kulturu, pouzitelnou K inokulaci polen. Pfistup k ¢isté kultufe dal kontrolu nad produkci
shiitake do rukou zemédélcim.

Za tieti milnik je povazovano objeveni moznosti Kultivace shiitake na pilinovém
substratu. V Ciné lze tuto metodu vysledovat az k 70. 1étam 20. stoleti, ¢imZ se otevira

moznost péstovani shiitake v mnohem vétsim métitku, nez je mozné na polenech (7, 10).
2.2.3 Kultivace

Shiitake patii mezi saprofytické houby tzv. bilého hniti, které degraduji dfevinné
substraty obsahujici jinak tézko rozlozitelny lignin. Diky témto schopnostem se kmeny
stromd ¢i piliny mohou vyuzivat jako substraty pro péstovani této houby (7, 11).

Shiitake mohou byt péstovany na pfirodnich polenech i synteticky. Umé&ly zptisob
spociva v jejich péstovani na smési z pilin, ptipadné doplnénych o proso ¢i otruby. Timto
zpusobem produkce Ize dosdhnout 3-4x vétsich vynost, a to za pouhou desetinu doby
Vv porovnani s ptivodnim postupem (10). Shiitake se péstuji v ekologickych domech (at’ uz
prirozené¢ nebo umeéle) umoznujicich upravu vlhkosti, teploty a svétla tak, aby byly
vytézky maximalni. Udrzovani idedlnich podminek pro jejich rist je samoziejmé finanéné
naro¢n&jsi nez kultivace ve volné piirod¢, ale vysoky vytézek, vyrazné zkracena doba
(potiebnd na kompletni zivotni cyklus plodiny) a moznost celoro¢ni dodavky hub tuto
ztratu bohaté vynahradi.

Pé&stovani shiitake na polenech Vv lese vyzaduje méné prace a péce, takové plodnice
jsou zaroven vice aromatické a maji silngjsi klobouk. Ptirozena kultivace ma také vyrazné
mensi negativni vliv na zivotni prostfedi a navic shiitake péstované na polenech obsahuji
mnohem vice polysacharidd, véetné lentinanu (11) (obr. 9) — polysacharidu s vyznamnymi

protinddorovymi vlastnostmi, nez shiitake péstované na umélém substratu (12).
2.2.4 Produkce

Svétové produkei hub stale vice dominuji druhy, které maji kromé atraktivnich
senzorickych vlastnosti a dobré stravitelnosti i 1é¢ivé ucinky. L. edodes je (z hlediska
celosvétové produkce) druha nejvyznamnéjsi jedla houba (hned po Agaricus bisporus).
Kromé skvélé chuti a lakaveého aroma je jeji konzumace spojena s celou fadou pozitivnich
biologickych vlastnosti. Ackoli je Kultivace shiitake znama nékolik stoleti, v
potravinaiském pramyslu se jeji produkce zacala masivnéji prosazovat az v Japonsku po

druhé svétové valce. Po dlouhou dobu pak bylo Japonsko nejvétsi svétovy producent této
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houby, nasledované Cinou, Tchai-wanem a Jizni Koreou. V roce 1974 doséhla celkova
produkce shiitake 143 000 tun, pfi¢emz Japonsko se na ni podilelo téméf 95 %. Jesté
v roce 1983 zajistovalo Japonsko vice nez 82 % celkové svétové produkce shiitake,
zatimco produkce v Cing v této dobé piedstavovala pouze 9 %. Oviem béhem
nasledujicich &tyk let péstovani L. edodes v Cing prevysilo produkci v Japonsku a od té
doby je Cina nejvétsim svétovym producentem, spotiebitelem i exportérem této houby.
Napi. v roce 2002 byly v Ciné vypéstovany 2 miliony tun shiitake (v témze roce doséhla
celosvétova produkce uctyhodnych 7,5 milionu tun shiitake) (7, 10).

Kultivace L. edodes, ptivodn¢ omezena oblasti severovychodni Asie, se postupné
roz§ifila 1 do Spojenych statd americkych, Kanady, Australie, Brazilie i mnoha
evropskych zemi. Vzhledem k jejim kulinafskym a 1écebnym kvalitdm bude ziejmé tento
trend pokracovat i v mnoha dalsich statech (13). V Jizni Koreji, stejné jako v Japonsku,
prevazuje zpisob péstovani shiitake na polenech, tedy ptirozenym zpisobem. Na druhou
stranu se v Cing, jakozto hlavnim producentu shiitake, vyuziva piedeviim kultivace

na pilinach (13).

2.2.5 Kulinaiské Upravy

vvvvvv

jakozto lahtidky s pfitazlivou chuti a vini se Casto pridavaly do pokrmi formou kofeni.
Rimané blahoiecili houby jako pochoutky bohii a Cifiané je povazovali za elixir Zivota
(14).

Shiitake se pySni velmi lahodnou kofenénou chuti a vyraznym aroma. Ma
vSestranné vyuziti pfedevsim v orientalni (ale nyni i evropske) kuchyni a z vyzivového
hlediska jde o velmi cennou potravinu. Diky své nizké energetické hodnoté a vysokému
obsahu fady vyzivové cennych latek, polysacharidd, bilkovin, vitamini a stopovych
prvki je zvlaste vhodna i pii redukénich, makrobiotickych, vegetarianskych nebo
veganskych dietach.

Mezi shiitake rostoucimi na polenech (at’” uz péstovanymi ¢i voln€ rostoucimi
v lese) a na pilinovych substratech jsou rozdily nejen v obsahu Zivin, ale i v intenzité
aroma. Z obou srovnani vychazi vitézné plodnice kultivované ptirozené na polenech (15).

Diivodem charakteristické umami chuti shiitake je pfedevSim glutamat sodny

spolu s 5'-nukleotidy, volnymi aminokyselinami, organickymi kyselinami, cukry a
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nizkomolekularnimi proteiny, jejichz vzajemny pomér je divodem pomérné variabilni
chuti shiitake (15).

V Ceské republice lze shiitake zakoupit v mnoha b& nych potravinovych
fetézcich, a to cerstvé, susené €1 ve formé prasku. Ke konzumaci se vyuzivaji témért

vyhradné pouze plodnice, které Ize upravit v§emi tradi¢nimi zptsoby — lze je vafit, dusit,

smazit, prazit, fritovat, grilovat, zapékat a dokonce i udit ¢i nakladat (obr. 2) (16, 17).

Obr. 2: Shiitake a) vafené b) smaZené c) pecené d) fritované.

2.2.6 Shiitake jako prirodni lék

Svymi 1é¢ivymi Géinky na lidské zdravi jsou shiitake proslulé. Stara japonska
legenda hovoii o tom, Ze taméjsi divoce zijici opice nikdy netrpély rakovinou, vysokym
krevnim tlakem a ani diabetem, nebot’ pravidelné jedly plodnice houZevnatce jedlého
(16). V dobach dynastie Ming (1368—1644) lidé véfili, ze je konzumace shiitake udrzi
vitalni a mladé. Bylo dokonce nafizeno, Ze tento ,.elixir Zivota“ smi konzumovat pouze

cisaf a jeho rodina a jejich sbér byl stiezen vybranymi samuraji. V této dobé se shiitake
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nazyvaly potravou cisait (16, 18). Ze 17. stoleti jsou dochovany zaznamy tykajici se
shiitake, kde se uvadi, ze ,,zvysuji Zivotni energii, odhangji hlad a 1¢¢i nachlazeni® (15).

Shiitake patii mezi téméf idealni soucast lidské stravy, protoze jsou cennymi
zdroji bilkovin, mineralnich latek i vlakniny a obsahuji jen méalo tuku a jednoduchych
sacharidi. Nadto tato asijsk& houba obsahuje velké mnozstvi nejriznéjsich zdravi
prospesnych latek.

HouZevnatec jedly obsahuje v Cerstvém stavu piiblizné 90 % vody; zastoupeni
hlavnich zivin v suSenych shiitake je uvedeno v tab. 1.

Ve vodé rozpustné polysacharidy ¢ini 1-5 % suSiny houby shiitake, jednd se
zejména o ruzné (1-4)- a (1-6)-a-D-glukany, heterogalaktany, heteromannany ¢i
xyloglukany. Volné mastné Kyseliny tvoii kolem 3 % z celkového mnozstvi lipidu,

pficemz nejvyssi zastoupeni ma kyselina linolova (73 rel. %) a kyselina palmitova (15 %).

Tab. 1: Primérny obsah hlavnich zivin, vody a energie ve 100 g suSenych shiitake.

proteiny lipidy sacharidy voda energie (kJ)

obsah 22,89 2,19 64,49 4,79 1721

Shiitake téZ obsahuji fadu vitaminti (mezi nejhojnéji zastoupené patii vitaminy By,
B2, Bz, C a D2), jakoz i minerélnich latek (napi. K, Ca, Mg, P, Cd, Zn, Cu, Fe, Mn ¢&i Ni)
(15, 16, 19, 20).

K lé¢ebnym ucellim se do pokrmt piidavaji Cerstvé ¢i suSené plodnice, pficemz
doporu¢ena denni davka zpravidla ¢ini 60—160 g cerstvych (coz odpovida 616 g
susenych) shiitake (17).

2.3 Senzoricky aktivni slou¢eniny Lentinula edodes

2.3.1 Kyselina lentinikova

Cerstvé i susené plodnice L. edodes maji jen lehce Gesnekovité, nevyrazné aroma.
Viné pro shiitake typické se uvolni az po rozmackani cerstvych ¢i po namoceni suSenych
plodnic. Yasumoto a kol. (21) tento jev vysvétlili existenci netékavého prekurzoru, ktery
se pii naruSeni bunék pletiva houby enzymaticky rozklada za vzniku latek zodpovédnych
za vyrazné aroma této houby. Tento netékavy prekurzor byl poté skute¢né izolovan, a to
extrakci methanolem, opakovanou iontové vyménnou chromatografii a naslednou

krystalizaci. Izolovana latka byla pojmenovana trivialnim nazvem lentinikova kyselina.
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Jedna se o bilou krystalickou slouceninu s bodem tani 157158 °C, relativni molekulovou
hmotnosti 482,6 Da a sumarnim vzorcem Ci2H22N2010S4. Hydrolytické stépeni této latky
odhalilo jeji dipeptidovou strukturu sestavajici z glutamové kyseliny a S-substituovaneho
derivatu cysteinsulfoxidu. Enzymové katalyzovanym S$tépenim byla potvrzena
L-konfigurace na a-uhlicich obou aminokyselin. Struktura lentinikové kyseliny navrzena
Yasumotem a kol. je uvedena na obr. 3 (21), pfi¢emz autofi poznamenali, Ze ¢ast uvedena

v hranatych zavorkach je pouze spekulativni.

OH OH NH,

H =
HaC_ )\ N -
s s s s \ﬂ/\/\COOH

7\ T
o © COOH O

Obr. 3: Struktura lentinikové kyseliny navrzena Yasumotem a kol. (21).

Na stanoveni piesné struktury tohoto dipeptidu, konkrétné ¢asti uvedené v hranaté
zavorce, bylo tieba pockat jesté dalSich pét let. Teprve v roce 1976 byla struktura
lentinikové kyseliny urcena spravné, diky ¢emuz tato latka mohla byt pojmenovana také
systematickym nazvem, ktery zni 2-(y-glutamylamino)-4,6,8,10,10-pentaoxo-4,6,8,10-
tetrathioundekanova kyselina (obr. 4). Ovsem absolutni konfigurace tiech sulfoxidovych

skupin lentinikové kyseliny zistava i v soucasnosti stale neznama (22).

NH,
H.C N :
3
>s\/\ g s COOH
70 N
o) COOH O

Obr. 4: Struktura lentinikové kyseliny navrzena Hoflem a kol. (22).

Neni bez zajimavosti, ze kromé shiitake byla lentinikova kyselina objevena take
v né€kolika dalsich druzich stopkovytrusych hub, a to v zastupcich rodi Micromphale a
Collybia (23). Konkrétné¢ se jednd o Micromphale perforans (Hoffm.) Antonin &
Noordel. (Spi¢ka provrtana, obr. 5a), Collybia hariolorum (Bull.) Quél. (penizovka
véstecka, obr. 5b), Micromphale foetidum (Sowerby) Singer (Spicka odporna, obr. 5c),
Collybia impudica (Fries) Singer (penizovka nestoudnd, obr. 5d) a Micromphale cauvetii
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(Maire & Kuhner) ex Hora (penizovka smrdutd, obr. 5e). Ve vSech téchto (nejedlych)
houbéach drobného vzristu byla detekovéna lentinikova kyselina spolu s jednim ze svych

diastereomeru lisicim se absolutni konfiguraci na nékteré ze tii chiralnich sulfoxidovych

skupin. Tento stereoizomer byl pojmenovan epilentinikova kyselina (23).

Obr. 5: a) Micromphale perforans, b) Collybia hariolorum, ¢) Micromphale foetidum,

d) Collybia impudica, €) Micromphale cauvetii.

2.3.2 Enzymové katalyzovany rozklad lentinikové kyseliny

Na pocatku 80. let minulého stoleti bylo zjisténo, Ze obsah lentinikové kyseliny
v extraktu z homogenizovanych shiitake klesa, zatimco se rozviji vyrazné houbové
aroma. Tento inverzni vztah mezi obsahem lentinikové kyseliny a intenzitou shiitake
aroma naznacuje, Ze béhem naruSeni pletiva L. edodes dochéazi k rozkladu lentinikové
kyseliny, jehoz vysledkem je vytvofeni lenthioninu (I11), hlavni aromatické slozky
shiitake, a dal$ich sirnych slouc¢enin (obr. 6) (24).

Tvorbu senzoricky aktivnich aromatickych sloucenin 1ze rozdé€lit do dvou hlavnich
fazi. Uvodnim krokem je rozklad lentinikové kyseliny katalyzovany nejprve
y-glutamyltransferazou (GGT) za vzniku deglutamyllentinikové kyseliny a poté jeji

rozklad S-alkylcysteinsulfoxid lyazou (C—S lydzou) na kyselinu pyrohroznovou, amoniak

10
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a 1,2-dithiiran (24, 25). Kyseliny glutamova, pyrohroznova, amoniak a rozli¢né sirné
slouceniny byly pii rozkladu lentinikové kyseliny detekované jiz v roce 1975 (25).
Druhym krokem by méla byt spontanni polymerizace nestabilniho 1,2-dithiiranu
na Siroké spektrum cyklickych i linearnich sirnych slou¢enin (23, 26, 27). Celé schéma je
naznaceno na obr. 6. Navrzeny mechanismus se napadné podoba tvorbé allicinu z allinu
v ¢esneku (28). Nicméné vySe popsany mechanismus pro enzymové katalyzovany rozklad
lentinikové kyseliny dosud nebyl potvrzen detekci zadného ze sirnych meziprodukti
(napf. thiosulfindtu nebo 1,2-dithiiranu) a ziejmé i1 velka ¢ast vyslednych sirnych

metabolith zistava stale utajena.
2.3.3 p-Glutamyltransferaza

y-Glutamyltransferdza (GGT, EC 2.3.2.2) je extracelularni enzym organismd,
ktery katalyzuje odstranéni y-glutamylové ¢asti z glutathionu ¢i jinych y-glutamylovych
sloucenin a nasledné pak jeji pfeneseni na aminokyseliny ¢i peptidy (29). Tento enzym se
u shiitake vyskytuje v nejvétsim mnozstvi pod povrchem kloboukt plodnic. Pfi naruseni
pletiva houby se nastartuje reakce pfemény lentinikové Kkyseliny na deglutamyl-
lentinikovou kyselinu. Po této reakci nasleduje rozklad deglutamyllentinikové kyseliny
katalyzovany C—S lyazou za vzniku celé fady cyklickych sirnych slouc¢enin, doprovéazeny
rozvinutim typického cCesnekového aroma (30). Bylo zjisténo, ze odstranéni
y-glutamylové ¢asti z kyseliny lentinikové je nejpomalejsi proces ve vySe popsaném sledu
reakci vedoucich k tvorb¢ sirnych senzoricky aktivnich sloucenin (27).

Také u shiitake ma GGT dvé razné funkce. Prvni je katalyza hydrolyzy
y-glutamylové ¢asti lentinikové kyseliny, vedouci ke vzniku deglutamyllentinikové
kyseliny. Druhou funkci je katalyza transpeptidazové reakce (30). GGT pfitomna
v plodnicich L. edodes je slozena ze dvou podjednotek o relativnich molekulovych
hmotnostech 28, resp. 60 kDa (31). Optimalni hodnota pH pro jeji enzymovou aktivitu
byla stanovena na pH 9,0 (27).

11
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Obr. 6: Enzymové katalyzovany rozklad lentinikové kyseliny (34).
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2.3.4 C-Slyaza

C-S lyaza (EC 4.4.14) je druhym z enzymi, za jehoz katalyzy vznikaji
ze senzoricky neutrdlni lentinikové kyseliny vyrazné€ senzoricky aktivni linearni
1 cyklické sirné slouceniny. Sklada se ze dvou identickych podjednotek o velikosti 46 kDa
(32). Predpoklada se, ze se tento enzym ucastni tvorby sulfenové kyseliny z kyseliny
deglutamyllentinikové, jak je naznaeno na obr. 6. Tato sulfenova kyselina
pravdépodobné vzapéti velmi rychle kondenzuje za vzniku ptislusného thiosulfinatu
(ackoliv jeho tvorba nebyla doposud potvrzena). Vedlejsimi produkty této reakce jsou
kyselina pyrohroznova a amoniak. Dals$i kroky vedouci k tvorbé sirnych heterocyklickych
slou¢enin jsou pravdépodobné jiz spontanni, tedy probihaji bez piispéni dalSich enzymd.
Optimalni hodnota pH pro enzymovou aktivitu C—S lyazy byla stanovena na pH 8,7 (33).

2.3.5 Sirné slouceniny

Nezaménitelné aroma shiitake se rozvine az pii namoceni susenych shiitake
do vlazné vody nebo pii krajeni ¢i jiném zptisobu homogenizace ¢erstvych hub, coz velmi
Uzce souvisi s enzymové katalyzovanym rozkladem lentinikové kyseliny vedoucim
k tvorbé mimotadné pestré $kaly sirnych slouéenin (obr. 6). Jak jiz bylo uvedeno,
pii spontannim rozkladu 1,2-dithiiranu vznika cela fada linearnich i cyklickych sirnych
sloucenin, z nichz nejvyznamnéjsi jsou zakresleny na obr. 7. Tyto dosud znamé tekavé
sirné slouceniny lze rozdé€lit podle poctu uhliki na jednouhlikaté, dvouuhlikaté,
tifuhlikaté a Sestiuhlikaté. Dvouuhlikaté a tiiuhlikaté mohou byt jak cyklické, tak i
linearni. Mezi tfi nejvyznamnéjsi aromatické sirné slouceniny (obvykle vznikajici az
v pozdéjsich fazich po homogenizaci) patii 1,2,4-trithiolan, 1,2,4,5-tetrathian a zejména
1,2,3,5,6-pentathiepan (15, 35). Posledni z téchto cyklickych sloucenin byla trivialné
pojmenovana lenthionin (I11) a je ze vSech dosud popsanych tékavych sirnych latek
L. edodes nejvyznamnéjsi (obr. 7) (36). Obsah lenthioninu ve zpracovanych plodnicich
byva velmi vysoky (az 100 ppm), pii¢emz zavisi na mnoha faktorech, zejména na obsahu

lentinikové kyseliny a zptisobu zpracovani (24).

13
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Obr. 7: Struktura sekundarnich sirnych metabolitt identifikovanych v shiitake (26).
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2.3.6 Ostatni slouceniny

Cerstvé, mechanicky nenarusené plodnice vykazuji jenom pomérné nevyrazné
houbové aroma, za které jsou primarné zodpovédné zejména okt-1-en-3-ol, okten-2-ol a
oktan-1-ol spolu s ethyl-acetatem (35). Tyto osmiuhlikaté alkoholy pravdépodobné
vznikaji oxidaci linolenové kyseliny, obdobné jako je tomu v ostatnich druzich hub.

Samostatnou a nyni velmi pozorn¢ sledovanou kapitolou je také abnormalné
vysoky obsah formaldehydu v suSenych plodnicich shiitake. Ackoli je formaldehyd
béznym produktem metabolismu a je téz pfitomen v mnoha kosmetickych produktech
i v celé fad¢ potravin (pfedevsim v suSenych a mrazenych) (37), jedna se 0 mutagen a
potencialni karcinogen, ktery pusobi toxicky pfedevsim v oblasti dychacich cest. Obsah
tohoto aldehydu v potravindch je v mnoha statech monitorovan — napi. v USA je
maximalni tolerovatelny denni piijem limitovan hodnotou 0,2 mg/kg télesné hmotnosti
(38). V susenych plodnicich L. edodes byly zaznamenany mimotadné vysoké koncentrace
(119-494 mg/kg) formaldehydu (39). V Ccerstvych shiitake je obsah formaldehydu
obsah byl zaznamenan u shiitake péstovanych ve skleniku (15 mg/kg), nejvyssi pak
v pripad¢ prikryti substratu ptidou (22 mg/kg). Pii péstovani shiitake nebyly (co se obsahu
formaldehydu tykd) monitorovany statisticky vyznamné rozdily pii pouziti pilinovych

substratli z riznych druhti dfevin ani pti péstovani riznych odrid shiitake (40).
2.4. Biologicke vlastnosti Lentinula edodes

2.4.1 Shiitake jako antioxidant

Béhem oxidaénich reakci se casto tvoti volné radikaly, které nasledné mohou
nastartovat sled reakci, jez kon¢i odumfenim buiiky. Antioxidanty tento sled reakci
mohou ukon¢it odstranénim reaktivnich radikalovych meziprodukti a inhibovat dalsi
oxidac¢ni reakce tim, ze se samy oxiduji. Nadmérnd produkce volnych radikali a
peroxidace lipidu in vivo jsou znamé piiciny starnuti a celé fady dalSich onemocnéni, jako
jsou napt. ateroskler6za, cukrovka, rakovina, cirhdza ¢i chronické zanéty (42, 43).
Konzumace potravin bohatych na latky s antioxidacni aktivitou tedy pusobi blahodarné
na zdravi organismu.

