Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Daniela Karase s ndzvem

VLIV PRIRODNICH LATEK Z OSTROPESTRCE MARIANSKEHO
A JEJICH SEMI-SYNTETICKYCH DERIVATU NA ANGIOGENEZ! A APOPTOSU

Disertacni prace Mgr. Karase je zaméFena na studium vlivu vybranych flavonolignan(i na angiogenezi,
schopnost ovliviiovat proliferaci normélnich a nédorovych bunék a indukovat buné¢nou smrt in vitro.
Pfirodni latky jsou zatim nevycerpanou studnici novych biologicky aktivnich slou¢enin a bohatym
zdrojem inspiraci pro biomedicinsky vyzkum obecné i pro vyvoj novych lé¢iv a lé¢ebnych postupd.
Rada dsp&&né pouzivanych lé¢iv ma plivod v pfirodnich zdrojich. Mezi né patfi i silymarin, extrakt
ostropestice maridnského, vyuzivany pro podplrnou lé¢bu chronickych zénétlivych jaternich
onemocnéni, jaterni cirhdzy a toxického poskozeni jater. Silymarin obsahuje fadu riiznych polyfenol(,
pficemz vlastnosti mnoha z nich nebyly doposud dostate&né popsany.

Vysledky prace dokumentuji vliv vybranych flavonolignand a jejich semisyntetickych galloylesterd na
endotelové buriky a nadorové bunécné linie, popisuji viiv na jejich viabilitu a bunéény cyklus.
V popsanych experimentech byly jako nejucinnéjsi identifikovény riizné galloylestery DHS. Uginné
koncentrace se pohybuji v fadech jednotek aZ desitek pM. Ve srovnani s klinicky pouZivanymi Iécivy
nebo preparaty ve vyvoji se tedy jedna o koncentrace spise vy&&i.

Vysledky experimentalni prace byly publikovény v recenzovanych &asopisech s IF, pFitem? v jednom
pfipadé je Mgr. Karas prvnim, v druhém ptipadé pak tFetim autorem. Jedna se o ¢lanky v ¢asopisech
Journal of Natural Products, respektive Pharmazie. Mimo to je Mgr. Karas prvnim autorem
prehledného Clanku na téma souvisejici s disertaci, ktery byl zvefejnén v ¢asopise Food and Chemical
Toxicology. Vzhledem k tomu, Ze vSechny tfi ¢lanky jsou dilem autorského kolektivu, jeho konkrétni
pfinos nelze jednoznacné posoudit, i kdy?Z se dé pfedpokladat, e prvoautorstvi souvisi s vyznamnym
podilem na experimentech, analyze dat a jejich sepsani. Bylo by vhodné, aby b&hem obhajoby bylo
toto vyjasnéno.

Po obsahové strance se vétsina textu jevi ponékud nevyvézené a misty plsobi jako strohy vycet bez
zjevné jednotici osnovy. Teoreticky Uvod &asto opakuje zndmé skute¢nosti bez velké hloubky (napf.
2.1.5 Signalini drahy PI3K/Akt a ERK, 2.2 Apoptosa nebo 2.3 Buné&ny cyklus), nékteré kapitoly jsou az
extrémné strucné (napf. kapitoly 2.1.3.2.3 Sorafenib a 2.1.3.2.4 Pazopanib), jiné naproti tomu
neumeérné podrobné a pfitom bez pfimého vztahu k tématu této prace (napf. 2.1.4 Angiogenni
inhibitory). Misty se tytéZ informace opakuji v nasledujicich odstavcich (napf. v kapitole 2.1.3.2.3
Sorafenib). Obrdzky s 3D strukturami slouéenin (obr. 5-7) jsou matouci a zbytecné, nebot v textu se o
nich nediskutuje. Podobné nevhodné volené jsou obr. 8 a 10. Urovef zpracovéni celé kapitoly 2.1.8
(Metody a modely pro studium angiogeneze) je velmi nizka, chybi principy jednotlivych metod; téméF
vyhradné jde o nedokonaly pfeklad jediného zdroje (citace 150) a dopliujici obrazky nejsou
dostateCné vysvétleny. Kapitola 2.5 Pfirodn/ latky by se spise méla jmenovat Polyfenoly. Jednotlivé
skupiny polyfenoll (zejména flavonoidy a lignany) by mély byt ilustrovany obecnymi strukturnimi
vzorci, nebot chemické definice v textu uvedené jsou pro nechemiky prakticky nelitelné. Obr. 23 je
na str. 61 citovdn nespravné.

Nékteré formulace jsou voleny neitastné nebo nevhodné prelozeny, asto se vyskytuji i faktické
nepresnosti a chyby, napf. tvrzeni o antiantiogennich latkach jako nejbéingji pouzivanych klinicky
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vyuZivanych latkach (kap. 2.1.3.2), ,,... efektem sunitinibu na c-KIT, zakladni mutaci vyskytujici se...”
(kap. 2.1.3.2.2), naprosto chybné uvedena struktura endostatinu (obr. 9). Obsahové i stylisticky je

velmi slaba pfevazna vétsina predposledniho odstavce zévéru.

PouZité metody (méfeni viability MTT, stanoveni apoptozy znaCenim annexinem V, méfeni
bunécného cyklu, kvantifikace bunécné migrace a tvorby tubull z endotelovych bunék) jsou pomérné
konvenéni, ale odpovidaji stanovenym cildm a vzhledem k nim byly voleny vhodné. Popis pouZitych
pomlcek se oviem neobesel bez nepresnosti (Burkerova komurka ani ultrazvuk nejsou pfistroje,
zminéné 16-jamkové desky xCELLigence nebyly v praci vyuZity). Neni dostate¢né popsan zpusob
kvantifikace bunécné migrace a tvorby tubuld.