Ptirodni produkty proti starnuti se ¢asto vyuzivaji také jako podpurné prostredky

v lékafstvi (napf. v onkologii a imunologii) ¢i ve farmaceutickém a kosmetickém
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pramyslu. | vyssi houby mohou byt bohatym zdrojem bioaktivnich metabolitt
vykazujicich antioxidacni aktivitu (44). Dosud bylo navrzeno nékolik mechanismu, jimiz
mohou metabolity hub pusobit proti oxidaénimu stresu. Jedna se 0: a) piimy antioxida¢ni
efekt k udrzeni takové tirovné antioxidantt, ktera je nutna k prevenci produkce volnych
radikalt, b) neptimy antioxidaéni efekt pomoci vyvolani a nasledné regulace enzymu
hostitelského obranného systému (napt. SOD nebo GPx) nebo c) eliminaci jiz
vytvoienych radikaltu (5). Piedpoklada se, ze latky s antioxidacni aktivitou obsazené
v shiitake ziejm¢ kombinuji vSechny tyto typy mechanismu (45, 46).

V roce 2003 byl poprvé védecky podlozen vztah mezi antioxidacni aktivitou a
celkovym obsahem fenolickych latek v methanolovych a vodnych extraktech ze shiitake,
ackoli se v tomto piipadé bezpochyby antioxidac¢ni aktivita zvySovala i diky pfitomnosti
p-karotenu a tokoferoli pouzivanych k analyze (46). Stejna pracovni skupina se pozdéji
zabyvala 1 peroxidaci lipidi (resp. jeji terminaci). Autofi zjistili, Ze nizkomolekularni
frakce z vodného extraktu shiitake vykazovala nejvyssi aktivitu proti peroxidaci lipidu.
Nebylo piekvapenim, Ze ve stejné nizkomolekularni frakci byl nalezen také nejvyssi
obsah fenolickych latek (45).

Vztahem mezi tepelnou Upravou hub shiitake, jejich antioxida¢ni aktivitou a
obsahem polyfenoli se v roce 2006 zabyvali Choi a spol. (47). Syrové houby zahiivali
Vv autoklavu pfi riznych teplotach a po riznou dobu a nasledné metodami hodnoticimi
eliminaci syntetickych radikald, a to DPPH [vyuziva stabilni radikal 1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl] a ABTS [vyuziva 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat), ktery ptipadny antioxidant zhasi], testovali jejich antioxida¢ni aktivitu. Celkovy
obsah fenolickych latek v shiitake vzrustal spolu s rostouci teplotou i dobou, po kterou
byly houby v autoklavu umistény. Stejnd ptima tuméra byla prokazéna i ve vztahu
k antioxidac¢ni aktivité. Nabizi se vysvétleni, Ze pfti tepelné upravé dochazi k popraskani
bunéénych stén, diky cemuz se polyfenoly z bunécného pletiva oproti Cerstvym tepelné
neopracovanym shiitake sndze vyluhuji. Dalsi moznosti je tepelny rozklad
polyfenolickych latek a soucasné vytvofeni novych slou€enin majicich jesté vySsi
antioxidacni aktivitu (47, 48).

V roce 2007 byla testovana antioxida¢ni aktivita extraktl ze shiitake ziskanych
za pomoci raznych organickych rozpoustédel. Opét byla pouzita metoda DPPH a
testovany dichlormetanovy extrakt antioxida¢ni aktivitu jednoznaéné vykazoval (49).

Vétsina studii zaméfenych na prozkouméni antioxidac¢ni aktivity shiitake

monitoruje vlastnosti extraktd (vodnych ¢i ziskanych organickymi rozpoustédly) nebo
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skupiny latek, nikoli konkrétni slou¢eniny. Strukturu nékterych latek vykazujicich
antioxidacni aktivitu se ale jiz podafilo piesné uréit. Z fenolickych sloucenin jsou to napf.
p-hydroxybenzoova kyselina (50), 3,4-dihydroxybenzoova kyselina (50, 51), gallova
kyselina (51), skoficova kyselina (50), katechin (51) ¢i y-tokoferol (44).

Farmakologicky efekt podavani polysacharidické frakce ze shiitake byl také
testovan in vivo na mysich. Vysledky méfeni prokazaly vyznamné zvyseni antioxida¢ni
enzymové aktivity. Podavani této frakce prokazatelné snizilo narast oxidativniho stresu
vyvolaného na tuky bohatou stravou (52).

Na mysich byly téZ testovany antioxidacni vlastnosti methanolového extraktu
z L. edodes. Byl jim podavan paracetamol, ktery pusobi (ve vy$§im neZz doporué¢eném
mnozstvi) toxicky na jaterni bunky, a jedné skupiné mysi nasledn¢ i extrakt ze shiitake.
Ze studie lze vycist, ze extrakty ze shiitake mohou ochranit jaterni bunky pied jejich
poskozenim paracetamolem prave diky antioxidacni aktivité¢, nebot’ Skodlivé efekty
u testované skupiny mysi byly podstatné niz$i nez u skupiny kontrolni (53).

Shiitake je tedy prokazatelné vyznamnym zdrojem latek s antioxida¢ni aktivitou.
Konzumace shiitake vykazuje vyznamné pozitivni u¢inky na lidské zdravi, at’ uz jako
antioxidant nebo jako soucast prevence proti patologickym zménam, ¢ehoZ vyuziva

nepteberné mnozstvi firem vyrabéjicich vyzivové doplnky (obr. 8) (5).

- aa 1
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Obr. 8: Komer¢ni produkty ze shiitake deklarujici antioxidaéni aktivitu.
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2.4.2 Antimikrobialni aktivita shiitake

Antimikrobidlni G¢inky zahrnuji aktivitu antibakterialni, antimykotickou,
antiparazitickou a antiviralni. Nejriznéjsi organické i vodné extrakty L. edodes vykazuji
Siroké spektrum antimikrobidlnich vlastnosti. Bylo prokazano, ze piisobi proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm, houbam, dermatofytim a

fytopatogentim (54).

Antiviralni vlastnosti

Goulet a spol. byli mezi prvnimi, kteti poukézali na antiviralni latky vyskytujici se
v houbach (55). Ze proti bézné chiipce puisobi konzumace L. edodes, lidé véfili cela
staleti. Teprve nedavno vsak byly tyto domnénky potvrzeny také védecky. Shiitake
vykazuje vysS8i aktivitu proti chfipce nez napt. amantadin hydrochlorid, coz je bézna
slozka 1é¢iv proti chiipce (15, 56). Nejefektivnéjsi extrakt byl ziskadn ze spor hub, nikoli
z plodnic ¢i mycelia (57). Predpoklada se, ze antivirdlni aktivita tohoto extraktu je
dusledkem pfitomnosti dvousroubovice RNA pochazejici z ¢astic podobnych viru (58,
59). Tato molekula RNA zvySuje produkci interferont, glykoproteinti produkovanych
predevs§im bunkami imunitniho systému, které se podileji na antivirové odpoveédi
imunitniho systému (60). Dosud byly popsany tfi rizné tvary téchto viru podobnych
¢astic — VI&knité, ty¢inkovité a kulovité (61). Kulovité a vlaknité Castice se podafilo
precistit a nésledné bylo zjisténo, ze jejich pfitomnost rapidné zvySuje produkci
interferont v ledvinovych buiikach kraliki in vitro (62). Céastice kulovitého tvaru jsou
jeste efektivnéjs$i v boji proti virovym onemocnénim a vyznamné sniZuji imrtnost mysi
napadenych nékterymi typy virt (59) a dokonce i nadory (63). Bylo zjisténo, Ze extrakt
z houzevnatce pusobi dokonce i proti viraim détské obrny (54).

Pravdépodobné nejprozkoumanéj$im antivirotikem ze shiitake je polysacharid
lentinan (I1) (obr. 9). Lentinan a jeho derivaty jsou u¢inné proti nejrizné&j§im druhim
virdlnich infekci, dokonce dokazi vyrazné zpomalit vyskyt symptoma doprovazejicich
onemocnéni AIDS (64). Dulezita tloha lentinanu spociva v mobilizaci protilatek
v organismu, kde dokaze potlacit i bakteridlni infekce odolné vici béznym antibiotikiim
(65). Mnoho pacient s AIDS ¢i rakovinou umira v disledku infekce vedouci ke kolapsu
imunitniho systému, proto je dulezité je pred infekcemi chranit (66, 67). Azidothymidin
(antiretrovirotikum, které brani mnoZeni viru HIV v napadeném organismu) v kombinaci

s lentinanem vykazuje nasobné vyssi ucinnost v boji proti propuknuti nemoci AIDS nez
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bez ngj. Lentinan navic pomaha inhibovat replikaci HIV viru a bunécnou fazi (65, 68).
Téz byly zkoumany ucinky sulfatovaného lentinanu a dalSich polysacharida
Z houzevnatce jedlého, které se v boji proti HIV také velmi osvédcily (69).

Nemén¢ dilezitymi antiviralnimi slozkami shiitake jsou napf. LEM [extrakt
z mycelia L. edodes, slozeny ze 44 % sacharidt (pfevazné xylosy, arabinosy a glukosy) a
25 % proteint (70, 71, 72)], ktery velmi u¢inné pusobi proti infekci herpes viru, osvéd¢il
se ale také i pii 1é¢bé AIDS, nebot stejné¢ jako lentinan (I1) zabranuje infekci
T-lymfocytd, ¢imzZ zesiluje GCinky azidothymidinu. Mechanismus ptisobeni extraktu
z mycelia shiitake neni dosud zcela znamy, ale je velmi pravdépodobné, Ze aktivuje
makrofagy a stimuluje produkci IL-1 (68). Z mycelia L. edodes byla ziskana cela fada
dil¢ich frakci i individualnich slou¢enin, které si antivirotické vlastnosti pozorované
u LEM zachovaly. Zminit Ize napt. JLS-18 (ve vodé¢ rozpustny extrakt LEM), ktery je
vyznamny pii 1é¢bé hepatitidy B i AIDS, navic pasobi proti herpes viru (64, 65, 73), EP3
a EPS4, coz jsou ve vodé rozpustné ligniny majici téz antiviralni efekt (64, 73), ¢i KS-2,
a-mannanovy peptid, ktery pacientovi poskytuje diky zvySené aktivité interferont
ochranny i 1é¢ebny efekt (74). Dalsi zdravi prospéSnou latkou v houbach shiitake (opét
izolovanou z mycelia) je eritadenin (I) (obr. 9), ktery téz vykazuje vysoké antiviralni
vlastnosti, které se vyuzivaji napf. v boji proti AIDS (1, 75).

NH,
NT X N\
%

HOI1,,

OH
HOOC

eritadenin (I) lentinan (IT)

Obr. 9: Biologicky aktivni slouceniny L. edodes — eritadenin (I) a lentinan (I1).
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Antimykotické vlastnosti

Nejznamgjsi z antifungicidnich latek izolovanych z plodnic L. edodes je lentin.
Tento protein inhibuje rist houbovych mycelii riznych druhti hub, napf. Physalospora
piricola, Botrytis cinerea a Mycosphaerella arachidicola. Nadto inhibuje HIV-1 reverzni
transkriptazu a proliferaci leukemickych bunék (76).

Dalsi vyznamnou slouc¢eninou L. edodes je lenthionin (111) (obr. 10), u kterého se
podafilo jiz v 70. letech 20. stoleti prokazat antifungicidni aktivitu va¢i Glomerella
cingulata, Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,

Cryptococcus neoformans a Trichophyton rubrum (77).

Antibakterialni vlastnosti

Vzhledem k neustale se zvySujici rezistenci bakterialnich kment vici bézné
pouzivanym antibiotikim se objev antibakterialnich schopnosti shiitake zdal byt velmi
slibny. Ze vSech biologickych vlastnosti L. edodes je tato oblast nejdéle (a ziejmé i
nejlépe) prozkouména. Nejvyznamngjsi slouceninou houzevnatce jedlého vykazujici
antibakterialni aktivitu je bezesporu lenthionin (111). Ten byl jiz v 70. letech 20. stoleti
testovan na antimikrobidlni vlastnosti nejen vici niz§im houbam, ale i vici fadé bakterii
(napt. Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ¢i Proteus vulgaris).
Lenthionin proti vS§em témto bakteridlnim kmendam aktivitu vykazoval (77, 78). Jesté
silngj8i antibakterialni efekt vuci B. subtilis, S. aureus a E. coli byl zaznamenan u jiné
polysirné slouceniny — u bis[(methylsulfonyl)methyl]disulfidu (VI) (obr. 10) (79).
S pozitivnimi vysledky byl v relativné nedavné dobé testovan na antimikrobidlni aktivitu
také celkovy extrakt LEM, a to ve vztahu k B. subtilis (80), Streptococcus pyogenes,
S. aureus a Bacillus megaterium (79). Latkou zodpovidajici za inhibici vySe uvedenych
bakterialnich kment byl opét lenthionin (79). Mezi dalsi slouceniny s antimikrobialnimi
vlastnostmi izolované z L. edodes patii také 2-fenylethanol (IV) a lentinamicin (V)
(obr. 10) (80).
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Obr. 10: Biologicky aktivni slouc¢eniny L. edodes — lenthionin (I111), 2-fenylethanol (1V),
lentinamicin (V) a bis[(methylsulfonyl)methyl]disulfid (V1).

2.4.3 Imunostimulaé¢ni Gcinky

L. edodes patii mezi houby zvySujici obranyschopnost organismu, tzv.
imunomodulatory. Plodnice i mycelium shiitake jsou schopné zvysit proliferaci
kmenovych bun€k brzliku (budoucich T-lymfocyti) i se piimo ucastnit jakozto
stimulatory mitotického bunécného déleni T-lymfocytd (71). Nejvyznamnéj$im
imunostimulatorem obsazenym v L. edodes je ziejmé lentinan (I1) (obr. 9). Tento
polysacharid vyrazné zvySuje aktivitu imunitniho systému stimulaci T-lymfocytd i
makrofagi, ¢imz zodpovida za protinadorovou aktivitu shiitake (54). Pisobi preventivng i
proti celé fadé béznych i méné béznych onemocnéni praveé tim, Ze zvySuje imunitu
organismu — napf. proti malarii (81) ¢i Zalude¢nim viedim (82). Byl dokonce testovan
proti AIDS na HIV pozitivnich pacientech s velmi dobrymi vysledky, diky ¢emuz jsou
nyni extrakty shiitake soucasti dopliikové 1écby AIDS (83). Imunomodulaéni funkci maji
i jiné slou¢eniny L. edodes, napf. mannoglukan, glukan a jiné polysacharidy (54).

Dalsi imunoaktivni substanci ziskanou frakcionaci LEM je EP3. Frakce EP3 je
slozena piedevsim z ligninu (80 % ligninu, 10 % sacharidi a 10 % proteint), pficemz jeji
aktivni slozkou je pravé ve vodé rozpustny lignin obsahujici ¢etné karboxylové skupiny
(73, 15).
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2.4.4 Protinadorova a antikarcinogenni aktivita

Protinadorove efekty hub byly zkoumany jiz v 50. letech minulého stoleti (84),
pfiCemz U shiitake patfi tato aktivita mezi vibec nejvyznamnéj$i a byla dosud
nejpodrobnéji  prozkoumana (75). Dosud identifikované slouceniny shiitake
s protinadorovymi vlastnostmi jsou polysacharidy (84, 85) obsazené v bunénych
sténach. Nicméné nejznaméjsi polysacharidy z bunécnych stén hub — chitin a celulosa
— protinadorové schopnosti nemaji (86). Polysacharidy vykazujici protinadorovou aktivitu
se vyskytuji v plodnicich i myceliich shiitake (87). Nejznam¢&jsim i nejdéle objevenym
protinddorovym polysacharidem izolovanym ze shiitake je lentinan (11) (obr. 9) (85, 88).
Poprvé jej izolovali, pojmenovali a testovali Chihara se spolupracovniky jiz na pielomu
60. a 70. let 20. stoleti, pfi¢emz po jeho aplikaci mySim pozorovali vyznamné celkové
zbrzdéni rozvoje rakoviny a doprovodnych symptomu (85, 88). Jedna se o S-D-glukan
s molekulovou hmotnosti okolo 500 kDa slozeny z f-(1—3)-D-glukopyranosovych
jednotek, na které jsou navazany jesté boc¢ni fetézce vazbou f-(1—6) (89, 90, 91). Prvni
navrhy jeho struktury vychazejici z krystalografickych studii ptedpokladaly, Ze terciarni
strukturu molekuly tvofi tii fetézce, které se vzajemné oviji a vytvaii pravoto¢ivy helix
(92). Pozdgji se ukazalo, ze jak hlavni fetézec, tak i postranni fetézce tvoii jednoduché
Sroubovice, které maji tendenci se spojovat (93). Piedpoklada se, ze pravé konfigurace
glukosovych molekul v helixové struktuie je pro biologickou aktivitu lentinanu klicova
(94, 95, 96, 97). Lentinan vykazuje vyznamnou protinadorovou aktivitu, kterd spociva
v aktivaci imunitniho systému hostitele nasledovné: S-D-glukan se navaze na povrch
lymfocytu ¢i specifického sérového proteinu, ktery aktivuje makrofagy, T-lymfocyty ¢&i
jiné efektorove burniky. Dochazi ke zvysené produkci protilatek, interleukint (IL-1 a IL-2)
a interferontl vedouci K aktivaci efektorovych bungk, jejimz vysledkem je karcinostaticky
efekt (98, 99, 100, 101). Imunitni odezva je tedy cely komplex reakci vyvolanych
nékolika typy bunék (2). Na rozdil od syntetickych chemoterapeutik nejsou zadné vedlejsi
u¢inky spojené s aplikaci lentinanu bézné (15). Lentinan navic slouzi i k prevenci
proti chemické a virdlni onkogenezi a téz proti tvorb¢é metastaz (102, 103, 104), nicméné
prozatim je tézké urcit, zda pravidelny piijem L. edodes muze mit stoprocentni
preventivni Géinek proti rakoving€ (54). Protinadorova aktivita byla jednoznac¢né vyssi
u lentinanu neZ U polysacharidd jinych druhi hub, liSejnikd a vysSich rostlin (105, 106),
avSak nepusobi proti vSem typum nadort (107). S pozitivnim vysledkem byl dosud

lentinan testovan proti mySimu sarkomu 180 (84, 85) a rakoviné Zaludku a stieva (108,
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109). Naopak vodny extrakt ze shiitake (obsahujici lentinan) se v 1é€bé rakoviny prostaty
ukézal byt prakticky neefektivnim (66).

Az do 80. let 20. stoleti byly testovanym zvifatim aplikovany preparaty z hub
intravendzné, nebot’ podavani lentinanu a dalSich polysacharidd jinou nez touto formou
bylo zcela neefektivni. V pozdéjsich studiich byla zvifata krmena shiitake rozemletymi
na prasek, pfi¢emz se ukazalo, Ze rust jejich nadort byl (v zavislosti na typu néadoru)
inhibovan z 58 resp. 79 % (110). Pokud byly z pomletych hub pied jejich aplikaci
odstranény lipidy ¢i polysacharidy, rist nadori byl zna¢né rychlejsi (inhibice z 57
resp. 39 %) (62).

Nejen v Japonsku se lentinan Casto pouziva k podpofe imunity u pacientt
s rakovinou béhem chemoterapii, radioterapii a operaci, kdy prokazatelné prodluzuje
zivot, zlepSuje jeho kvalitu a obnovuje imunitu (108, 111). K dosazeni znatelné G¢innosti
1é¢by je pochopitelné velmi dulezité spravné nacasovani a davkovani (112). Mira inhibice
zna¢né roste, pokud jsou shiitake podavany pravidelné po delsi ¢asovy usek (62).

Obdobné jako lentinan (I1) — tedy aktivaci hostitelského imunitniho systému
— pusobi i (pfevazn€) a-mannanovy peptid KS-2 ziskany z LEM. KS-2 napf. potlacuje
rast hrudniho (Ehrlichova) karcinomu i sarkomu 180 u mys$i, a to pti oralnim i
intraperitonedlnim podani (86, 113).

Glykoproteiny LAP ¢i LEM, ziskané extrakci mycelia L. edodes (114), potlacuji
karcinogenezi inhibici rlstu jaternich nadorovych bun€k u mysi, a to opét aktivaci
imunitniho systému (15, 54, 72). V kombinaci s chemoterapeutiky vykazuji extrakty
z mycelia shiitake velmi dobré vysledky také pii 1é¢bé rakoviny stiev (115). Tyto ucinné
latky vSak bude ziejmé mozno vyuzit i ke zvySeni imunity obecné, stejné jako k 1é¢bé

hepatitidy B ¢i K inhibici rustu rakovinnych bun¢k (15).
2.4.5 Hypolipidemické aktivita shiitake

Kardiovaskularni onemocnéni jsou Vv ekonomicky vyspélych zemich jednou
z hlavnich pfi¢in umrti. Souvislost mezi nimi a vysokou hladinou cholesterolu v krvi je
dobfe znama. Prvni vyzkum, zabyvajici se shiitake v souvislosti s ovlivnénim hladiny
cholesterolu v krvi, prokazal u mysi jeji vyrazné snizeni. Pokusné mysi byly po dobu
deseti tydnd ptikrmovany suSenymi shiitake (5 % z celkového objemu potravy), béhem
kterych hladina cholesterolu v plazmé mysi klesala o vice nez 14 % (116). Jako

hypocholesterolemické latka byl izolovan eritadenin [téz nazyvany lentysin, lentinacin ¢i
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chemicky (R,R)-4-(9-adenyl)-2,3-dihydroxybutanova kyselina] (I) (obr. 9), ktery je
derivadtem adeninu (117, 118, 119). Jednd se o krystalickou latku s bodem tani
261-263 °C (15). Mnozstvi eritadeninu v L. edodes (at’ uz v riznych typech shiitake ¢i
v myceliu) potiebné k efektivnimu hypocholesterolemickému ucinku bylo kvantifikovano
pozdé&ji (120, 121, 122). Testovani efektivity shiitake v lidském organismu potvrdilo
pokles hladiny sérového cholesterolu, pficemz u Cerstvych shiitake byl tento pokles
piiblizné dvakrat vétsi nez u susenych (tzn. snizeni o 12 % resp. 7 % po tydnu pfijimani
90 g cerstvych resp. 9 g suSenych shiitake denn¢), a to jiz po jednom tydnu (123).
Mechanismus pusobeni eritadeninu v lidském organismu je rovnéZ zmapovan.
Piedpoklada se, Ze eritadenin neinhibuje biosyntézu cholesterolu, ale urychluje
vylucovani pozitého cholesterolu z organismu, stejné jako jeho metabolicky rozklad (124,
125). Snizuje tedy hladinu veskerych lipoproteint v organismu, v¢etné HDL i LDL, a to
jak u mysi, tak u lidi (62, 126). Aktivita eritadeninu je pochopitelné¢ nejvyssi
pfi konzumaci na tuky bohaté stravy (112, 127). Nedavné vyzkumy toto potvrdily a
uptesnily, ze na vyznamném snizeni hladiny celkového cholesterolu, triglyceridd a
nizkodenzitniho cholesterolu (LDL-c) se podileji (krom¢ eritadeninu) i polysacharidy
z L. edodes (52). Mezi dv¢ dalsi slouceniny odvozené z eritadeninu a téZ izolované
ze shiitake patii deoxyeritadenin [(R)-4-(9-adenyl)-2-hydroxybutanova kyselina (V111)] a
3-(9-adenyl)propanova kyselina (VII) (obr. 11) (128). Ani jedna z téchto latek vsak
hypolipidemickou aktivitu nevykazuje (129). Laboratorné bylo dosud syntetizovano a
na hypolipidemickou aktivitu testovano vice nez 124 derivatia eritadeninu. Nejvyssi
u¢innost (az 50x vyssi nez vlastni eritadenin) vykazovaly estery eritadeninu s kratkymi
fetézci obsahujicimi pravé jednu alkoholovou skupinu a neporuseny adeninovy cyklus
(62, 129). Eritadenin byl nalezen a kvantifikovan také v Zampionech (Agaricus bisporus),
avSak v této houbé¢ je pfitomen v podstatné nizsich koncentracich (0,7 mg/100 g susenych
zampionu) nez v L. edodes (50—70 mg/100 g susenych shiitake) (122).

Zajimavé je, ze eritadenin (1) (obr. 8) neni hypolipidemicky aktivni u vSech savcti
— napf. U kralika (129). Je u¢inny pfi peroralnim podani (navzdory tomu, ze mysi dokazi
absorbovat pouze 10 % zkonzumovaného eritadeninu) a tento efekt pokracoval, i kdyz
byly shiitake z jidelni¢ku mysi posléze odstranény. Pfi jiném nez oralnim podani nebyl
hypolipidemicky efekt zdaleka tak ziejmy (62, 130). Japonsti védci poukazali
na zachovani hypolipidemické aktivity eritadeninu i pti konzumaci po del$i ¢asovy tsek

— jinymi slovy, metabolismus testovanych zvitat se ani za 14 mésici na pravidelny pfijem
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shiitake neadaptoval a neustile dochazelo ke snizovani hladiny cholesterolu
u testovanych zvitat oproti skupiné kontrolni (129).

Na zacatku 90. let 20. stoleti bylo zjisténo, Ze vodné roztoky nékterych jedlych
hub obsahuji nizkomolekularni slouceniny zptasobujici inhibici agregace krevnich
desti¢ek. V houbéach L. edodes byla tato schopnost takika nejvyssi (ICso byla 80 ug/mi
dialyzatu). Pfedbézné vyzkumy prokazaly, ze nejaktivnéj$imi inhibitory jsou nukleosidy,
nukleotidy ¢i dal$i nizkomolekularni, dosud neidentifikované slou¢eniny (131). Toto se
pozdéji potvrdilo; eritadenin (1) i deoxyeritadenin (VII1) maji antihemokoagulaéni
schopnost (obr. 9, resp. 11), stejné jako 5'-AMP (I1X) a 5-GMP (X), které se v shiitake
také vyskytuji (obr. 11). Tato schopnost je vyss§i v suSenych ¢i vafenych houbach nezli
v Cerstvych (15). U sirnych sloucenin extrahovanych z L. edodes byla rovnéz testovana
jejich antikoagula¢ni aktivita. Extrakt ze shiitake, ktery skute¢né inhiboval agregaci
cervenych krvinek, obsahoval lenthionin (111) (obr. 10) jakozto hlavni sirnou slouc¢eninu
(132).

Konzumace shiitake je také spojovana se snizovanim krevniho tlaku (65), coz je

dalsi zpiisob obrany organismu proti kardiovaskularnim onemocnénim.
2.4.6 Antidiabeticka aktivita

Diabetes mellitus neboli cukrovka je metabolické onemocnéni postihujici vice nez
250 miliont lidi po celém svété (99). U extraktli z mycelia L. edodes byl prokézan
hypoglykemicky efekt, ktery se projevoval vyraznym snizenim hladiny glukosy a
triacylglyceroli v krvi (133). Tento efekt byl zfetelny i pii histologickém pozorovani
Langerhansovych ostrivkd (134). Shiitake tedy podle klinickych studii pisobi

preventivng i 1é¢ive v ptipadech obezity a s ni spojenych metabolickych poruch (135).
2.4.7 Toxicita a vedlejsi efekty shiitake

L. edodes je sice jedla houba s celou fadou mimotadné piiznivych biologickych
ucinkd, presto se pfi jeji konzumaci mohou vzacné objevit minoritni negativni efekty ¢i
alergické reakce. U zemédé€lcti péstujicich shiitake ve wvnitinich prostorach se
napf. objevily alergické reakce na spory, které se projevovaly bolestmi hlavy, zvySenou
teplotou, kaSlem, rymou ¢i nevolnosti. Pfi nadmérné konzumaci téchto hub nebo pfi jejich
nedostatecné tepelné upravé se mize objevit kozni vyrazka €1 prijem (54, 136). Obvykle

je vyrazka viditelnd 24 hodin po poziti. Projevuje se velmi svédivymi malymi viidky,
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které se kontaktem snadno pienaSeji na jiné Casti téla. Ackoli patogeneze neni zcela
ziejma, shiitake dermatitida je pravdépodobné zptsobena lentinanem (11) (137) (obr. 9).

Z4dn4 akutni otrava po konzumaci shiitake nebyla dosud popsana (54).

NH,
NH,
N XN
NN |)I\>
o LR
N
\\\\ \\\X\‘COOH

N

COOH
3-(9-adenyl)propanova kyselina (VII) deoxyeritadenin (VIII)
HoN
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7\ >/
N NH, N (0]
0] o 0] O
\ N N N\ N N
Ko R
HO OH ¢ ., HO OH N 3
HO' “OH HO "OH
5-AMP (IX) 5-GMP (X)

Obr. 11: Biologicky aktivni slou¢eniny L. edodes: 3-(9-adenyl)propanova kyselina (VI1),
deoxyeritadenin (VI1I1), 5"-AMP (I1X) a 5-GMP (X).
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Hlavni naplni této diserta¢ni prace bylo detailni studium sekundarnich metabolitd

houzevnatce jedlého s dirazem na metabolity sirné. Zabyva se studiem struktury téchto

latek, mechanismem jejich tvorby a pifedev§sim pak jejich biologickymi vlastnostmi.

HouZevnatec jedly je jiz po staleti pouzivan nejen k pfipravé a ochucovani pokrmd, ale i

Vv tradi¢ni asijské mediciné. Je pravdépodobné, Ze i n€které z metabolitli vznikajici béhem

jeho kulinarniho (tepelného) zpracovani mohou pozitivné pusobit na zdravi ¢lovéka.

Hlavnimi cily této prace bylo:

pokusit se potvrdit ¢&i vyvratit navrzeny mechanismus enzymoveé
katalyzované tvorby sirnych metabolitt z Kkyseliny lentinikové
izolaci/detekci ptedpokladanych meziproduktt za vyuziti modernich
analytickych technik;

otestovat biologickou aktivitu extraktd houzevnatce jedlého (Cerstvého i
kulinarn¢ zpracovaného) a porovnat ji s aktivitou jeho hlavniho sirného

metabolitu — lenthioninu (1,2,3,5,6-tetrathiepanu, 111);

pokusit se detekovat/identifikovat dalsi slou¢eniny, které jsou za pfipadnou

biologickou aktivitu této houby zodpovédné.
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4.1 Ziskavani vzorku houZevnatce jedlého

V ramci této doktorské prace byly zkoumany vzorky hub shiitake, které byly
ziskavany vzdy Gerstvé. Zakoupeny byly v Nedvédicich u Sobéslavi od spole¢nosti Ceské
houby, a.s. (http://www.ceskehouby.cz/), a to v fijnu 2014 (tyto byly pouzity k izolaci
lentinikove kyseliny a enzymii), unoru 2015 (k méfeni technikou DART) a v listopadu
2015 (experimenty sledujici biologickou aktivitu a detekci t€kavych latek). Shiitake byly
bud’ ihned zpracovany (napf. kuchyiské tupravy), ¢i ulozeny do mraziciho boxu
0 teplot¢ —28 °C.

4.2 Chemikalie

Chemikalie pouzité k detekci tékavych latek
Diethylether (> 99 %), siran hote¢naty (bezvody, 99 %), hydroxid sodny (> 98 %)
(Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika).

Chemikalie pouZité k izolaci a syntéze

Methanol (99,97 %), dichlormethan (> 99,5 %), hydroxid sodny (> 98 %), siran
amonny (99,4 %), siran hofeénaty (bezvody, 99 %), ninhydrin, sira (Lach-Ner,
Neratovice, Ceské republika); kyselina chlorovodikova (35 %), amoniak (25 %) (Penta,
Praha, Ceska republika); ethanol (96 %) (Merck, Darmstadt, Némecko); y-glutamyl-p-
nitroanilid (Fisher BioReagents, New Jersey, USA); 2-sulfanylethanol (99 %), Tris baze
(> 99 %), ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA, 99 %), acetonitril (> 99,9 %)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); Amberlite IR-120 16—45 mesh (Acros Organics,
Geel, Belgie); Amberlite GC-120 100-200 mesh (Fluka, Buchs, Svycarsko);

S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (izolovany Ing. Petrou Krejéovou z Allium giganteum).

Chemikalie pouzité k testovani cytotoxicity

Antibiotika a antimykotika (smés penicilinu, streptomycinu a amfotericinu od
vyrobce), L-glutamin, RPMI a DMEM media, trypsin, fetalni hovézi sérum (FBS),
2-sulfanylethanol (Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA); 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid (MTT) (Invitrogen
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Molecular Probes, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA);
adenosin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); dimethylsulfoxid (DMSO), methanol
(99,7 %), acetonitril (99,9 %) (Scharlab, Barcelona, Spanélsko); kyselina mravenéi
(Lachema, Brno, Ceska republika); chlorid sodny, chlorid draselny, dodekahydrat
fosfore¢nanu disodného, dihydrogenfosforecnan draselny a kyselina chlorovodikova
(Penta, Praha, Ceska republika).

Chemikalie pouZité p¥i testovani antimikrobialni aktivity

Agar ST, pepton, kvasni¢ni autolyzét, zivny agar ¢. 2 (Imuna Pharm, Sarigské
Michalany, Slovenska republika); bramborovo-dextrosovy agar, bramborovo-dextrosovy
bujon (Himedia, Mumbai, Indie); trypton (Scharlab, Barcelona, Spanélsko); chlorid sodny
(> 99,9 %) (Penta, Praha, Ceska republika); séjovy pepton (Fluka, Buchs, Svycarsko);
D-glukosa (p. a.) a Tween 80 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika); antibiotika
ampicilin sodny (> 98 %), gentamicin-sulfat, chloramfenikol (> 98 %), tetracyklin hydrat
(99 %), tioconazol (97 %) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); ethanol (96 %) (Merck,
Darmstadt, Némecko); hydroxid sodny (> 98 %) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika).

Chemikalie pouzité k urceni antioxida¢ni aktivity
1,1-Difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl (DPPH), kyselina gallova, kyselina
askorbova, 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfondt) (ABTS), Trolox,
peroxodisiran draselny, ethanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); methanol
(99,97 %) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika).
Chemikalie pouzité k urceni protizanétlivé aktivity
Forbolester  (forbol-12-myristat-13-acetdt, = Cayman  Chemicals, USA);
dimethylsulfoxid (DMSQO), penicilin a strepromycin, L-glutamin, RPMI-1640 medium,
fetalni hovézi sérum (FBS) (Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA); prednison (> 99,5 %), fosfatovy pufr (PBS), lipopolysacharidy
izolované z E. coli (0111:B4) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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4.3 Pristroje

GC analyzy byly provadény za pomoci plynového chromatografu Varian 3800
vybaveného hmotnostnim detektorem Varian 4000 (Palo Alto, CA, USA).

K detekci 1,2-dithiiranu byl pouzit iontovy zdroj DART (DART-SVP, IonSense,
Saugus, MA, USA) s hmotnostnim spektrometrem Exactive (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Béhem izolace lentinikové kyseliny byl vyuzivan HPLC—PDA chromatograficky
systtm od firmy Varian (Palo Alto, CA, USA), sestdvajici z binarniho modulu
vysokotlakych pump Dynamax SD-210 Varian a PDA detektoru Varian 335.

K identifikaci lentinikové kyseliny, detekci jejich rozkladnych produktt a dal$im
analyzam jednotlivych frakci b&éhem testii cytotoxicity byl vyuzit kapalinovy
chromatograf Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 UHPLC+ vybaveny PDA
detektorem a Bruker Impact HD hmotnostnim detektorem s vysokym rozlisenim,
vyuzivajici ionizaci elektrosprejem.

NMR spektra byla méfena pomoci NMR spektrometru Bruker AVANCE 111 700
MHz (Bruker, Billerica, MA, USA).

K pfecisténi enzymt byl vyuzit systém vysokorychlostni kapalinové
chromatografie BioLogic DuoFlow Pathfinder 20 (Bio-Rad, USA). Systém se skladal
Z pracovni stanice, ,,maximizéru“, UV—VIS detektoru s deuteriovou lampou umozitujici
méfeni absorbance pfti ¢tyfech vinovych délkach, pH detektoru a sbérace frakci.

Nadorové buriky byly péstovany v inkubatoru Sanyo MCO-15AC (Morigudi,
Japonsko), stale nastaveném na 37 °C a s 5% ptisunem CO». Absorbance byla pro potiebu
cytotoxickych testi meéfena pomoci spektrofotometru Tecan Sunrise (Mé&nnedorf,
Svycarsko) pii dvou vinovych délkach (590 nm hlavni a 640 nm referenéni).

Casosb&ma mikroskopie byla realizovana pomoci Axio-Zeiss Observer Z.1
mikroskopu (Londyn, UK) na sterilnich 96jamkovych mikrotitraénich destickach
s regulovanou teplotou 37 °C a s piidavkem 5 % CO.. Sbér dat probihal 48 hodin
kazdych 20 minut.

Antimikrobialni aktivita byla vyhodnocovéna za pomoci spektrofotometru BioRad
(xMark, Hemel Hempstead, UK). Antioxidacni aktivita byla méfena pomoci
byla vyhodnocovana pomoci spektrofotometru FLUOstar Omega BMG LABTECH
(Ortenberg, Némecko).
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-----

Francie), buniky byly péstovany v inkubatoru Heracell VIOS 160i (Thermo Scientific,
UK) pii 37 °C a se stalym 5% ptisunem CO..

4.4 Analytické metody

HPLC-PDA metody
Metoda H1
kolona: Varian Microsorb MV 100-5 Amino (250 x 4,6 mm, 5 um)
mobilni faze: 50mM KH2PO4 (pH 3,30), acetonitril
izokratické eluce 50:50
prutok: 0,9 ml/min
nastiikovany objem: 20 pl
monitorovaci vinova délka: 210 nm

Metoda H2
kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C8 (250 x 4,6 mm, 5 pum)
mobilni faze: voda (A), acetonitril (B)
gradientova eluce

¢as (min) A (%) B (%)
0 80 20
40 5 95
45 5 95
50 80 20
60 80 20
prutok: 0,9 ml/min

nastfikovany objem: 20 pl
monitorovaci vinova délka: 220 nm

Metoda H3
kolona: TSKgel Amide-80 (250 x 2,6 mm, 3 pum)
mobilni faze: 0,1% HCOOH (A), acetonitril + 0,1% HCOOH (B)
gradientova eluce

¢as (min) A (%) B (%)
0 20 80
15 20 80
17 35 65
20 80 20
25 90 10
30 20 80
36 20 80
prutok: 0,6 ml/min

nastiikovany objem: 3 ul
monitorovaci vinova délka: 280 nm
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Metoda H4
kolona: TSKgel Amide-80 (250 x 2,6 mm, 3 um)
mobilni faze: 0,1% HCOOH (A), acetonitril + 0,1% HCOOH (B)
gradientova eluce

¢as (min) A (%) B (%)
0 30 70
15 30 70
20 90 10
25 90 10
30 30 70
35 30 70
prutok: 0,6 ml/min

nastiikovany objem: 5 pul
monitorovaci vinova délka: 280 nm

Metoda H5
kolona: TSKgel Amide-80 (250 x 2,6 mm, 3 pum)
mobilni faze: voda (A), acetonitril (B)
gradientova eluce

¢as (min) A (%) B (%)
0 0 100
15 100 0
22 100 0
23 0 100
pratok: 0,8 ml/min

nastfikovany objem: 10 pl
monitorovaci vinova délka: 270 nm

Metoda H6
kolona: TSKgel Amide-80 (250 x 2,6 mm, 3 um)
mobilni faze: 0,1% HCOOH (A), acetonitril + 0,1% HCOOH (B)
gradientova eluce

¢as (min) A (%) B (%)
0 25 75
15 75 25
20 75 25
25 25 75
pritok: 0,5 ml/min

nastfikovany objem: 1 pl
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FPLC metody
Metoda F1
kolona: BIO-RAD, Bio-Scale Mini, BioGel P6 Desalting Cartridge (10 ml)
mobilni faze: voda
izokratické eluce, 100 % vody
prutok: 4 ml/min
nastiikovany objem: 2,5 ml
monitorovaci vinové delky: 214 nm, 260 nm, 280 nm, 405 nm

Metoda F2
kolona: BIO-RAD, UNO Q6 Anion Exchange Column (12 mm x 0,53 mm)
mobilni faze: ekvilibra¢ni pufr: 50mM Tris HCI (pH 7,6)
elu¢ni pufr: 50mM Tris HCI (pH 7,6) + 1M (NH4)2SO04
gradientova eluce
¢as (min) ekvilibra¢ni elu¢ni pufr (%)
pufr (%)
0 100 0
3 100 0
18 0 100
20 0 100
29 100 0
pratok: 4 ml/min

nastiikovany objem: 500 pl
monitorovaci vinové délky: 214 nm, 260 nm, 280 nm, 405 nm

GC metoda (G1)

kolona: HP-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum)
nosny plyn: helium (1,3 ml/min)

nastfikovany objem: 1 wl (split 1:10)

ionizace: EI (70 eV) rozsah sledovanych m/z: 30-320 Da

teplota nastiiku: 200 °C teplota detektoru: 250 °C
teplotni gradient: od 40 °C (3 min) do 240 °C (5 min) s nartistem 4 °C/min.
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4.5 Izolace senzoricky aktivnich latek metodou primé extrakce

K izolaci sirnych tékavych latek byl pouzit postup publikovany Chenem et al. (26)
s nasledujicimi modifikacemi. Nejprve bylo smichano 500 g cerstvych hub s 1 |
kohoutkové vody a homogenizovano kuchyiiskym mixerem. Poté byla zméfena hodnota
pH (pH = 6,25), ktera byla upravena pomoci 1M roztoku hydroxidu sodného na hodnotu
pH = 9,0 (optimum pro aktivitu y-glutamyltranspeptidazy a C-S lyazy). Ziskany
homogenat byl nechan za stalého michani do druhého dne, a to pfi laboratorni teploté.
Nésledujici den bylo zkontrolovano pH smési (pH = 8,11), homogenat byl zfiltrovan pies
tkaninu, nasledn¢ pies filtraéni papir a poté byla provedena extrakce 2 x 700 mi
diethyletheru. Z divodu tvorby emulze bylo nutné k oddéleni jednotlivych fazi pouzit
centrifugu pti 12 000 rpm (22 539 % g, 4 minuty). Nasledné byl ziskany extrakt piesusen
bezvodym MgSOas, zfiltrovan pies filtra¢ni papir a rozpoustédlo bylo odpateno (hmotnost
35 mg). Takto ptipraveny extrakt byl pied analyzami uchovan v mrazicim boxe
pfi teploté —28 °C a poté analyzovan pomoci GC—MS (metoda G1).

4.6 1zolace lentinikove kyseliny

Izolace lentinikové kyseliny byla provedena dle postupu publikovaného
Yasumotem et al. (21) s n€kolika modifikacemi. Zmrazené plodnice shiitake (1005 Q)
byly pti pokojové teploté rozmrazeny, smichany s methanolem (2 1) a homogenizovany
kuchyiniskym mixerem (10 minut). Ziskany homogenat byl ponechan 2 hodiny za stalého
michani pfti laboratorni teploté macerovat a poté byl zfiltrovan ptes tkaninu a nasledné
ptes filtracni papir. Timto zptisobem byl ziskan prvni filtrat. Filtracni kola¢ byl znovu
smichan s methanolem (1 1), po jedné hodin€ macerace za stalého michani byla smés opét
filtrovana pies tkaninu a nasledné pies filtra¢ni papir. Takto byl ziskan druhy filtrat. Oba
filtraty byly spojeny a zakoncentrovany na rota¢ni vakuové odparce pti teploté 30 °C.
Vysledny tmavé hnédy viskdzni roztok (objem piiblizn¢ 300 ml) byl do druhého dne
zamrazen. Po rozmraZeni byla upravena jeho hodnota pH (z 6,57 na 3,56) pomoci
koncentrované HCI a vzorek byl opétovné zfiltrovan pies filtraéni papir. Ziskany extrakt
byl nanesen na kolonu iontoménice Amberlite IR-120 (16—45 mesh) o rozmérech
2,3 x 22 cm. Kolona s katexem byla po naneseni vzorku (a jeho proteceni) promyta
destilovanou vodou (90 ml) a nasledné 2% vodnym roztokem amoniaku, pfi¢emz byly
jiméany jednotlivé frakce o objemu 50 ml. Eluce byla ukoncena v okamziku, kdy eluovana

frakce nevykazovala pozitivni reakci s ninhydrinem (0,2% roztok v acetonu). Jednotlivé
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frakce byly poté analyzovany pomoci HPLC-PDA (metoda H1) a ty, které obsahovaly
kyselinu lentinikovou, byly spojeny a zamrazeny (vysledny objem 100 ml).

K dalsimu pfecisténi byl pouzit Amberlite CG-120 (100-200 mesh, 2,3 x
13,5 cm). Ve vzorku ziskaném v pfedchozim kroku byla upravena hodnota pH za pomoci
koncentrované HCI (z 10,3 na 3,4) a vSechen byl nanesen na kolonu. Po vizualni zméné
zbarveni katexu (z bézové na tmaveé hnédou) byla kolona promyvana destilovanou vodou
a jimany jednotlivé frakce po 50 ml, dokud poskytovaly pozitivni reakci s ninhydrinem.
Ziskané frakce byly analyzovany pomoci HPLC—-PDA (metoda H1) a ty, které
obsahovaly kyselinu lentinikovou, byly slouceny a lyofilizovany.

Ziskany lyofilizat byl poté rozpusStén v horkém methanolu a po nékolika dnech
stani pti teplot¢ 4 °C byla ziskana lentinikova kyselina jakozto bila latka amorfni
struktury. Identita ziskané latky byla ovéfena pomoci HPLC—MS a NMR.

4.7 1zolace y-glutamyltransferazy a C-S lyazy

y-Glutamyltransferdza (GGT) a C—S lyaza byly izolovany dle navodu
publikovaného Li et al. (31) s drobnymi modifikacemi. Cerstvé plodnice shiitake (1 kg)
byly zmrazeny, lyofilizovany a nasledné rozemlety. 25 g (tj. pfiblizné¢ 1/3) tohoto
houbového prasku bylo pfidano k 300 ml 0,05M Tris-HCI (pH 7,6), obsahujiciho 1mM
EDTA a 5mM 2-sulfanylethanol. Smés byla dikladné rozmichéna, ochlazena po dobu
20 minut v ledove tfisti a nasledné centrifugovana pii 4 °C a otackach 4754 rpm
(odpovidajici 4166 x g, 20 minut). Smés byla zfiltrovana pies filtra¢ni papir a supernatant
dale zpracovavan. K supernatantu (166 ml) bylo pfidano 29,22 g (NH4)2SOs (tj. 30%
nasyceni). Vzorek byl ponechan 20 minut chladit ledem a opét centrifugovan za stejnych
podminek uvedenych vyse. K supernatantu (175 ml) byl opét piidan (NHa)2SOs, tentokrat
do 70% nasyceni [tj. 47,78 g (NH4)2SOs]. Po dal$im centrifugovani za identickych
podminek byla ziskana peleta rozpusténa v 10 ml 0,05M Tris-HCI (pH 7,6) a pied dalsi
izolaci byla pouzita kolona BioGel P6 (FPLC metoda F1). Tato kolona byla pouzita
predev§im k dikladnému odsoleni vzorku a k odstranéni dal$ich nizkomolekularnich
latek.

K dal§imu precisténi GGT a C—S lyazy byla pouzita FPLC ve spojeni s kolonou
UNO Q6, ktera funguje na principu hydrofobnich interakci. Tuto kolonu bylo nutné
ptedem ekvilibrovat pomoci 0,05M Tris-HCI (pH 7,6) s 1M (NH4)2SO4 (FPLC metoda
F2). Frakce byly ziskany za pomoci automatického jimace frakci po 1 ml, pficemz aktivni
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frakce byly rozpoznany spektrofotometricky diky specificke reakci GGT s yglutamyl-p-
nitroanilidem (obr. 12), kde vznikajici p-nitroanilin absorbuje pii vlnové délce
A =410 nm (138). Frakce obsahujici C—S lyazu byly rozpoznany reakci s S-(2-pyrrolyl)-
cysteinsulfoxidem, pticemz vznikajici 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrol absorbuje pfi vlnové
délce A =518 nm (obr. 13) (139).

NH; NH,
+ HOOC COOH
GGT O2N

7-GPNA p-nitroanilin kyselina glutamova

Obr. 12: Specificka reakce k uréeni aktivity GGT.

L ” o
N
COOH HN NH
/\r USOH . \ /
H ” C-S lyaza — > X =

S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid 2-pyrrolylsulfenova kyselina 2,2"-epidithio-3,3"-dipyrrol

Obr. 13: Specificka reakce k ur¢eni aktivity C-S lyazy.

4.8 Syntéza lenthioninu

Syntéza lenthioninu (I11) (obr. 14) byla provedena dle navodu publikovaného
Moritem et al. (77), avsak s drobnymi Upravami. V tiihrdlé barnice (1 I) osazené zp&tnym
chladi¢em, teplomérem a pfivodem dusiku bylo za stalého michani rozpusténo 24 g
NaOH ve 250 ml ethanolu. Po tiplném rozpusténi hydroxidu bylo do roztoku ptidano 23 g
bezvodé siry. Smés byla michana pii teploté 80 °C po dobu 45 minut. Béhem zahiivani se
zménilo zbarveni reakéni smési ze Zlutého na hnédé. Poté byla tiihrdla baiika vyjmuta
z topného hnizda a za pokracujiciho michani ponechéna zchladnout na laboratorni
teplotu. Po jejim vychladnuti na 20 °C bylo do tiihrdlé bariky za stalého michani ptidano
250 ml dichlormethanu. V pribéhu tohoto pridavku barva reakéni smési zesvétlala a jeji
teplota vzrostla na 34 °C. Roztok byl za stalého michani ponechan samovolné chladnout
do dal8iho dne.
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Poté bylo do tiihrdlé banky ptidano 100 ml vody, ¢imz se dosud ¢iry roztok Zluté
barvy zakalil. Roztok byl michan dalSich 30 minut a poté zfiltrovan pted filtra¢ni papir.
Po ptidani dalsich 100 ml destilované vody se roztok opétovné zakalil a po 15 minutach
michani bylo nutné jej znovu zfiltrovat, nasledné byla vodna faze odstranéna. Organicka
faze byla promyta 3 x 200 ml vody a vodné faze obsahujici ethanol byla odstranéna.
Dichlormethanova faze byla ptesusena pomoci bezvodého MgSOs4, zakoncentrovéana
na rota¢ni vakuové odparce (teplota 40 °C, vysledny objem 50 ml) a ponechana pies noc
pii teplot¢ 4 °C. Vzniklé krystalky svétle zluté barvy (vytézek 2,4 g) byly
charakterizovany jako lenthionin (I11) pomoci HPLC-PDA (metoda H2), GC-MS
(metoda G1) a NMR. Cistota produktu byla > 98 % (dle GC—MS i HPLC—PDA).

6 NaOH + 7S — Na,S, + Na,S; + Na,S,0; + 3 H,0 5S¢

Na282 + Na2S3 + CH2C|2 —> ks S

Obr. 14: Syntéza lenthioninu.

4.9 Monitorovani rozkladu lentinikove kyseliny

Ke studiu mechanismu enzymové katalyzovaného rozkladu lentinikové kyseliny
(obr. 6) byla pouzita metoda DART-HRMS. Piistroj sestaval z iontového zdroje DART
(DART-SVP, IonSense, Saugus, MA, USA) a hmotnostniho spektrometru Exactive
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Vzdalenost mezi vystupem iontového
zdroje a keramickou trubici se vzorkem byla 10 mm, mezera mezi keramickou trubici a
pfivodem do kapilary spektrofotometru byla 2 mm. Vzorky byly vpraveny manudlné
pomoci Dip-It sklenénych kapilar (IonSense, Saugus, MA, USA), ¢as desorpce byl 5 s.
Pouzita byla ionizace v pozitivnim i negativnim mddu. Parametry nastaveni byly
nasledujici: pratok He 2,5 I/min, teplota vzduchu 350 °C, teplota kapilary 250 °C, napé&ti
na vylucovaci jehle 5 000 V, napéti na miizkové elektrodé 350 V, napéti na kapilare
50 V, napéti na ¢occe 120 V. RozliSovaci schopnost pro m/z 200 byla 50 000 (fwhm).
Pro vyhodnocovani ziskanych dat byl pouzit program PeakView, verze 1.1.1.2 (AB
SCIEX, Framingham, MA, USA).
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Enzymové katalyzovany rozklad lentinikové Kkyseliny

Pii studiu mechanismu enzymové katalyzovaného rozkladu lentinikové kyseliny
byly provadény experimenty jednak s Cerstvymi i susenymi plodnicemi shiitake, tak i
s izolovanou kyselinou lentinikovou smichanou s piecisténymi enzymy GGT a C-—S
lyazou. Z Cerstvych plodnic shiitake byla vymackana $tava, ktera byla béhem 1 min
od homogenizace pomoci vzorkovaci Dip-It sklenéné kapilary analyzovana metodou
DART-HRMS. Sus$ené mleté shiitake byly nejprve smichany s vodou (100 mg shiitake/
2 ml vody) a po 1 minuté inkubace byla tato smés analyzovana pomoci DART-HRMS.

V piipadé modelovych experimenta s lentinikovou kyselinou byla tato slouc¢enina
rozpusténa ve vodé (10 mg/ml) a pH roztoku bylo upraveno pomoci 0,1M NH3
na hodnotu 9,0 (pH optimum pro aktivitu zacastnénych enzymu). Pied nanesenim
do vzorkovaci kapilary byl tento roztok smichan s izolovanymi enzymy (GGT a C-S
lydzou), inkubovadn 1 minutu pii laboratorni teplot¢ a poté analyzovan pomoci
DART-HRMS.

Zcela identicky vzorek byl pfipraven k analyze pomoci HPLC—HRMS. Zamérem
vyuziti této techniky bylo odhalit méné t€kavé sirné metabolity vznikajici z lentinikové
kyseliny, které by nemuselo byt mozné detekovat jinymi analytickymi metodami. Stava
z Cerstvych plodnic shiitake byla vymackana, zfiltrovana (0,2 pm) a analyzovana
v riznych ¢asovych intervalech (rozmezi 1-30 min) pomoci HPLC—HRMS (metoda H6).

Déle byl ptipraven vodny roztok lentinikové kyseliny (10 mg/ml, pH upraveno
pomoci 0,1M NHz na 9,0) a obou kli¢ovych enzymu podilejicich se na jejim rozkladu.
Tato smés byla inkubovéana pii 25 °C (pH 9,0) a analyzovdna v rtznych casovych

intervalech (rozmezi 1-30 min) pomoci HPLC-HRMS (metoda H6).
4.10 Tepelné Gpravy shiitake a priprava extrakti

Mezi zékladni tepelné Upravy hub bézné se praktikujici po celém svété patii jejich
vareni, prazeni a susSeni. V piipad¢ shiitake se pouZivaji pouze klobouky, nebot tfenl je i
po déletrvajicich kuchyniskych upravach tuhy a Spatné stravitelny. Vodné extrakty
po téchto upravach byly testovany na cytotoxickou, antimikrobialni, protizanétlivou a
antioxidac¢ni aktivitu a jejich uc¢innost porovnana s aktivitou lenthioninu.

Vareni: Cerstvé nemrazené klobouky shiitake (1005 g) byly nakrajeny
na ptiblizné centimetrové kostky, které byly nasledné vlozeny do hrnce se 3 1 kohoutkové

vody. Po ptivedeni k varu byly za obc¢asného michani zvolna vafeny 30 minut.
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Po zchladnuti (po cca 1 hoding) byly houby rozmixovany pomoci kuchyiiského mixéru,
ziskany homogenat byl michan pomoci magnetického michadla 1,5 hodiny, zfiltrovan
pfes tkaninu a filtrani papir a poté byl filtrat zakoncentrovan na objem 350 ml pomoci
rotaéni vakuové odparky (RVO). Cast extraktu (1 ml) byla odebrana, zfiltrovana
(mikrofiltr 0,22 um) do vialky a uchovavana pii —28 °C pro dopliikové analyzy, zbyla
¢ast byla nasledn¢ lyofilizovana a ziskany lyofilizat (13,0 g) uchovavan v mrazicim boxu
(—28 °C).

Prazeni: Cerstvé nemrazené klobouky shiitake (1004 g) byly prazeny na teflonové
panvi bez ptitomnosti tuku a vody — cca 70 % kloboukl bylo nakrdjeno na platky
ptiblizné 0,6 cm tlusté, zbylé klobouky (ty s nizkym profilem) byly prazeny vcelku, a to
pfiblizné 2 minuty z kazdé strany. Hmotnost oprazenych hub byla 513 g, tj. doslo
k redukci jejich hmotnosti na 51 %. Po oprazeni byly ke kloboukiim pi#idany 2 |
kohoutkové vody a rozmixovany pomoci kuchyiského mixéru. Ziskany homogenéat byl
michan 1,5 hodiny, poté zfiltrovan pfes tkaninu a filtracni papir a poté byl filtrat
zakoncentrovan na objem 800 ml pomoci RVO. Cast extraktu (1 ml) byla odebrana,
zfiltrovana (mikrofiltr 0,22 pum) do vialky a uchovavédna pii —28 °C pro doplitkové
analyzy, zbyla ¢ast byla nasledné lyofilizovana a ziskany lyofilizat (13,8 g) uchovavan
v mrazicim boxu (28 °C).

Suseni: Cerstvé nemrazené klobouky shiitake (1002 g) byly suseny pii 40 °C
po 96 hodin v laboratorni susarng, poté zvazeny (91 g) a povaieny s 2 | kohoutkové vody
po dobu 30 minut. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byly klobouky dikladné
rozmixovany pomoci kuchyniského mixéru, ziskany homogenat byl michan 1,5 hodiny,
poté zfiltrovan pies tkaninu a filtraéni papir a nasledné byl filtrat zakoncentrovan
na objem 420 ml pomoci RVO. Cast extraktu (1 ml) byla odebrana a zfiltrovana
(mikrofiltr 0,22 pm) do vialky a uchovavana pii —28 °C pro dopliikové analyzy, zbyla

¢ast byla lyofilizovana a ziskany lyofilizat (35,3 g) uchovavan v mrazicim boxu (28 °C).
4.11 Piiprava vodného extraktu z ¢erstvych plodnic shiitake

Cerstvé plodnice shiitake (1000 g) byly smichany s 2 | kohoutkové vody a
dukladné zhomogenizovany (15 minut) pomoci kuchynského mixéru. Ziskany homogenat
byl michan 1,5 hodiny, poté zfiltrovan (nejprve pies platno, poté ptes filtra¢ni papir) a
filtrat zakoncentrovan na objem 600 ml pomoci RVO. Cast extraktu (1 ml) byla odebrana

a zfiltrovana (mikrofiltr 0,22 um) do vialky a uchovavana pti —28 °C pro dopliikové
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analyzy, zbyla ¢ast byla lyofilizovéana a ziskany lyofilizat (96,4 g) uchovavan v mrazicim
boxu (28 °C).

4.12 Testovani potencialniho cytotoxického icinku na bunéénych liniich
HeLa, PaTu a HepG2

4.12.1 Kultivace bunéénych linii HeLa, PaTu a HepG2

Testy cytotoxicity byly provadény na tfech adherentnich buné¢nych liniich, a to
linii lidské rakoviny déloZzniho ¢ipku (HelLa), linii lidské rakoviny slinivky bti$ni (PaTu) a
linii lidské rakoviny jater (HepG2). Kultury byly ziskany z Mikrobiologického tstavu AV
CR v Tieboni, tamtéZ byly uchovavany, Kultivovany a pouzivany, pfi¢emz tento postup
odpovidal taméj$i bézné laboratorni praxi (140). Buniky byly sterilné kultivovany
v inkubatoru (teplota 37 °C — simuluje extracelularni prostiedi v organismu — a vysoka
relativni vihkost vzduchu okolo 90 %, diky niz se zabrafnuje odpafovani vody z médii).
Ke kultivaci byla pouzivana média RPMI-1640 (pro bunéénou linii HeLa) a DMEM (pro
linie PaTu a HepG2), obé¢ s 5% ptidavkem fetalniho hovéziho séra (FBS), 1%
L-glutaminu, 1% smési antibiotik a antimykotik a 0,1 % 50nM 2-sulfanylethanolu.
Pasazovani adhezivnich bun&¢nych linii bylo provadéno oplachovanim sterilnim PBS
(phosphate buffer saline) za G¢elem odstranéni vapniku a optiméalniho pusobeni enzyma.
PBS bylo ptipraveno nasledovné: 8 g NaCl + 2,89 g Na;HPO4-12H,0 + 0,2 g KCI + 0,2 ¢
KH2POj4 bylo rozpusténo v 1 | destilované vody a pH roztoku bylo upraveno pomoci 1M
HCI na hodnotu 7,2. Poté byla provedena trypsinizace spocivajici v ptidavku roztoku
trypsinu (trypsin:PBS, 3:7, V/V) kazdé 2—3 dny (dle zbarveni média, které se snizujicim
se mnozstvim zivin Zloutne), ¢imZ doSlo k uvolnéni bunék od povrchu i od sebe
navzajem. Pusobeni protedzy bylo zastaveno ptidanim vhodného média. Za pomoci
automatické serologické pipety bylo vytvofeno homogenni sérum z buné€k; jeho ¢ast byla
v kultiva¢ni lahvi ponechana, doplnéna novym meédiem a vracena do inkubatoru, se
zbytkem bylo déle pracovano. Veskera kultivace s bunéénymi liniemi byla provadéna

sterilné.
4.12.2 Inkubace bunék na mikrotitraéni desti¢ce

Vsechny experimenty s bunéénymi liniemi byly provadény v 96jamkovych

sterilnich polypropylenovych mikrotitra¢nich destickach (Baria s.r.o., Psary). Do jamek
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po obvodu mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 200 pl deionizované vody, aby se
omezilo odpafovani z ostatnich (testovacich) jamek. Buiky byly na desti¢ku nasazeny
vzdy den pted vlastnim experimentem, a to v rozdilném poctu. Pro experimenty s HeLa a
HepG2 liniemi bylo nasazeno 4x10* bunék na jamku (200 pl), pro PaTu pak poloviéni
mnozstvi (z divodu jejich rychlejsiho ristu). Pozadované koncentrace bunck bylo
dosazeno jejich spoctenim pomoci Biirkerovy komurky a nasledné jejich ziedénim
adekvatnim médiem. Po nasazeni bun€k na mikrotitraéni desticku (200 pl do kazdé

jamky) se buriky nechaly do druhého dne inkubovat pii 37 °C s piisunem 5% COx.
4.12.3 Priprava expozi¢niho roztoku pro testovani lenthioninu

Lenthionin (I11) (obr. 10) je sloucenina ve vod¢ a Vv polarnich rozpoustédlech
obtizn¢ rozpustna; jeji rozpustnost v ethanolu je 0,26 %, ve vodé je témé&f nerozpustna
(141). Byl ptipraven zasobni roztok lenthioninu v ethanolu o vychozi koncentraci
10,89 mmol/l (coz odpovida rozpustnosti 0,26 %). Ze zasobniho roztoku byl pfipraven
expozicni roztok, a to pétinasobnym zfedénim zasobniho roztoku v RPMI. Z expozi¢niho
roztoku bylo pipetovano 10 pl do 200ul testovaci jamky, tj. nejvys$si koncentrace
lenthioninu, pfipraveného z ecthanolového zasobniho roztoku, které bylo mozné
dosahnout, byla 108,9 umol/l. Déle byl lenthionin fedén vhodnym médiem. Koncentrace
ethanolu v testovaci jamce nikdy nepiesahla 1 % a neovlivnila tedy zivotaschopnost
bunék. Testy byly provadény vzdy v technickem triplikatu (3 jamky) a cely proces byl
opakovan tiikrat (3 biologické replikaty). Doba expozice byla 48 hodin, béhem kterych

byla mikrotitracni desticka umisténa v inkuba¢nim boxu.
4.12.4 Redéni a multiplikace

Na ptedem pfipravenou mikrotitraéni destiCku s nasazenymi buiikami byly
do testovacich jamek pipetovany vzdy v triplikatech pro kazdou ze zvolenych koncentraci
vodneé extrakty Cerstvych i tepelné upravenych plodnic shiitake. V tomto pfipadé nebylo
zapotiebi pracovat s expozi¢nim roztokem, protoze se jednalo 0 vodné extrakty. Test
cytotoxického ucinku byl proveden nejméné tiikrat, vzdy v technickem triplikatu.
Mikrotitracni desticka byla umisténa do inkuba¢niho boxu na pozadovanou dobu (48
hodin). Z davodu vysokych hodnot smérodatnych odchylek ziskanych vysledka vsak byla

vétSina extraktu testovana vice nez trikrat.
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4.12.5 MTT test

Princip

Metoda MTT testu je zalozena na izolaci bun¢k vzorku nadorové tkané a jejich
nasledné kultivaci ex vivo s cytostatiky o riznych koncentracich. Schopnost preziti
nadorovych bunék se vyhodnocuje na zakladé spektrofotometrie. Tento postup je zaloZen
na redukci zlutého 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromidu (MTT)
na ve vodnych roztocich nerozpustny formazan (modré krystaly). Tato reakce probiha

na mitochondrialni membrané Zivych bun¢k (obr. 15).

Br reduktaza

N—N NH—N
I N\ \
©/ mitochondrialni N=N

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazoliumbromid 1,3-difenylformazan
(MTT) (formazan)

Obr. 15: Redukce probihajici na mitochondrialni membrané ke zhodnoceni

zivotaschopnosti bunék.

Princip této konverze byl popsan jiz v roce 1954 Blackem a Speerem (142),
metoda byla uvedena do praxe Mosmanem v roce 1983 (tzv. kolorimetricky test stanoveni
Zivotnosti bun¢k) (143). Formazanové krystalky se rozpusti ptidanim silného detergentu
(v tomto ptipadé DMSO) a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pti vinovych
délkdch v rozmezi 590-640 nm. Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi
metabolicky aktivnich bun¢k (¢im tmavsi barva, a tedy vyssi absorbance, tim vyssi podil
zivych bungk). Uroveni zabarveni roztoku je viak zavisla na n&kolika parametrech:
na koncentraci MTT, dobé inkubace, mnozstvi zivotaschopnych bun¢k a na jejich

metabolické aktivité (144).
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Vlastni provedeni

Cytotoxicita pripravenych vodnych extrakta a lenthioninu (111) na vSech
dostupnych bunéénych liniich byla stanovena pomoci MTT testu. MTT roztok byl
pfipraven smichanim 4 mg MTT s 1 ml PBS, naslednym rozpusténim (za pomoci
ultrazvukové 1azn¢) a zfiltrovanim ptes bakteriologicky filtr (0,2 um). Po uplynuti
expozi¢ni doby pusobeni extraktu na bunky (tedy po 48 hodinach) bylo do kazdé jamky
ptidano 10 pl roztoku MTT. Desticka byla dalsi 4 hodiny inkubovana a nasledné sto¢ena
na centrifuze (2000 rpm, 738 x g, 10 minut). Médium s MTT z desticky bylo poté
vyklepano a usazené formazanové krystalky rozpustény ve 200 pl DMSO na jamku.
Desticka byla na 30 minut vracena zpét do inkubac¢niho boxu, poté vlozena
do spektrofotometru a 5 minut nechana protiepat. Nasledné byla namétena absorbance, a
to pti dvou vinovych délkach, A = 590 nm (hlavni) a A = 640 nm (referenéni).

Naméiené hodnoty pro jednotlivé triplikaty testovacich jamek a vSechny kontroly
(tj. jamky, ve kterych byly buniky v identickych mediich bez ptidavku testovanych
vzorki) byly zprumérovany. Pomér jednotlivych priméra absorbanci testovanych jamek
a pruméru absorbanci kontrolnich vzorkl pfedstavuje miru zivotaschopnosti (,,viability*)
bunék, vyjadiena je v procentech spolu se smérodatnymi odchylkami. Hodnota 1Cso byla

stanovena z kalibra¢ni kiivky sestrojené ze dvou nejblizsich okolnich bod.
4.12.6 Casosbérna mikroskopie

U lenthioninu a extrakta z Cerstvych i kulinarné zpracovanych plodnic byly
testovany jejich schopnosti inhibovat bunécné proliferace a jejich cytotoxické ucinky
na bunécnych liniich také za pouziti ¢asosbérné mikroskopie.

Invertovany mikroskop Zeiss Axio Observer Z.1 byl vybaven komorou
pro udrZeni stalé teploty (37 °C ) a ptivodem CO,. Na mikroskopu bylo mozné nastavit
zaznamenavani obrazu vSech poli mikrotitracni desti¢ky ve zvoleném casovém intervalu
(v tomto piipadé kazdych 20 minut) a po zvolenou celkovou dobu expozice (48 hodin).
Vysledkem byla série fotografii, na kterych lze pozorovat zmény v morfologii bunék
Vv zavislosti na Case. Ze sekvence je mozné vycist patologické zmény (nekrdza, apoptoza)

¢i vakuolizaci a téz Ize pocitdnim bunck odhadnout rychlost jejich déleni.
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4.12.7 Frakcionace vodného extraktu pomoci HPLC

Po otestovani vodného extraktu z cerstvych plodnic na cytotoxickou aktivitu bylo
zjistovano, ktera z pritomnych slozek je za tuto vlastnost zodpovédna. Vodny extrakt byl
analyzovan pomoci amidove kolony na HPLC—PDA (metoda H5), pficemz byly jimany
frakce po dvouminutovych intervalech (viz obr. 24). Z téchto celkem 9 frakci byl odpaten
acetonitril za pomoci RVO (30 °C) a vodna faze spolu se vzorkem byla lyofilizovéna.
Kazda z frakci byla zpétn¢ rozpusténa ve stejném objemu odpovidajicimu celkovému
objemu na HPLC nastfikovanému. MTT testem byla aktivita vSech ziskanych frakci
otestovana pomoci bunééné linie HeLa identickym zptsobem, jak je uvedeno u testovani
aktivity pivodniho extraktu.

Timto postupem byly nalezeny tii cytotoxicky aktivni oblasti (na obr. 24 frakce
oznacené 5, 6 a 7), které byly dale frakcionovany pomoci optimalizovanych HPLC—PDA
metod (H3 a H4). V tomto kroku byly analyty jiméany jednotlivé dle chromatografického
zaznamu. Z najimanych frakci byl odpafen acetonitril, vodna c¢ast lyofilizovana a
vysledné lyofilizaty rozpustény ve stejném objemu, ve kterém byl extrakt na HPLC
nastfikovan. Cytotoxicita takto ziskanych frakci byla opét testovana MTT testem na

nadorové bunééné linii Hela.
4.13 Testovani antimikrobialni aktivity

4.13.1 Mikrobialni kultury

Mikrobialni kultury byly ziskany z nékolika sbirek mikroorganismit CCM (Ceska
sbirka mikroorganismi, Brno), ATCC (American Type Culture Collection), BCCM/LMG
(Belgian Coordinatel Collections of Microorganisms), RICP (Research Institute of Crop
Production — Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, Ruzyné, Praha) a KRV/ZF/JU (shirka
katedry rostlinné vyroby a agroekologie — Biotechnologické centrum, ZF JU v Ceskych
Budé&jovicich).

Na testovani antimikrobidlni aktivity byly pouzity bakterialni kultury Bacillus
cereus (CCM 869), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (CCM 3954),
Micrococcus luteus (CCM 1048), fytopatogenni bakterie Erwinia amylovora (RICP
121A), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (RICP 1297/99) a Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (BCCM/LMG 931). Kvasinka Saccharomyces cerevisiae byla

ziskana ze shirky KRV/ZF/JU; z dalsich kvasinkovych kultur byla na testovani pouzivana
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Candida albicans (ATCC 10231). Testované kultury plisni byly Rhizoctonia solani
(CCM F-1), Fusarium solani (CCM F-1036) a Aspergillus niger (ziskany ze sbhirky hub
oddéleni rostlinolékaistvi, KRV/ZF/JU). VsSechny mikroorganismy byly uchovavany
v kryozkumavkach pii teploté —80 °C.

Testovani s bakteridlnimi, kvasinkovymi i plisiovymi kulturami probihalo

na katedte specialni produkce rostlinné (ZF/JU, Ceské Budgjovice).
4.13.2 Priprava Zivnych bujonu a agaru

Trypto-séjovy bujon (TSB) byl piipraven v nasledujicim slozeni: 15 g/l tryptonu,
5 g/l s6joveho peptonu a 5 g/l NaCl ve vodé (pro piipravu agaru TSA bylo nadto ptidano
jesté 15 g/l agaru). C-médium (bujon) bylo pfipraveno rozpusténim 10 g/l peptonu, 5 g/l
kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/l glukosy a 5 g/l NaCl ve vodé. Maso-peptonovy agar
obohaceny glukosou (MPAQ) obsahoval ve vodé rozpusténého 40 g/l zivného agaru €. 2,
10 g/l glukosy, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu a 20 g/l agaru. U zminénych bujont i agart
byla upravena hodnota pH pomoci 1M roztoku NaOH na hodnotu 7,2. Bramborovo-
dextrosovy bujon (PDB) byl rozpustén ve vodé v koncentraci 24 g/l (vysledné pH 5,1) a
bramborovo-dextrosovy agar (PDA) v koncentraci 39 g/l (vysledné pH 5,4). Vsechna
zivna média byla sterilizovana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 30 minut a do

analyzy uchovavéana v lednici.
4.13.3 Podminky kultivace

Bakterie M. luteus, E. coli, B. cereus a E. faecalis byly kultivovany v TSB/TSA
24 hodin pii 37 °C. Fytopatogenni bakterie byly kultivovany nasledovné: E. amylovora
24 hodin, X. axonopodis pv. vesicatoria a C. michiganensis subsp. sepedonicus vzdy 2—3
dny pii 25 °C v C-mediu/MPAg. Kvasinka C. albicans byla péstovana v TSB/TSA
po dobu 2—-3 dnu pfi teploté 37 °C a S. cerevisiae byla kultivovana v PDB/PDA 24 hodin
pii teploté 25 °C. Plistiové kultury F. solani, R. solani a A. niger byly kultivovany pfi
25 °C na PDA 48 hodin (vytvofeni spor trvalo 30 dni).

4.13.4 Mikrodiluéni metoda

Testovani bylo provadéno v 96jamkovych mikrotitraénich destickach (Thermo
Scientific). Lenthionin (I11) i lyofilizované vodné extrakty byly pievedeny do roztoku

rozpusténim ve vhodném rozpoustédle (ethanol, voda). Dale byly ptipraveny jejich
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zasobni roztoky o koncentraci 5120 pg/ml. Antibiotika byla rozpusténa ve vodé nebo
ethanolu na koncentraci 160 pg/ml. Po Uplném rozpusténi byly testované roztoky
prefiltrovany pies sterilni filtr (Millex-GV 0,22 pm). Testované roztoky byly nasledné
ziedény prislusSnym bujéonem 10x. Dalsi fedéni bylo provadéno jiz pifimo
v mikrotitraénich destickach na koncentrace od 512 do 1 pg/ml (fedéni tzv. dvojkovou
fadou). V piipadé potieby byla u nékterych antibiotik pouzita niz§i pocate¢ni koncentrace.
Ve vsech jamkach byl celkovy objem roztoku 100 pl. Jamky byly zaoCkovany 5 ul
mikrobiélni suspenze o koncentraci 10’ CFU/ml (10* bun&k/ml) ve vhodném sterilnim
bujonu. Kultivace probihala pfi — pro rizné kmeny rizné — optimalni teploté a to 24 ptip.
48 hodin. Zakal byl méfen pied a po inkubaci na spektrofotometru BioRad pti 405 nm
(145, 146).

Testovani protiplisiiové aktivity bylo provadéno analogicky jako testovani
inhibi¢nich u¢ink proti bakteriim a kvasinkdm jen s drobnymi modifikacemi. Misto
bujonu byl pouzit agar. Testované latky byly fedény agarem pii teploté 70 °C. Po ztuhnuti
agaru v jamkach byla nanesena suspenze plishovych spor o koncentraci 10”7 CFU/mI
v 0,05% (V/V) vodném roztoku Tweenu 80 (147, 148). Narist plisné¢ byl hodnocen
okometricky po 48 hodinach v inkubatoru, nastaveném na 25 °C.

MIC byla vypocitana jako rozdil zakalu pfed naristem a po nartstu daného
mikroorganismu v testovaném roztoku. Rozdil byl porovnan se zakalem pii optimalnim
rastu mikroorganismu (bez pouziti testovanych latek ¢i antibiotik). Koncentrace testované
latky byla povazovana za aktivni, kdyZz inhibice ristu daného mikroorganismu byla
> 80 %. Ziskané hodnoty byly primérem tfech opakovani. Test byl provadén ve tifech

nezavislych experimentech.
4.14 Méreni antioxida¢ni aktivity

4.14.1 Metoda DPPH

Antioxida¢ni aktivita byla metodou DPPH méfena za identickych podminek
uvedenych v ¢lanku Kim et al. (149), tzn. 3,75 ml 0,05mM roztoku DPPH v methanolu a
0,25 ml vzorku vodného extraktu o koncentraci 2000, 4000 nebo 8000 ppb v destilované
vodé bylo smichano a protiepano. Pro testovani lenthioninu (111) byl pouzit jeho
nasyceny ethanolovy roztok (tj. 10,9 mmol/l) a k porovnani jeho antioxida¢ni aktivity
S béznymi antioxidanty byly pouzity roztoky troloxu a kyselin gallové a askorbove

o 100x niz$i koncentraci, nezli mél lenthionin. Jako slepy vzorek byl pouzit namisto
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vzorku methanol. Absorbance byla méfena pti 517 nm po 30 minutach, béhem kterych
byl roztok umistén ve tmé&. Vzorky byly pfipravovany a testovany v triplikatech a aktivita
vzorku pohlcujiciho volné radikaly byla vyjadiena pomoci nasledujiciho vzorce:

aktivita vzorku (%) = (1 — Avzorek/ Aslepy vzorek) % 100.

4.14.2 Metoda ABTS

Antioxida¢ni aktivita metodou ABTS byla méfena za identickych podminek
uvedenych v ¢lanku Kim a spol. (149), tzn. 7mM vodny roztok ABTS a 2,45mM roztok
peroxodisiranu draselného byl fedén ethanolem, dokud jeho absorbance pifi 734 nm
nebyla 0,700 + 0,050. 50 ul vzorku o koncentraci 2000, 4000 a 8000 ppb v destilované
vod¢ bylo smichano s 1,9 ml roztoku ABTS s pufrem. Pro testovani lenthioninu (111) byl
pouzit jeho nasyceny ethanolovy roztok (tj. 10,9 mmol/l) a k porovnani jeho antioxidaéni
aktivity s béznymi antioxidanty byly pouzity roztoky troloxu a kyselin gallové a
askorbové o 100x niz§i koncentraci, nezli mé¢l lenthionin. Jako slepy vzorek byl pouzit
misto testovaného vzorku ethanol. Absorbance byla méfena pii 734 nm po 6 minutach,
béhem kterych byl roztok umistén ve tmé. Vzorky byly pfipravovany a testovany
v triplikdtech a aktivita vzorku pohlcujiciho volné radikaly byla vyjadfena pomoci
nasledujiciho vzorce:

aktivita vzorku (%) = (1 — Avzorex/Aslepy vzorek) X 100.

4.15 Méreni protizanétlivé aktivity

Testy byly provedeny Mgr. Zuzanou Plavcovou z Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brné. Lidské leukemické bunky linie THP-1 v RPMI-1640 médiu
obohaceném o 2mM L-glutamin, 10% fetalni hovézi sérum (FBS), penicilin (100 U/ml) a
streptomycin (100 pg/ml) byly naneseny v potfebném mnozstvi (500 000 bunek/ml)
vobjemu 100 pl do kazdé jamky 96jamkové mikrotitraéni desticky. Diferenciace
makrofagti byla vyvoland forbolesterem rozpusténym v PBS (vysledna koncentrace
50 ng/ml), poté byly bunky inkubovany 24 hodin (37 °C, 5 % CO>). Dalsi den se médium
vyménilo za Cerstvé a probéhla dalsi 24 hodinova inkubace. Nasledné se médium odsalo,
makrofagy adherované na dnech jamek byly oplachnuty PBS a spolu s RPMI-1640
médiem serum free (tzn. vCetné antibiotik a FBS, avsak bez forbolesteru) byly nechany
inkubovat (37 °C, 5 % CO>) po dobu 2 hodin. Do mikrotitra¢nich desti¢ek byly nasledné
ptfidany lenthionin (5SuM v DMSO), vodné extrakty shiitake (10 pg/ml v DMSO),
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prednison (1uM v DMSO) ¢i samotny DMSO, slouzici jako kontrola. Koneéna
koncentrace DMSO v kazdé jamce byla 0,1 %. V tuto chvili nevykazovaly extrakty ani
lenthionin Zadny cytotoxicky efekt (zivotaschopnost bunék > 95 %), proto bylo
lipopolysacharid (izolovanych z Escherichia coli, 1 pg/ml). Nésledujici den bylo
médium seshirano a koncentrace TNF-a v médiu méfena za pomoci instantniho ELISA
kitu dle instrukci vyrobce (absorbance méfena pii 450 a 620 nm). VSechny testy byly
provedeny v technickych triplikatech a ve tfech na sob& nezavislych opakovanich.
Odlehlé hodnoty (vétsi ¢i mensi nezli primér + 3 x SD) nebyly do vysledkd zahrnuty.
Pro statistické hodnoceni byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA), pticemz pro p < 0,05

byly hodnoty povazovany za statisticky vyznamné.
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V prvni ¢asti této prace byla pozornost zaméfena na izolaci a identifikaci t€kavych
sirnych sloucenin vznikajicich v plodnicich L. edodes pfi jejich mechanickém poskozeni.
V nasledujici fazi byly izolovany a piecistény lentinikova kyselina, y-glutamyltransferaza
a C—S lyaza, které byly vyuzity pii studiu mechanismu vzniku téchto t€kavych sirnych
sloucenin v modelovych smésich.

V druhé casti této prace byly studovany vybrané biologické vlastnosti
kulinarn€ zpracovanych plodnic shiitake, které byly nésledné porovnany s aktivitou
hlavniho sirného sekundarniho metabolitu — lenthioninu (1,2,3,5,6-pentathiepanu), jakoz i

s aktivitou ptislusnych standardu.
5.1 Sirné latky vznikajici v houzevnatci jedlém

5.1.1 Identifikace hlavnich tékavych sirnych sloucenin L. edodes

Tekavé latky byly izolovany metodou piimé extrakce ptuvodné publikovanou
Chenem et al. (26). Ziskany extrakt byl poté analyzovan pomoci GC-MS (metoda G1,
obr. 16). Vzhledem k faktu, Ze standardy nékterych sloucenin nebyly k dispozici, byla
identifikace téchto latek pfitomnych v analyzovaném extraktu provedena na zakladé
interpretace jejich MS spekter a také srovnanim téchto dat s literarnimi Udaji (26, 27).

Slouceniny detekované pomoci GC—MS bylo mozné rozd¢lit na latky kyslikaté
(zejména alkoholy a estery) a sirné, piiéemz pozornost byla zaméfena prave
na slouceniny sirné, jejichz MS spektra se vyznacovala typickym izotopickym klastrem
ionth [M]" a [M+2]". EI-MS data a pravdépodobné struktury nejvyznamnéji
zastoupenych sirnych slou¢enin jsou uvedeny na obr. 17 a v tab. 2. Z chromatogramu na
byl lenthionin, coz bylo plné¢ v souladu s dosud publikovanymi literarnimi (daji.
Na chromatogramu je také patrny vyrazny pik (reten¢ni ¢as 29,9 min) odpovidajici BHT
(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen), coz je latka, ktera byla pfitomna v diethyletheru
pouzitém k extrakci — nejedna se tedy o prirozené se vyskytujici slozku shiitake. Dva
nejintenzivngjsi, chvostujici piky (s retenénimi Casy 42,8 a 46,2 min) dle MS spekter

odpovidaji latkdm lipidické povahy, pravdépodobné volnym mastnym kyselinam.
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Obr. 16: GC chromatogram extraktu plodnic L. edodes.
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Obr. 17: Struktura nejvyznamnéjsich tékavych sirnych latek v extraktu plodnic L. edodes.
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Tab. 2: EI-MS data sirnych sloucenin v diethyletherovém extraktu L. edodes.

oznafeni My sumarni  nézev MS spektrum
(Da) vzorec (m/z, rel. %)
a 94 CoHeS,  dimethyldisulfid 94 (100, M%), 79 (48), 64 (12),
45 (40)
b 92 CoH.S: 1,3-dithietan” 92 (100, M%), 77 (25), 76 (17),
61 (53), 45 (79)
c 126 C,HeSs  dimethyltrisulfid 126 (100, M%), 111 (13), 91 (16),
79 (55), 64 (26), 45 (38)
d 126 C2HeSs methylthiomethyl(hydrogen)disulfid® 126 (30, M*), 93 (66), 80 (100),
47 (40), 45 (43)
e 124 C2HaS3 1,2,4-trithiolan” 124 (100, M*), 91 (8), 78 (76),
59 (18), 45 (40)
f 158 C2HeS4 dimethyltetrasulfid 158 (27, M%), 112 (66), 93 (64),
79 (61), 61 (76), 47 (100), 45 (85)
g 172 CsHsgSs 2,3,5,6-tetrathiaheptan” 172 (10, M*), 126 (26), 93 (100),
64 (23), 61 (13), 45 (32)
h 156 CoHsSs  1,2,3,5-tetrathian” 156 (100, M*), 110 (55), 91 (18),
78 (11), 64 (16), 45 (29)
i 156 CoHsSs  1,2,4,5-tetrathian” 156 (100, M*), 110 (30), 91 (32),
78 (14), 64 (26), 45 (37)
j 188 C2H4Ss 1,2,3,5,6-pentathiepan 188 (30, M*), 142 (100), 124 (91),
(lenthionin) 78 (82), 64 (20), 45 (32)

* Takto oznaéené sloudeniny byly identifikovany pouze na zékladg interpretace jejich MS spekter a

srovnanim s literarnimi Udaji.

5.1.2 Studium mechanismu tvorby sirnych latek v houZevnatci jedlém

V dalsi etapé vyzkumu sirnych sloucenin houzevnatce jedlého byla pozornost
zaméfena na objasnéni mechanismu enzymové katalyzovaného rozkladu lentinikové
kyseliny za vzniku te€kavych latek detekovanych v piedchozim oddile. Hlavni diraz byl
kladen zejména na detekci piedpokladanych meziprodukti tohoto rozkladu. Prvni ndvrh
pravdépodobného mechanismu rozkladu lentinikové kyseliny byl publikovan jiz v roce
1971 Yasumotem et al. a nasledné upfesnén Chenem et al. (viz obr. 6) (24, 27). Tento
navrzeny mechanismus vychdzi z analogie s rozkladem alliinu a jeho analogl
v Cesnekovitych rostlinach. Tvorba zadného z ptedpokladanych meziprodukti (napf.

ptislusné sulfenové kyseliny, thiosulfinatu nebo 1,2-dithiiranu) vsak doposud nebyla
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nikym potvrzena. Z tohoto duvodu byly provedeny modelové experimenty studujici
rozklad analyticky cisté lentinikové kyseliny pomoci dvou ¢astecné piecisténych enzymu

— y-glutamyltranspeptidazy (GGT) a C—S lyazy.

Izolace lentinikové kyseliny

Lentinikovd kyselina byla izolovana z plodnic shiitake nejprve extrakci
methanolem a nasledné pie¢isténa pomoci iontoménicove chromatografie za vyuziti
nékolika rtiznych iontoméni¢u (Amberlite IR-120 a Amberlite CG-120). Po lyofilizaci
frakci obsahujicich lentinikovou kyselinu (ovéfeno pomoci HPLC-PDA) a nésledné
rekrystalizaci z methanolu byla ziskana lentinikovd kyselina ve formé amorfni bilé
slou¢eniny. Na obr. 18 je zobrazen prubéh izolace této latky. HPLC chromatogram
vychoziho methanolového extraktu z mrazenych plodnic shiitake je zobrazen na obr. 18a,
na obr. 18b je zobrazen HPLC chromatogram ¢astecné pieéisténého extraktu
(po piecisténi pomoci Amberlite IR-120), kone¢na mira piecisténi lentinikové kyseliny je
zfejma z obr. 18c.

Identita ziskané lentinikové kyseliny byla potvrzena vyuzZitim (+)ESI-HRMS.
Pomoci této techniky byla zjisténa presna molekulova hmotnost i elementarni slozeni
(C12H22N2010S4), které plné odpovidalo predpokladanym hodnotam ([M+H]" teoret.
483,0230 Da; nalezeno 483,0232 Da). Také izotopické pomeéry jednotlivych ionti a
MS/MS fragmentace odpovidaly piedpokladanému elementarnimu slozeni a struktufe
lentinikové kyseliny.

Takto ziskand lentinikova kyselina byla spolu s ¢asteéné pieCiSténymi enzymy
(y-glutamyltranspeptidazou a C—S lyazou) pouzita v nasledujicich modelovych
experimentech s cilem detailné pochopit mechanismus tvorby sirnych sloucenin
L. edodes. Béhem téchto pokusi byly vyuzivany moderni analytické techniky
DART-HRMS a HPLC-HRMS.
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Obr. 18: HPLC chromatogram lentinikové kyseliny a) ve vychozim methanolovém

extraktu, b) v ¢aste¢né precisténém extraktu, ¢) piecisténé.
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Vyuziti techniky DART-HRMS

DART je pomérmné nova ,,m&kka* ioniza¢ni desorpcni technika, kterd umoznuje
sledovat tvorbu latek ptimo v biologickém materialu ihned po poruseni pletiv bez nutnosti
ptedchozi extrakce. To dovoluje detekci i zna¢né reaktivnich meziproduktia s velmi
kratkou dobou existence. Praveé tato technika byla uspésné vyuzita k detekcei sulfenovych
kyselin vznikajicich enzymovym rozkladem alliinu a jeho analogii v ¢esneku a dalSich
¢esnekovitych rostlinach (150).

Z cerstvych 1 mraZzenych shiitake byla do sklenéné vzorkovaci kapilary
vymackana $tava, ktera byla ihned vlozena do iontového zdroje, pficemz byly pouzity
oba mddy ionizace (pozitivni 1 negativni). V pozitivnim ionizacnim mddu se nepodafilo
detekovat zadnou z hledanych slou¢enin. Naopak pomoci ionizace v negativnim modu
byly v oblasti iontd m/z 50-500 Da detekovany tii latky obsahujicich siru (soudé dle
izotopickych Kklastr) (tab. 3, obr. 19). Z téchto tfech sloucenin poskytovala
nejintenzivngjsi signal latka, jejiz ion [M — H] = 78,9848 Da odpovidal sumarnimu
vzorci [CH30.S] . Tomuto sumarnimu vzorci se oviem nepodafilo pfifadit Zadnou realné
existujici slou¢eninu. Nelze proto vyloucit, ze se jednd pouze o artefakt tvofici se
termickym rozkladem jiné sirné slouceniny.

Dalsi ze sirnych sloucenin detekovanych v negativnim modu byla latka
poskytujici ion [M — H] = 110,9569 Da, coz odpovida sumarnimu vzorci [CH302S;] .
Nejpravdépodobnéjsi slou¢eninou odpovidajici tomuto sumarnimu vzorci je 1,2-dithiiran-
1,1-dioxid, coz je sloucenina, jejiz tvorba nebyla dosud v shiitake nikym pfedpokladana.

Posledni ze sirnych latek detekovanych v Cerstvych i mrazenych houbach pomoci
DART-HRMS byla slou¢enina poskytujici ion [M — H] = 76,9514 Da, kterému
odpovida sumarni vzorec [CHSz] . S velmi vysokou mirou pravdépodobnosti se jedna
o methylendisulfid (neboli 1,2-dithiiran), nestabilni meziprodukt enzymatického rozkladu
lentinikové kyseliny, jehoz tvorba byla piedpovézena v 80. letech 20. stoleti Chenem et
al. (27). Experimenty popsané v této praci tak poskytuji prvni ptimy dikaz jeho tvorby
v shiitake. O jeho pivodu nemiize byt pochyb, nebot’ tato latka byla detekovana také
v modelové smési sestavajici se z lentinikové kyseliny, GGT a C-S lyazy. V susenych
houbach (po rehydrataci a Upravé pH na 9,0) methylendisulfid ani dalsi z vySe uvedenych
sirnych sloucenin detekovany nebyly.

Piitomnost Zadné jiné sirné slouceniny v téchto experimentech potvrzena nebyla.
Zvlastni pozornost byla zaméfena predevSim na detekci piislusné sulfenové kyseliny

vznikajici z lentinikové kyseliny. Fakt, Ze se tuto latku nepodafilo detekovat, 1ze vysvétlit
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dvéma riznymi zpasoby. Tato sulfenova kyselina (M = 265,9411 Da) se muze skute¢né
pti naruSeni pletiva plodnic shiitake tvofit, ale je pfiliS nestabilni popf. nedostateéné
tékava, aby mohla byt detekovana pomoci DART. Nelze ani vyloucit druhou moznost, a
to ze se lentinikova kyselina rozkladd zcela jinym mechanismem, nez se dosud

predpokladalo, a hledana sulfenova kyselina z ni nevznika.

Tab. 3: Sirné slouceniny detekované v erstvé homogenizovanych plodnicich L. edodes
pomoci DART-HRMS.

typ teoretickd [M—H]  zméfena [M —H]  rozdil
ionizace ion (Da) (Da) (ppm)
negativni [CHS,] 76,9525 76,9514 -0,624
[CH30.S] 78,9859 78,9848 -0,970
[CH30.S:] 110,9580 110,9569 -0,246
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Obr. 19: DART-HRMS spektrum §t'avy houzevnatce jedlého.
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Potvrzeni tvorby 1,2-dithiiranu pii mechanickém naruseni pletiva plodnic shiitake
muze zaroven vysvétlit pritomnost velmi vysokych koncentraci formaldehydu v téchto
houbach, jak bylo popsano v oddile 2.3.6. Lze totiz predpokladat, Ze tato vysoka mnozstvi
endogenniho formaldehydu se pravdépodobné tvoii z thioformaldehydu, ktery vznika
rozkladem vysoce nestabilniho 1,2-dithiiranu (obr. 20) (41, 151). Tvorba
thioformaldehydu vSak bohuzel nemohla byt pouZzitou technikou DART potvrzena, nebot’
dostupné pfistrojové vybaveni neumoziovalo detekci latek s My < 50 Da (monoizotopicka
M thioformaldehydu je 45,9877 Da).

H S
H e
1,2-dithiiran

N/

+ H,0 H\ /SH -H,S H\
/C =S /C\ —_— /C =0
H - H,0 H  OoH  *+HS H
thioformaldehyd sulfanylmethanol formaldehyd

Obr. 20: Pravdépodobny mechanismus tvorby formaldehydu v shiitake (151).

Vyuziti techniky HPLC-HRMS

Zamérem vyuziti techniky HPLC-HRMS bylo detekovat méné tékavé sirné
metabolity vznikajici z lentinikové kyseliny, jejichz tvorbu se nepodafilo potvrdit pomoci
DART-HRMS. Jednalo se piedevs§im o ptislusny thiosulfinadt (2,4,6,8,9,11,13,15-
oktathiahexadekan-2,2,4,6,8,11,13,15,15-nonaoxid), ktery by mél hypoteticky vznikat
z lentinikove kyseliny, pokud je mechanismus jejiho rozkladu navrzeny Chenem et al.

(27) spravny.

o O
CH S g |SI O\\S//O
3‘8/\8/\8/\8/ ~OONON

CHs
7N, |l I I
(@) (@]

Obr. 21: Vzorec thiosulfinatu (2,4,6,8,9,11,13,15-oktathiahexadekan-
2,2,4,6,8,11,13,15,15-nonaoxidu).
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Byla pfipravena modelovd smés lentinikové kyseliny a obou klicovych enzymi
podilejicich se na jejim rozkladu. Tato modelova smés byla inkubovana pii 25 °C
(pH 9,00 a analyzovana v rtznych c¢asovych intervalech (1-30 min) pomoci
HPLC-HRMS. Ackoliv byl v pritbéhu tohoto experimentu pozorovan zietelny ubytek
vychoziho mnozstvi lentinikové kyseliny, v zadném ¢asovém useku nebyla detekovana
sloucenina, jejiz molekulova hmotnost by odpovidala molekulové hmotnosti hledaného
thiosulfinatu (monoisotopicka My = 513,8716 Da). Podobné vysledky byly dosazeny i
pii analyze extraktii z Cerstvé homogenizovanych plodnic.

Vyse popsand pozorovani mohla byt zplisobena tim, ze hledany thiosulfinat je
pfili§ nestabilni a béhem HPLC analyzy se rozlozil jesté¢ pied vstupem do MS detektoru.
K vylouceni této moznosti byly proto vzorky analyzovany také technikou ,.direct
infusion (tj. bez pfedchozi separace na kolong&). Avsak ani pii pouziti této techniky se
hledany thiosulfinat detekovat nepodatilo.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl se tedy jevi jako pravdépodobné&jsi varianta, Ze
k rozkladu lentinikové kyseliny dochazi ponékud jinym mechanismem, nez se dosud

predpokladalo.

5.2 Sledovani biologické aktivity lenthioninu a vodnych extrakti
shiitake

Byl pfipraven vodny extrakt z Cerstvych plodnic shiitake, jakoZ 1 vodné extrakty
z plodnic, které prosly kulindrni Gpravou (vafenim, praZenim a suSenim). Poté byla
extraktli, kterd byla porovnana s aktivitou hlavni sirné slouceniny vznikajici z lentinikové

kyseliny — lenthioninem.
5.2.1 Cytotoxicka aktivita lenthioninu a vodnych extrakta shiitake

O cytotoxickych ucincich L. edodes vuci celé fadé bunéénych nadorovych linii
bylo dosud publikovadno pomérné velké mnozstvi védeckych ¢lankt. Vsechny tyto prace
se v8ak zabyvaly studiem cytotoxickych vlastnosti polysacharidi, glykoproteind ¢i jejich
frakci, u nichz byly cytostatické i cytotoxické ucinky prokazany jiz v 50. letech minulého
stoleti. U¢innost celé fady z nich byla potvrzena také klinickymi studiemi na mysich i
lidech (152, 153).
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Zadna z publikovanych praci se viak dosud nezabyvala zkoumanim cytotoxicity
celkovych vodnych extraktd rizné kulinarné zpracovanych plodnic L. edodes na lidsky
organismus. V této praci byly piipraveny vodné extrakty Cerstvych a tepelné upravenych
(susenych, vafenych a prazenych) plodnic. Poté byla testovana cytotoxicka aktivita téchto
extrakti vaci buitkam tfech rakovinnych linii, a sice HeLa (rakovina délozniho ¢ipku),
PaTu (rakovina slinivky) a HepG2 (rakovina jater), v koncentratnim rozmezi

0,001-10 mg/ml. Vysledky téchto experimenti jsou shrnuty v tab. 4.

Tab. 4: Zivotaschopnost bundénych nadorovych linii po oSetfeni extrakty L. edodes (v %).

Koncentrace testovanych
10 5 1 0,5 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001
extrakt (mg/ml)

HepG2 84+6 86+5 91+25 78+7 935 95+9 98+4 100+9 996

QO

’§ PaTu 61+3 74+1 78+6 78+5 84+5 95+12 897 91+7 94+ 4

& HelLa 35+3 481 50+6  73+x1  88%2 87+2 98+3 100+4 1003
g HepG2 82+4 82+2 764 754 95+8 953 97+3 1006 99+3
é )g PaTu 771 80x2 76£3 742 84x6 89x2 911 92+1 940
T:: ? HelLa 45+3  46+4 540 73+x1 874 924  92+3 97+2  97%3
% HepG2 73x7 82+17 764 78+5 905 98+6 964 94+6 1004
g )é PaTu 68+4 657 682 703 83+2 89+2 91+1 922 97+4
§ ” HelLa 44+1  44+5 66+11 761 897  92+7 904  94+7 974
A HepG2 34+10 44+10 759 88+13 89+3 92+10 937 98+11 1007

g PaTu 40+3 57+0 83+9 840 890 91+1 92+2 910 95%0

éers

HelLa 15+1 17+1 53+2 81+5 87+10 907 91+7 95+9 100+8

Z tab. 4 je zfejmé, ze zivotaschopnost bun€k testovanych nadorovych linii je
nejnizsi pii oSetfeni vodnym extraktem cerstvych plodnic L. edodes. Pro vSechny tfi linie
u n¢j lze v rozsahu testovanych koncentraci stanovit inhibi¢ni koncentraci 1Cso, tedy
takovou, pfi které dojde k bunécné smrti u pravé poloviny bunék. Hodnota ICso u extraktu
Cerstvych plodnic je nejvyssi pro buiky PaTu (6 £ 2 mg/ml), niz§i pro HepG2
(5 £ 2 mg/ml) a viibec nejvice aktivni byl tento extrakt vic¢i bunkam HelLa (1 £ 0 mg/ml).

Béhem tepelnych tprav shiitake doslo k vyznamnému snizeni cytotoxické aktivity
pfipravenych vodnych extrakti, a to do té miry, ze hodnoty ICso bylo mozné urcit
(vzhledem ke zvolené Skéale koncentraci testovanych extraktli a bez vyuziti jakychkoli
predikénich programit) jen pro nadorovou bunéénou linii HeLa. Pro vodné extrakty z hub

prazenych, susenych a vatrenych odpovida 50% inhibi¢ni koncentrace pro buiiky Hela
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hodnotam 4 + 0; 4 £ 1 resp. 4 = 0 mg/ml. Bunky rakoviny délozniho ¢ipku tedy zlstavaji
vici vodnym extraktim nejcitlivéjsi bez ohledu na zptsob tepelného zpracovani hub.

Mezi jednotlivymi typy tepelnych Uprav L. edodes nejsou (co se cytotoxicity
testovanych nadorovych bunécnych linii tykd) zadné statisticky vyznamné rozdily.
Ze ziskanych vysledki tedy nelze doporudit jednu konkrétni tepelnou tGpravu plodnic,
kterd by byla z hlediska cytotoxickeho efektu pro lidsky organismus nejvhodnéjsi.
Nejvyssi ucinnost extrakti Ize vysledovat proti bunkdm nadorové linie HelLa, méné
ucinné jsou extrakty viuci PaTu a takika imunni jsou vuci oSetfeni vodnym extraktem
bunky HepG2, ackoli podle dostupnych informaci patfi buiky rakoviny jater zpravidla
k tém vibec nejcitlivéjsim (154).

Z namé&fenych dat je ziejmé, Ze z testovanych vodnych extraktii nejvice potlacuje
zivotaschopnost nadorovych bun¢k ten, pii jehoz ptipravé nebyla zvySena teplota nad
30 °C béhem celého procesu zpracovani. To mize naznaCovat, ze se zvysujici se teplotou
zpracovani hub patrné dochazi k degradaci v nich pfitomnych cytotoxicky u¢innych latek

a tim ke sniZovani u¢innosti vici testovanym rakovinnym bunikam HeLa, PaTu 1 HepG2.

Casosbérna mikroskopie pro bunééné linie HeLa, PaTu a HepG2 po aplikaci
extrakti

K vizudlnimu zmapovani zmén bunék po oSetfeni extraktem byla vyuzita
Casosbérnd mikroskopie. U vsech typd testovanych nadorovych bunéénych linii byl
po jejich osetieni extraktem cytotoxicky efekt vizualné patrny.

Na obr. 22a jsou zobrazeny bunky linie HeLa pied zapocetim experimentu. Je
zfejmé, ze buiky jsou rovnomérné rozptylené, maji dostatek prostoru ve svem okoli a
nékteré¢ se déli (maji pravidelny kulaty tvar, nebot béhem déleni nejsou adherovany
na dno mikrotitracni jamky). Na obr. 22b jsou tytéz buniky linie HelLa bez osetfeni
extraktem, ovSem o 48 hodin pozdéji. Mezi jednotlivymi buiikami jiz nejsou vidét volné
prostory, bunky vyplnily celé dno mikrotitrani jamky a nékteré se stale déli. Za 48 hodin
se pti optimalnich podminkach bunky rozdélily 2,3x. Obr. 22c doklada situaci
po 48 hodinach od aplikace vodného extraktu o koncentraci 10 mg/ml piipraveného
z prazenych plodnic. Z videonahravky je ziejmé, Ze buriky se za celou dobu expozice
vibec nerozdélily ¢i se rozdélily minimalné (delily se pouze prvni dvé hodiny po aplikaci
extraktu). Béhem dalSich dvou hodin zacind dochazet ke ztrat¢ jejich adherentnich
vlastnosti a kondenzaci organel a po deseti hodinach od oSetfeni extraktem dojde i

ke ztraté¢ jejich mobility nasledované nekroézou. Na obr. 22d je zachycena situace
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nadorové bunécné linie HelLa po 48 hodinach po oSetfeni vodnym extraktem
0 koncentraci 10 mg/ml ptipravenym ze susenych plodnic L. edodes. Ze snimku je patrné,
ze bunky jsou vice odolné vii¢i oSetfeni extraktem ze susenych nez z prazenych hub, coz
odpovida vysledkim MTT testu (tab. 4). Po 18 hodinach zac¢inaji buiikky délozniho ¢ipku
vakuolizovat a za pomoci mikroskopu jsou lépe zietelné dalsi organely buiky.
Po 24 hodinach se prestavaji bunky délit, avSak piezivaji a ¢aste¢né mobilni zlstava az
do ukonceni experimentu (48 hodin) vétSina z nich. Prvni ojedinélé zndmky nekrdzy se
objevily po 32 hodinach. Obr. 22¢ doklada situaci po 48 hodinach po oSetfeni vodnym
extraktem o koncentraci 10 mg/ml pfipravenym z vafenych hub. Po 20 hodinach
od osetfeni extraktem dochazi ke zvétSovani bunek a zakoncentrovavani bunécného
obsahu. Jesté po 40 hodinach se bunky (byt’ vyjimecn€) déli a prvni zndmky nekrozy se
objevuji po 42 hodinach. Poté bunky zacinaji nekrotizovat ve veétSim mnozstvi, avSak
vétsina zlstava mobilni do ukonceni experimentu (48 hodin). Obr. 22f mapuje situaci
po 48 hodindch od aplikace vodného extraktu o koncentraci 10 mg/ml ptipravenym
z cCerstvych hub bez ptedchozi tepelné Upravy. Builkky se b&hem experimentu viibec
nerozdélily, ihned se zacinaji deformovat a jsou patrné znamky nekrézy. Béhem prvni
hodiny dochézi k vylévani buné¢ného obsahu a v prabéhu 5 hodin k nekroze vsech bunék.

Zavérem lze konstatovat, ze vysledky cCasosbérné mikroskopie korelovaly
s vysledky MTT testu. Bylo potvrzeno, Ze buniky rakoviny délozniho ¢ipku (HeLa)
nejvice reaguji na oSeteni vodnym extraktem z Cerstvych, tepelné neupravenych shiitake.
Reakce bunék linie Hela na tento extrakt pfi zvolené koncentraci byla natolik intenzivni,
ze v dalsi fazi bylo ptistoupeno k hledani slou¢eniny, kterd je za tento vysoky cytotoxicky

efekt zodpovédnd (viz déle).
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Obr. 22: Casosbérna mikroskopie — buiiky Hela a) pied aplikaci extraktu; b) po 48
hodinach bez oSetfeni extraktem; c) po 48 hodinach od aplikace vodného extraktu
prazenych hub; d) po 48 hodinach od aplikace vodného extraktu susenych hub; €) po 48
hodin&ch od aplikace vodného extraktu vafenych hub; f) po 48 hodinich od aplikace

vodného extraktu cerstvych hub.
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Cytotoxické vlastnosti lenthioninu

Mezi v I¢kafstvi bézné pouzivana chemoterapeutika patii napt. bleomycin,
busulfan ¢i thiotepa (155, 156, 157). VSechny tyto slouéeniny spojuje (kromé ovétenych a
hojn¢ vyuzivanych cytostatickych ucinkti) pfitomnost siry v jejich molekulach.
U lenthioninu (111), nejvyznamnéjsi sirné slouceniny zpracovanych plodnic L. edodes,
dosud cytotoxicka aktivita testovana nebyla. V této préci byl proto sledovéan vliv aplikace
lenthioninu na Zzivotaschopnost nddorovych bunécénych linii Hela, PaTu a HepG2.

Vysledky téchto experimentt jsou shrnuty v tab. 5.

Tab. 5: Zivotaschopnost bun&énych nadorovych linii po o3etteni lenthioninem (v %).

Clenthioninu

(umol/l)

1089 5445 10,89 5445 1,089 0,545 0,109 0,054

HepG2 100+3 100+9 100+5 99+2 98+2 98+3 100+3 9714

PaTu 79+5 79+1 88+3 953 977 100+x6 1003 99%3

Zivota-

schopnost
bunék (%)

HelLa 64+6 85+6 915 92+5 935 98+8 98+3 88%6

Z tab. 5 je zfejmé, ze lenthionin (I11) je vici rakovinnym jaternim buiikam
(HepG2) zcela neucinny. Buriky rakoviny slinivky (PaTu) jiz na aplikaci lenthioninem
zareagovaly, avSak cytotoxicky efekt byl pomérné nizky. Vibec nejvyssi cytotoxicitu
z testovanych nadorovych bunécnych linii vykazoval lenthionin vi¢i bunkam rakoviny
délozniho ¢ipku (HelLa). Bohuzel ani pro bunéénou linii HeLa vSak nebylo mozné
(bez predikéniho programu) urcit piesnou hodnotu ICso z divodu nedostatecné
rozpustnosti lenthioninu v ethanolu ¢i jinych (v MTT testu bézné pouzivanych)
rozpoustédlech. Hodnoty ICso se u bézné vyuzivanych chemoterapeutik (pochopitelné
v zavislosti na typu bunék a daného chemoterapeutika) pohybuji v desetindch
az jednotkach pug na ml roztoku (158, 159), zatimco maximalni koncentrace pouZita
ke stanoveni cytotoxicity lenthioninu v této praci byla 108,9 pmol/l, coz odpovida
koncentraci 20,5 pg/ml (jedna se 0 maximalni moznou koncentraci, které Ize dosdhnout
rozpusténim lenthioninu v ethanolu).

Ackoli by se samotny lenthionin (I11) z divodu velmi omezené rozpustnosti jako
chemoterapeutikum pravdépodobné neosvédcil, potencialné zajimavy by mohl byt jeho
ucinek ve spojeni s béznymi chemoterapeutiky. Je mozné, ze by dochazelo ke séitani ¢i

dokonce nasobeni U€inkl obou latek a vzhledem k jeho pomérné vysoké antimikrobialni
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aktivit¢ vac¢i kvasinkam, bakteriim i plisnim (viz dal$i kapitoly) by mohl byt

chemoterapeutiky oslabeny lidsky organismus méné nachylny k infekcim.

Casosbérna mikroskopie pro bunééné linie HeLa, PaTu a HepG2 po oSetieni
lenthioninem

Po pfidani roztoku lenthioninu (108,9 pmol/l) k bunkam HepG2 byla
po 48 hodinach za pomoci ¢asosbérné mikroskopie pozorovana 100% Zivotaschopnost
bunék. Zaroven byl sledovan nartst poc¢tu bun¢k, jenz byl takika totozny s prirtstkem
bun¢k kontrolnich. Aplikace lenthioninu tedy neméla zadny statisticky vyznamny vliv na
chovani HepG2 bunék, coz odpovida i vySe popsanym datim ziskanym pomoci MTT
testu.

Pozorovatelny vliv nemél piidavek lenthioninu ani na bunéénou linii PaTu. Dle
vysledku z MTT testu sice doslo po piidavku lenthioninu k mirnému sniZeni
zivotaschopnosti bun¢k rakoviny slinivky bfisni (na 79 + 5 %), avsak vizualné¢ zadné
morfologické zmény pozorovany nebyly.

Na obr. 23a jsou vidét buiky rakoviny délozniho ¢ipku (HeLa) ihned po aplikaci
roztoku lenthioninu (108,9 pmol/l). Je patrné, ze buiiky jsou rovnomérné rozptylené, maji
dostatek prostoru k rozmnozovani a nékteré se pravé déli. Po aplikaci lenthioninu se
béhem prvnich tfi hodin zacinaji bunky zvétSovat a jiz po péti hodinach zacind byt
na nckterych bunkach ziejmé vytvafeni nepravidelnych zahybli cytoplazmatické
membrany (tzv. ,.blebbing®), jakasi ptedzvést apoptdzy, tedy programované bunécné
smrti. Na obr. 23b je zachycen stav po 24 hodinach od aplikace lenthioninu. Na fotografii
prakticky nejsou vidét mnozici se buiiky (Zadné nemaji kulovity tvar), vétSina z nich je
adherovana a nékteré jsou prasklé. Pocet bunck ziistava prakticky identicky s poc¢ate€nim
stavem, k jejich rozmnoZeni nedoslo. Na obr. 23c je zachycen stav po 48 hodinach
od osetfeni bunék lenthioninem. Ze srovnani s obr. 23b je ziejmé, ze doslo k odumieni
velkého mnozstvi bun€k, ¢ast bunék vytvari cytoplazmatické vybézky a dalsi vakuolizuji.
Je pravdépodobné, Ze pii delsi expozici by doslo ke smrti jesté vétSiho poctu bunék.
Na prvni pohled je s timto tvrzenim v ¢aste¢ném rozporu vysledek ziskany pomoci MTT
testu, podle kterého je zivotaschopnost bunék HelLa po aplikaci lenthioninu snizena
ptiblizné o jednu tfetinu (na 64 + 6 %). Vysvétlit to lze tim, ze navzdory bunécné smrti
takika poloviny bunék (po 48 hodindch od jejich oSetfeni lenthioninem) je metabolicka
aktivita bunc¢k dosud Zijicich zvySend, a dochazi tak k faleSn¢ negativnimu vysledku MTT

testu. Tento vysledek dokladd spravné zvolenou kombinaci MTT testu a Casosbérné
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mikroskopie (nebot’ ani jedna z metod nezachycuje presnou situaci) a taktéz potiebu delsi
expozice bun¢k testovanou latkou, nez je bézné pouzivanych 24 hodin. Na obr. 23d je
zachycen stav kontrolnich rakovinnych bunc¢k po 48 hodinach (tedy bunék, na které

nem¢l vliv pfidavek jakékoli latky ¢i extraktu).

Obr. 23: Casosbéméa mikroskopie — buiiky linie HeLa a) pied aplikaci lenthioninu;

b) po 24 hodinach od aplikace lenthioninu; ¢) po 48 hodinach od aplikace lenthioninu;
d) po 48 hodinach bez aplikace lenthioninu.

Frakcionace vodného extraktu éerstvych plodnic L. edodes

Vzrustajici rezistence rakovinnych bunék na v souc¢asnosti pouzivané 1éky, jakoz i
zvyseny vyskyt novych typt karcinomul jsou dostatenym diivodem k hledani novych
protirakovinnych latek. Nékteré ze sekundarnich metabolitt rostlin i hub jsou potencialné
zajimavé pro vyvoj 1ékd tohoto typu. L. edodes obsahuje celou fadu sekundarnich
metabolitd, a je proto vhodnym kandidatem k cytotoxikologickym testam.

VétSina bézné pouzivanych 1é¢iv pasobi vuci urcitému typu rakovinné linie.

Z vysledkt popsanych v predchozich oddilech vyplyva, ze z testovanych vodnych
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extrakti L. edodes vykazoval nejsilngjsi cytotoxicky ucinek ten, ktery byl ptipraven
z Cerstvych, tepelné neoSetienych plodnic, pfiCemz nejvice pusobil na nadorovou linii
bunék rakoviny délozniho ¢ipku (HeLa). Proto byla pii hledani latky/latek, které jsou
za tuto aktivitu zodpovédné, dals$i pozornost zaméiena pravé na buné¢nou linii HeLa a

vodny extrakt ¢erstvych plodnic L. edodes.
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Obr. 24: HPLC-PDA chromatogram vodného extraktu cerstvych plodnic L. edodes.

Vodny extrakt cerstvych plodnic byl analyzovan pomoci HPLC—PDA (metoda
H5). Pti opakovanych nastficich tohoto extraktu bylo poté jimano celkem 9 frakci, které
se z kolony eluovaly ve dvouminutovych intervalech, jak je patrné z obrazku 24. Kazda
z téchto najimanych frakci byla lyofilizovana a nasledné byla testovana jejich cytotoxicka

aktivita vi¢i nadorové bunééné linii HelLa. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tab. 6: Zivotaschopnost bundk rakoviny délozniho &ipku (HeLa) po odetfeni jednotlivymi

frakcemi.

Frakce ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zivotaschopnost(%) 703 916 886 80,2 616 584 514 726 9272

Z tab. 6 je ziejmé, Ze nejvice aktivni frakce z testovaného extraktu jsou frakce 5, 6
a 7. Tyto frakce byly (ve shaze identifikovat v nich pfitomné cytotoxicky aktivni
slouceniny) dale rozdéleny pomoci optimalizovanych HPLC metod. Nasledné byly opét
jiméany jednotlivé frakce, ovSem tentokrat jiz ne ve stejnych ¢asovych intervalech, ale dle
odezvy PDA detektoru. Poté byly ziskané frakce opét podrobeny MTT testu.

Z frakce ¢. 5 byla nejvice cytotoxicky aktivni oblast latek s retenénim Casem
16,8—19,1 minut (metoda H3). Pfi A = 280 nm odpovida této oblasti pik dobie odd€leny
od okolnich analyti (viz obr. 25). K ovéfeni Cistoty této frakce a uréeni jeji identity byla
vyuzita technika HPLC—HRMS (metoda H6, viz obr. 26). Na ziskaném MS spektru je
dobfe vidét piitomnost iontt [M + H]* = 268,1061 Da a [M + Na]* = 290,0085 Da, které
odpovidaji sumarnimu vzorci C10H13NsO4. V' MS/MS spektru této latky byl ptitomen
dominantni fragment m/z 136,0631 Da odpovidajici bud’ iontu [C7HgN20]" (m/z =
136,0631 Da), nebo iontu [CsHsNs]™ (m/z = 136,0618 Da). Z t&chto MS dat bylo mozné
jednozna¢né usoudit, ze tato cytotoxicky aktivni latka neni polysacharid, u kterého by se
protinadorova aktivita dala ocekavat, a ani zadnd dosud v L. edodes identifikovana
slou¢enina. Vzhledem ke zjisténému sumarnimu vzorci se mohlo jednat o molekulu
adenosinu, neuraminové kyseliny ¢i miserotoxinu, pfipadné o jinou, dosud nezndmou
latku. Ze srovnani MS a chromatografickych charakteristik nezndmé latky se standardem
adenosinu posléze vyplynulo, Ze touto cytotoxicky aktivni latkou je pravé adenosin
(vykazoval stejnou MS fragmentaci i retencni ¢as).

Ackoliv adenosin doposud nebyl davan do souvislosti s protirakovinnymi uc¢inky
shiitake, cytotoxicka aktivita této latky je pomérné dobie znama. Bylo napfiklad zjisténo,

ze adenosin je schopen vyvolat apoptozu HepG2 i HL-60 buné¢nych linii (160, 161, 162).
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Obr. 25: HPLC chromatogram frakce 5 z vodného extraktu L. edodes.
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Obr. 26: (+)ESI-HRMS spektrum ¢asti frakce 5 s retenénim ¢asem 17,8 minuty.
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Z frakce ¢. 6 byla nejvice cytotoxicky aktivni oblast s retencnim casem
12,9-13,8 min (metoda H4). Pfi A = 280 nm odpovida této oblasti analyt zvyraznény
na obr. 27. Opét z divodu kontroly cistoty byla tato oblast analyzovana pomoci
(+)ESI-HRMS metodou H6 (obr. 28). Ze ziskaného hmotnostniho spektra bohuzel
nebylo mozné jednoznaéné uréit elementarni slozeni latky, kterd je za cytotoxickou
aktivitu zodpovédna, jelikoz ziskana frakce byla smési nékolika sloucenin. V (+)ESI-MS
spektru byly pfitomny dva hlavni [M + H]* ionty, a sice [M + H]* = 284,0990 Da (a z n¢;j
dle MS/MS vzniklé ionty s m/z = 152,0567, 132,1019 a 86,0967 Da) a [M + H]* =
222,0971 Da (a z n¢j dle MS/MS vznikly ion s m/z = 138,0549 Da). Prvni ze zminénych
latek poskytovala vyrazné intenzivnéjsi MS signal, piesto v§ak nelze jednoznaéné tvrdit,
Ze je za pozorovany cytotoxicky efekt zodpovédna pravé ona. Bohuzel se ale nepodatilo
optimalizovat metodu do takové miry, aby bylo mozné tyto dvé slouceniny od sebe
chromatograficky zcela oddélit a kazdou zvlast’ otestovat.

Po optimalizaci metody vhodné k separaci analytt z frakce 7 bylo zjisténo, Ze
zadna z frakci neni cytotoxicky aktivni, ackoli kompletni frakce 7 aktivni je. V tomto
ptipadé doslo ziejmé ke kombinaci cytotoxickych efekti vice sloucenin, které vsak

jednotlivé vykazuji pouze mirnou cytotoxickou aktivitu (synergicky efekt).
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Obr. 27: HPLC chromatogram frakce 6 z vodného extraktu L. edodes.
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Obr. 28: (+)ESI-HRMS spektrum ¢asti frakce 6 pro ¢as 13,4 minuty.

5.2.2 Antimikrobidalni aktivita lenthioninu a vodnych extrakti shiitake

Antimikrobidlni aktivita vodnych extrakti plodnic shiitake a lenthioninu byla
sledovana pomoci mikrodilu¢ni metody. Tato metoda umoziiuje urcit hodnotu minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), za kterou je povazovana takova koncentrace testované
latky, ktera inhibuje mnozstvi daného mikroorganismu v mikrotitraéni jamce nejméné
z 80 %. Antimikrobidlni aktivita byla testovana proti sedmi druhiim bakterii, a to
Enterococcus faecalis (Ef), Escherichia coli (Ec), vyskytujicich se v zazivacim traktu
Clovéka a teplokrevnych Zzivoc¢ichd, Bacillus cereus (Bc), zpiasobujicich potravinové
intoxikace, Micrococcus luteus (MI), napadajicich kizi savci a ¢lovéka a dale proti
fytopatogennim bakteriim Erwinia amylovora (Ea), Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Cms) a Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav), napadajicich fadu
hospodatsky vyznamnych plodin z celedi lilkovitych (napf. raj€ata, brambory ¢i papriky)
a z celedi razovitych (napf. jabloné a hrusné). Do téchto testd byly zahrnuty takeé dva
druhy kvasinek, Saccharomyces cerevisiae (Sc) a Candida albicans (Ca), jakoz i tfi druhy

plisni, a to Rhizoctonia solani (Rs), Fusarium solani (Fs) a Aspergillus niger (An).
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Tab. 7: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych extraktd a lenthioninu (111)

(V pg/ml).
testované bakterie kvasinky plisné
vzorky Ec Ml Bc Ef Ea Xav Cms Ca Sc Fs Rs An
prazené na na na na na na na na na na na na
susSené na na na na na na na na na na na na
varené na na na na na na na na na na na na
éerstvé na na na na na na na na na na na na
lenthionin 128 64 64 128 32 8 64 8 8 2 4 4
ampicilin 4 0,25 16 0,5 2 8 0,062 - - - - -
gentamicin 8 1 1 32 2 4 1 - - - - -
tetracyklin 1 0,125 0,031 16 025 025 0,062 - - - - -
chloram-

8 2 4 4 05 4 2 - - - - -
fenikol
tioconazol - - - - - - - 2 0,031 4 8 4

na — neaktivni (MIC > 512 pg/ml)

Zjisténé hodnoty MIC testovanych extrakti a lenthioninu jsou uvedeny v tab. 7.
Jak je z této tabulky patrné, zadny z vodnych extrakti L. edodes nevykazoval
antimikrobialni aktivitu vic¢i zadnému z testovanych mikroorganismi ani pii nejvyssi
studované koncentraci, tj. 512 pg/ml. Toto pozorovani se muze zdat byt v rozporu
s nékolika dfive publikovanymi védeckymi studiemi, které popsaly vyraznou
antimikrobidlni aktivitu shiitake (54, 80, 163, 164). Je ovSem tieba mit na paméti, Ze
v téchto studiich byly testovany extrakty o vyrazné vyssi koncentraci (10—50 mg/ml),
popt. extrakty ziskané pomoci organickych rozpoustédel (napt. chloroformu, ethyl-
acetatu). Naopak v této praci byla sledovana antimikrobialni aktivita vodnych extraktl
pfi mnohem nizSich koncentracich, jejichz testovani vérné€ji odpovidd biologickym
efektlim, které 1ze pozorovat pii konzumaci pfimérené¢ho mnozstvi shiitake.

Na rozdil od vodnych extraktd lenthionin antimikrobidlni aktivitu vi¢i vSem
testovanym kmentm vykazal, pticemz hodnoty MIC se pohybovaly v rozmezi
2—-128 pg/ml. Antimikrobialni aktivita lenthioninu vic¢i bakteriim nebyla pfili§ vysoka
(MIC 64—128 pg/ml), zatimco naptiklad allicin, hlavni antimikrobialni slozka ¢esneku
(Allium sativum L.), vykazoval vici stejnému souboru bakterii hodnotu MIC 32 ug/ml.
Mnohem vyznamnéji byl lenthionin schopen inhibovat rist vSech testovanych kment

kvasinek (MIC 8 ug/ml) a zejména pak plisni (MIC 2—4 ug/ml). Lenthionin tak vykazoval
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srovnatelnou ¢i dokonce vyssi (Rhizoctonia solani a Fusarium solani) aktivitu nez bézné
komer¢né pouzivané antibiotikum tioconazol.

Antimikrobialni aktivita lenthioninu byla studovana jiz v 70. letech 20. stoleti
napi. Moritem et al. (77), a to proti bakteridlnimu kmenu Escherichia coli a kvasinkam
Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae. Hodnota MIC pro E. coli zjisténa v této
praci je ve srovnani s vysledky Morita et al. takika polovi¢ni (128 resp. 250 ug/ml),
naopak hodnoty MIC pro testované kvasinky jsou srovnatelné s vysledky zjisténymi
Vv této praci (8 resp. 6,25 pg/ml). Porovnani ziskanych vysledki s diive publikovanou
praci Mority et al. neni vsak zcela korektni, nebot’ se ob¢ prace lisily jednak podminkami
kultivace (zejména teplotou), tak i vétSsinou kmenu testovanych mikroorganismt a
pouzitym zivnym médiem.

Na zaklad¢ ziskanych dat lze tedy konstatovat, Ze lenthionin patii mezi slou¢eniny
s pom&mé vysokou antimikrobialni aktivitou vi¢i kvasinkam a zejména plisnim, proti
kterym vykazuje srovnatelnou aktivitu jako b&zné vyuzivané antibiotikum tioconazol.
Mechanismus antimikrobidlniho U¢inku lenthioninu nebyl detailné zkouman, ale Ize
ptedpokladat, Zze by mohl souviset s jeho interakci s thiolovymi skupinami proteint, které
maji pro dany mikroorganismus vitalni funkce, podobné jako je tomu v piipadé allicinu

z ¢esneku.
5.2.3 Antioxidaéni aktivita lenthioninu a vodnych extraktii shiitake

Antioxidac¢ni aktivita pfipravenych vodnych extraktd plodnic L. edodes byla
testovana metodami DPPH a ABTS dle Kima et al. (149). Ziskané vysledky jsou uvedeny
na obr. 29 resp. obr. 30.

Z obrazku 29 je ziejmé, Ze pii vSech testovanych koncentracich vodnych extraktii
(2; 4 resp. 8 mg/ml) ma nejvyssi schopnost zhaset synteticky radikal DPPH extrakt
z Cerstvych plodnic (24 + 1; 48 + 1 resp. 85 = 1 %). Ve srovnani s vySe uvedenou
veédeckou praci (149) je antioxidacni schopnost testovaného extraktu vyssi pro vSechny
sledované koncentrace, a to ptiblizné¢ dvojnasobné. Rozdil pozorovany mezi vysledky
popsanymi v této praci a diive publikovanym c¢lankem muze pravdépodobné spocivat
v jiném zpusobu ptipravy vzorku, nebot” Kim et al. pouzivali pouze vnitini ¢ast kloboukut
plodnic. Vyznamny vliv mohla mit také odlisnd odriida shiitake, obdobi sklizné, typ
substratu, na kterém byly houby péstovany, jejich stafi ¢i Casovy tUsek mezi sklizni a

vlastnim zpracovanim hub.
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Obr. 29: Stanoveni antioxida¢ni aktivity vodnych extraktt plodnic L. edodes metodou
DPPH.

Jak je z obrazku 29 patrné, antioxidac¢ni aktivita kulinarné zpracovanych hub byla
vyrazné nizs§i. Pro koncentrace 2 a 4 mg/ml vykazoval nejnizs$i antioxidacni aktivitu
vodny extrakt z prazenych hub, a to pouze 6 = 5 resp. 16 £ 4 %. Duvodem této nizké
aktivity mize byt bud’ vznik novych radikall, ke kterému dochazi béhem této tepelné
upravy, nebo tepelny rozklad nékterych antioxidacné pisobicich sloucenin. Nepatrné
vyssi aktivitu vykazoval vodny extrakt ze suSenych hub (9 + 1 resp. 17 = 1 %) a nejvyssi
antioxidacni aktivitu z tepeln€ upravenych vodnych extrakti mél extrakt z vafenych hub,
ato 13 + 1 resp. 23 + 1 %. Pro koncentraci vodnych extraktli 8 mg/ml je situace obdobna
s vyjimkou extraktu z prazenych hub. Nejvys$si antioxidacni aktivitu z tepelné
opracovanych hub vykazoval pravé extrakt z prazenych hub (44 = 1 %), prakticky stejna
vykazovaly houby susené (30 £ 2 %).

Tato pozorovani jsou pon¢kud v rozporu s vysledky Choi et al. (47), ktefi
zahtivali shiitake pfi riznych teplotdch po rizné dlouhé casové useky, pfiCemz se
zvysujici se teplotou a dobou ohfevu se antioxidacni aktivita vzorkd zvySovala. Jako
duvod tito autofi uvadéji zvySeny obsah antioxida¢né pusobicich slouéenin, piedevsim

volnych polyfenolickych latek, které se béhem zahtivani uvoliiuji z vazeb na nerozpustné
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polymerni slou¢eniny. Dal§im divodem by mohla byt tvorba zcela novych latek
s antioxida¢nimi vlastnostmi (47, 165).

Z obr. 30 je ziejmé, ze pro radikdl ABTS je situace dosti odlisna, nebot’ v§echny
testované extrakty vykazovaly velmi podobnou antioxidacni aktivitu. Aktivita vodného
extraktu cerstvych plodnic nebyla vyrazné vyssi oproti aktivité vodnych extrakth
kulinarné zpracovanych, dokonce pro koncentrace 2 a 4 mg/ml m¢l nejnizsi antioxida¢ni

schopnost pravé vodny extrakt z ¢erstvych plodnic (22 £ 1 resp. 37 = 2 %).
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Obr. 30: Stanoveni antioxida¢ni aktivity vodnych extrakta L. edodes metodou ABTS.

Na obr. 31 jsou uvedeny vysledky méfeni antioxida¢ni aktivity lenthioninu, které
byly porovnany s antioxida¢ni aktivitou nékolika b&ézné pouzivanych antioxidantu.
Podobné jako v predchozich experimentech byla koncentrace lenthioninu maximalni
mozna, nebot’ K testovani antioxida¢ni aktivity byl pouzit jeho nasyceny ethanolovy
roztok, tedy roztok o koncentraci 10,9 mmol/l (tj. 2,1 mg/ml) (141). Ostatni k méfeni
pouzivané standardy byly pfipraveny ve 100x nizsi koncentraci. Z obrazku 31 je vidét, ze
navzdory o dva fady vyssi koncentraci lenthioninu oproti standardam je schopnost téchto
latek vychytavat volné radikaly (ABTS i DPPH) vyrazné vyssi. Lenthionin eliminuje
koncentraci DPPH radikalu z 9 £ 2 %, zatimco kyselina askorbova ze 42 + 2 % (je tedy
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piiblizné 470x ucinngjsi antioxidant), kyselina gallova z 87 = 1 % (970x efektivnéjsi
antioxidant) a trolox ze 64 £ 1 % (710x% ucingjsi antioxidant).

Obrazek 31 také doklada, Ze schopnost lenthioninu zhaset radikal ABTS neni
vyrazné vyS$i nez v ptipadé DPPH. Nasyceny ethanolovy roztok lenthioninu eliminuje
synteticky radikal ABTS pouze ze 7 = 1 %, zatimco kyselina askorbova ze 17 £ 1 % (tedy
je priblizn¢ 240x u¢inng&jsi antioxidant nez lenthionin), kyselina gallova z 54 + 1 % (770%
efektivnéjsi antioxidant) a trolox ze 2 + 0 % (30% uc¢inné;si antioxidant).

Z vyse uvedenych dat je ziejmé, Ze antioxidaéni vlastnosti lenthioninu nejsou
v porovnani s jinymi antioxidanty nijak vyznamné, a tato latka tedy pravdépodobné
vyrazné nepiispiva k pozorovanym antioxidacnim vlastnostem shiitake. Toto vSak muize
byt ku prospéchu véci z nésledujicich divoda.

Ackoli antioxidanty prokazatelné¢ chrani organismus proti oxidac¢nimu stresu,
bézné se pouzivaji jako aditiva pii konzervacich potravin (napft. proti Zluknuti rostlinnych
oleju) ¢i jako potravinové dopliiky a jejich antioxida¢ni vlastnosti jsou médii hodnoceny
jako jednozna¢né pozitivni S celou fadou zdravotnich benefiti, podle nékterych
nedavnych vyzkumu to nemusi byt tak docela pravda. Dle téchto takika revolu¢nich studii
antioxidanty skute¢n€ snizuji miru oxida¢niho stresu, ale soucasné spolu s nim snizuji i
expresi klicového nadory potlacujiciho proteinu p53. Jako antioxidanty byly v téchto
studiich doposud testovany vitamin E a N-acetylcystein, tedy bézné potravinové dopliky.
N-Acetylcystein je velmi popularnim vyzivovym dopliikem kulturistli (nebot’ snizuje
riziko poskozeni svalli z nadmérné namahy) ¢i se bézné pouziva ve farmakologii (1ékafi
jej predepisuji na odkaslavani, psychiatiéi pii 1é€bé schizofrenie), vitamin E urychluje
hojeni ran a podporuje spravnou ¢innost imunitniho a nervového systému. U obou téchto
antioxidantli je divodné podezieni, ze vyznamné zvySuji nebezpe¢i rakoviny, a to
rakoviny plic (N-acetylcystein) a prostaty (vitamin E). Publikované studie sice ptimo
neprokazuji, ze by tyto antioxidanty zptisobovaly rakovinu u zcela zdravych osob, avsak
poskytuji dtikaz o prokarcenogenni roli antioxidanti u lidi, kteti maji ke vzniku rakoviny
vysoké predispozice (napf. nemocni s chronickym zanétem pradusek, rozedmou plic,
obstruk¢éni plicni chorobou ¢i kutaci) (166). Dale bylo prokdzano, Ze pacientim
s diagnostikovanym karcinomem plic, melanomem ¢i potencialné dal§imi typy rakoviny
antioxidanty progresi nemoci urychluji. Klinické studie byly sice provedeny jen na
mysich (in vivo) a na lidskych bunkach (in vitro), nicméné méaloktery z fyziologt si mysli,
Ze u jinych savci by tomu mélo byt jinak. Navic tyto prokarcinogenni vlastnosti budou

ziejmé platit i pro dalsi antioxidanty. Oba testovane antioxidanty zvySovaly schopnost
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migrace rakovinnych bunék, tedy schopnost metastdzovat. Na viné by méla byt aktivace
proteinu, ktery reguluje bunééné procesy. Dosud neexistuje jasny dikaz, ze zvySena
konzumace antioxidantt je pro pacienty prospésnd, zato riziko zhorsSeni zdravotniho stavu
(at’ uz rust nadoru ¢i vznik metastazi) je vysoké (166, 167, 168).

Vzhledem k nezanedbatelnym protinadorovym vlastnostem lenthioninu a naopak
jeho nizkym antioxida¢nim schopnostem se tak lenthionin mize jevit jako vhodny

kandidat k dal$imu testovani.

3

90 m kyselina askorbovéa mkyselina gallova

80  trolox lenthionin

aktivita vzorku (%)

60
50
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Obr. 31: Stanoveni antioxida¢ni aktivity lenthioninu a referen¢nich standardu.

o7

5.2.4 Protizanétliva aktivita lenthioninu a vodnych extrakta shiitake

imunostimula¢ni vlastnosti (54, 100, 112). Stile vSak nebyl dostate¢né detailné
prozkouman vliv kuchyiiského zpracovani, jakoZz nejsou znamy vSechny nejvyznamnéjsi
slouceniny zodpovédné za tyto vlastnosti.

V této praci byla studovana schopnost vodnych extraktd shiitake zvySovat tvorbu
prozanétlivého cytokinu TNF-o pomoci bunééné linie THP-1 in vitro. Jak je patrné

z obr. 32, vSechny testované extrakty inhibovaly sekreci TNF-a, coz naznacuje, Ze jisty
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Y L

7 w1

-----

tohoto rozporu mohou byt vyrazné rozdilné koncentrace testovanych extraktd (az
2,5 mg/ml vers. 10 pg/ml v této praci), jakoz i rozdily v pivodu plodnic, jejich

zpracovani a piiprave extrakti.

150004

10000 4

TNF-q [pg/mL]

5000

LPS | pg/mL

Obr. 32: Efekt testovanych vodnych extrakti L. edodes a lenthioninu na sekreci TNF-a
v lipopolysacharidech (LPS) stimulovanych THP-1 makrofagach.

Z jednotlivych slou€enin shiitake byla hlavni pozornost doposud zaméfena pouze
na sledovani imunomodula¢nich ucinki frakci obsahujicich glukan lentinan. Bylo
zjisténo, Ze tato latka je schopna vyznamné snizit tvorbu TNFR1 v Caco-2 bunkach
(170, 171). Také Chanput et al. (172) prokazali, Ze lentinan a vodné extrakty shiitake,
které ho obsahuji, snizuji produkci prozanétlivé ptlisobicich cytokint IL-1B a IL-8

v bunééné linii THP-1 in vitro.
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Doposud vSak v odborné literatufe nebyly popsany protizanétlivé vlastnosti
lenthioninu. V této praci byla studovana schopnost lenthioninu zvySovat tvorbu
prozanétlivého cytokinu TNF-a pomoci buné¢né linie THP-1 in vitro. V téchto testech
lenthionin prokazal vyraznou schopnost snizovat produkci TNF-o pti koncentraci 5uM
ucinek prednisonu (1uM), coz je synteticky kortikosteroid pouzivany jako
imunosupresant. Tato pozorovani naznacuji pomérné silnou protizanétlivou aktivitu
lenthioninu, ackoliv momentalné nejsou k dispozici zadné detailni informace
0 mechanismu ucinku této latky. Zavérem lze konstatovat, Ze lenthionin se muze vyrazné
podilet na prokazanych protizanétlivych vlastnostech shiitake, at’ samostatn¢, ¢i v synergii

s glukanem lentinanem.
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V této praci jsem se zabyvala prevazné sirnymi slouceninami plodnic houby
Lentinula edodes (houZevnatec jedly, shiitake), konkrétné izolaci jejich hlavniho sirného
prekurzoru (kyseliny lentinikové) a dvou enzymi (y-glutamyltransferazy a C—S lyazy),
za jejichz katalyzy k rozkladu kyseliny lentinikové dochazi. Byly optimalizovany postupy
téchto izolaci a mechanismus rozkladu lentinikové kyseliny byl monitorovan za pomoci
nejmoderngjsich analytickych technik (HPLC-HRMS, DART-HRMS). Cela fada
z ptedpokladanych meziproduktt rozkladu lentinikové kyseliny jsou velmi nestabilni
slouceniny a jejich existence nebyla dosud nikym dolozena. V ramci této prace se pomoci
vySe uvedenych analytickych technik podafilo poprvé potvrdit tvorbu 1,2-dithiiranu,
avSak zadny dalsi z predpokladanych meziproduktd rozkladu lentinikové kyseliny (napf.
ptislusna sulfenova kyselina ¢i thiosulfinat) detekovan nebyl.

Dalsim cilem této préace byla syntéza nejvyznamnéjsiho sirného produktu rozkladu
kyseliny lentinikové — lenthioninu (1,2,3,5,6-pentathiepanu). Lenthionin byl nasledné
podroben testovani jeho biologickych vlastnosti, pfi¢emZ pozornost byla zaméfena
na testovani antimikrobialni (bakterialni kultury Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus a Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, kvasinkové Kkultury
Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans a plisnové kultury Rhizoctonia solani,
Fusarium solani a Aspergillus niger), cytotoxické (bunééné nadorové linie HelLa —
rakovinné bunky délozniho ¢ipku, PaTu — rakovinné bunky slinivky a HepG2 — rakovinné
aktivity.

Bylo zjisténo, Ze lenthionin je slou¢enina vykazujici vyznamné antimikrobialni
vlastnosti, a to zejména vaci testovanym kvasinkdm a plisnim (MIC 2—8 pg/ml). Bylo
také pozorovano, Ze tento sirny metabolit je schopen vyznamné snizovat tvorbu cytokinu
shiitake. Ziskané vysledky naopak naznacuji, ze lenthionin se pravdépodobné
vyznamnym zpasobem nepodili na dobfe znamych antioxidac¢nich a protirakovinnych
ucincich shiitake.

Praktické vyuziti muZe najit ta Cast studie, ktera byla zamétena na zkoumani vyse

uvedenych biologickych vlastnosti vodnych extraktd kulinarné zpracovanych plodnic
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shiitake (vafenim, prazenim a suSenim). Protirakovinna aktivita téchto extrakti byla
jednoznacéné nejvyrazngjsi u nddorové bunécné linie HelLa, zfejma byla i pro nadorovou
bunécnou linii PaTu, avSak u linie HepG2 nebyl cytotoxicky efekt statisticky vyznamny.
Zpusob kulindrniho zpracovani hub nebyl z hlediska cytotoxicity podstatny.
Antimikrobiélni aktivita testovanych extrakti nebyla ve zvolené Skale koncentraci
pro dané mikroorganismy pozorovana (MIC > 512 pg/ml). Nenulovou antioxida¢ni
aktivitu vykazaly vSechny extrakty, pfiCemz se tepelnd uprava vafenim jevi jako

-----

zpracovani, pficemz u prazenych shiitake byla nejvyznamnéjsi.

79



7. SEZNAM ZKRATEK

7. SEZNAM ZKRATEK

5- AMP
5-GMP
ABTS
AIDS

ANOVA

ATCC

BCCM/LMG

CCM

CFU

C-S lyaza
DART

DMEM

DMSO
DPPH
EC

EDTA
El

ELISA

EP3

EPS4
ESI

FBS

FPLC

5"-adenosinmonofosfat
5”-guanosinmonofosfat
2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)

acquired immune deficiency syndrome
(syndrom ziskaného selhani imunity)

analysis of variance
(analyza rozptylu)

American Type Culture Collection
(Americka sbirka mikroorganismui)

Belgian Coordinatel Collections of Microorganisms
(Belgické koordinacéni sbirky mikroorganismi)

Czech Collection of Microorganisms
(Ceska sbirka mikroorganismi)

colony forming unit
(jednotka tvotici kolonii)

S-alkylcysteinsulfoxid lyaza

direct analysis in real time
(ptima analyza v redlném case)

Dulbecco’s modified eagle’s medium
(médium pro kultivaci bunék)

dimethylsulfoxid
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

enzyme commission number
(numerické klasifika¢ni schéma pro enzymy)

ethylendiamintetraoctova kyselina

electron impact
(ionizace narazem elektronu)

enzyme-linked immunosorbent assay
(imunologicka metoda slouzici k detekci protilatek)

frakce z extraktu LEM, obsahujici pfedevs$im ve vodé rozpustny
lignin
nizkomolekularni frakce z EP3

electrospray ionization
(ionizace elektrosprejem)

fetal bovine serum
(fetalni hovézi sérum)

fast protein liquid chromatography
(vysokorychlostni kapalinova chromatografie pro déleni proteint)
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fwhm full width at half maximum
(sitka v polovin¢ vysky)
GC gas chromatography
(plynové chromatografie)
GGT y-glutamyltransferaza
7-GPNA y-glutamyl-p-nitroanilid
GPx glutathionperoxidaza
HDL high density lipoprotein
(vysokodenzitni lipoprotein)
HelLa bunky lidské rakoviny délozniho ¢ipku
HepG2 bunky lidské rakoviny jater
HIV human immunodeficiency virus
(virus lidské imunodeficience)
HRMS high resolution mass spectrometry
(hmotnostni spektroskopie s vysokym rozliSenim)
HPLC high-performance liquid chromatography
(vysokou¢inna kapalinova chromatografie)
ICso half maximal inhibitory concentration
(polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace)
IL-1,2 interleukin 1,2
JLS-18 ve vodé rozpustny extrakt z LEM
KRV/ZF/JU shirka Katedry rostlinné vyroby agroekologie - Biotechnologické
centrum, zemédélska fakulta, JihoCeska univerzita v Ceskych
Budé¢jovicich
KS-2 a-mannanovy polysacharid z LAP
LC-MS liquid chromatography — mass spectrometry
(kapalinova chromatografie s hmotnostnim detektorem)
LAP ethanolovy precipitat z LEM, glykoprotein
LDL low density lipoprotein
(nizkodenzitni lipoprotein)
LDL-c low density lipoprotein cholesterol
(nizkodenzitni lipoprotein s cholesterolem)
LEM filtrat z vodného extraktu mycelia Lentinula edodes
LPS lipopolysaccharide
(lipopolysacharid)
MPAg maso-peptonovy agar obohaceny o glukosu
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid
NMR nuclear magnetic resonance

(nuklearni magneticka rezonance)
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PaTu
PBS

PDA
PDA

PDB

ppb
ppm
RICP
rpm
RPMI

RVO
SD

SOD
THP-1
TNF-a

Tris
TSA

TSB

UvV-VIS

bunky lidské rakoviny slinivky biis$ni

phosphate buffer saline
(fosfatovy pufr)

photodiode-array
(diodove pole)

potato dextrose agar
(bramborovo-dextrosovy agar)

potato dextrose broth
(bramborovo-dextrosovy bujon)

parts per billion
(jedna miliardtina celku)

parts per million
(jedna miliontina celku)

Research Institute of Crop Production
(Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Ruzyné, Praha)

revolutions per minute
(pocet otacek za minutu)

Roswell Park Memorial Institute
(RPMI médium pro kultivaci bunék)

rotacni vakuova odparka

standard deviation
(smérodatna odchylka)

superoxid dismutaza
lidské leukemické bunky

tumor necrosis factor
(faktor nadoroveé nekrozy)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

tryptic soy agar
(trypton sojovy agar)

tryptic soy broth
(trypton sojovy bujon)

ultraviolet-visible
(ultrafialova a viditelna oblast spektra)
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9. SEZNAM PRILOH

9. SEZNAM PRILOH

Obr. 33: Casosbérna mikroskopie — buiiky linie PaTu a) pied aplikaci extraktu; b) po 48
hodinach bez oSetfeni extraktem; ¢) po 48 hodiniach od oSetfeni vodnym extraktem
z prazenych plodnic; d) po 48 hodinach od oSetieni vodnym extraktem ze suSenych
plodnic; e) po 48 hodinach od oSetieni vodnym extraktem z vafenych plodnic; f) po 48

hodinach od oSetfeni vodnym extraktem z Eerstvych plodnic.
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9. SEZNAM PRILOH

Obr. 34: Casosbérna mikroskopie — buiiky linie HepG2 a) pied aplikaci extraktu; b) po 48
hodinach bez oSetfeni extraktem; ¢) po 48 hodinach od oSetfeni vodnym extraktem
z prazenych plodnic; d) po 48 hodinach od oSetfeni vodnym extraktem ze suSenych
plodnic; e) po 48 hodinach od oSetieni vodnym extraktem z vafenych plodnic; f) po 48

hodinach od oSetfeni vodnym extraktem z Eerstvych plodnic.
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