Vysiedkova ¢ast shrnuje Gcinky DHS a jeho galloylesterli na endotelové buriky HUVEC, HMECH,
fibroblasty (BJ) a na nadorové bunécné linie. Hodnocena byla cytotoxicita, migrace, schopnost tvofit
tubuly, vliv na bunéény cyklus a apoptdzu. Tato st je dokumentovdana tabulkami, obrédzky a grafy.
Neni oviem jasné, proc jsou vysledky s HUVEC uvedeny ve formé tabulky, zatimco vysledky s HMEC
formou graf(. Tato nejednotnost komplikuje srovnani vysledki.

Vyznamnéjsi nedostatky spatfuji v designu nékterych experiment(i a v jejich vyhodnoceni. Funkéni
experimenty s burikami HMEC (obr. 33) byly provedeny pouze slatkou 20GD, a to v cytotoxickych
koncentracich. U&innost ostatnich galloylester(i nebyla ovéfovana. Toto srovnéni by bylo pro hlubsi
studium velmi uZite¢né. ProtoZe ale byla sledovana cytotoxicita 20GD v HMEC pouze po 72 h, nelze
jednoznacné tvrdit, Ze pozorované Gcinky (tvorba trubic) souvisi s diferenciaci bunék a ne pouze s
cytotoxicitou. Vliv 20DG na bunéénou proliferaci a apoptdzu mél predchazet studiu tvorby trubic a
mél byt kriteriem pro vybér vhodnych koncentraci. Tvrzeni, Ze DHS potlaluje rlist koncentraéné
zdvislym zplisobem je evidentné nespravné (obr. 32). V diskusi jsou tyto problematické pasaze sice
komentovany, ale celkové plsobi tato ¢ast prace jako predbézna a optimalizaéni, na niZ mély navézat

peclivéji navriené experimenty.

Ponékud nepfesvédciva je ,mechanistickd” studie G¢inku 20DG. Dlivod ke studiu signdinich drah AKT
a ERK1/2 je z literatury zfejmy, ale v této praci neni dostatecné vysvétien. Neni zfejmé, pro¢ inkubace
latky s burikami trvala 6 h a zda byl tento interval néjak optimalizovan. Vliv 20DG je pfekvapivé
silnéjsi pfi 5 UM neZ pfi 10 uM, co? je neobvyklé. Vysvétleni poskytnuté v diskusi (str. 105) zaloZené
na cytotoxicité je nepfesvédCivé, nebot na jiném misté (napf. na str. 95) jsou za cytotoxické
oznacovany obé koncentrace. Navic prosty vizuaini odhad intenzity signdlu p-AKT také neodpovida
uvedené kvantifikaci (obr. 35); pokles signdlu pAKT je sice patrny, ale snizeni pod 20% se zda byt
neredlné. Byl tento pokus opakovan a jsou k dispozici dalsi zaznamy? A o kterou fosfoformu AKT se
vlastné jedna? V podobnych experimentech je nezbytné mit pozitivni kontroly (napf. silybin nebo
PI3K/mTOR inhibitor), které usnadni argumentaci a interpretaci v pfipadé spornych vysledkg.

V dalsi vysledkové Casti je popisovan vliv DHS a jeho galloylesterl na apoptézu v nadorovych
bunécnych liniich. Pro sledovani Casové zavislosti byly vybrany DHS a 23DG, ovsem kaZdou latkou
byla oviivnéna pokazdé jina bunééna linie, pficemz kazdd latka byla aplikovéna v jiné koncentraci.
23GD navic byla v nékterych Casovych bodech v koncentraci odlisné. Bez daldiho zddvodnéni tak
realizace tohoto experimentu vypada ponékud nekonzistentné. Nicméné vysledky ukazuji

olekavanou ¢asovou zménu zastoupeni apoptotickych bunék.



Diskuse posuzované disertani prace se jevi jako té&Zkopadna, jeji informacni hodnota nedosahuje
olekdvané Urovné. Zbytecné jsou opakovany experimentalni detaily, naopak chybi kritické srovnani
jednotlivych vysledk(i s publikovanymi fakty a jasné vysvétleni rozpord. Prakticky se v ni neobjevuje
analyza mechanismu G¢inku a moznych molekuldrnich cilt studovanych sloucéenin. Srovnani Géinnych
koncentraci silybinu a silymarinu v odlisnych koncentracnich jednotkach (umol/l vs. pug/ml) postrada
smysl, protoZe neumoiriuje pfimé porovnani a posouzeni hypotézy o aktivni sloZce extraktu.
Vysledky jednotlivych experiment(l jsou diskutovany v oddélenych podkapitoladch, coZ je zejména
v pfipadé G¢ink& na HUVEC a HMEC1 nevhodné, nebot se jednd o vysledky uzce souvisejici
s angiogenezi; integrace vysledki a zejména spoleCny komentar by diskusi vyrazné vylepsily.
Strukturované je prezentovan také zavér, coz u takto kratké kapitoly nepovazuji za adekvatni.

V neposledni Fadé bych se chtél vyjadrit k formalni strdnce posuzované prace. Rozsahem se jedna o
praci pomérné kratkou, odpovidajici spie préaci diplomové. Clenéni prace je tradiéni, obsahuje
teoretickou ¢ast, soupis metod, popis vysledkd, zavér a rozsahly soubor citované literatury (340
poloZek). Formatovani textu a typografickd Uroven je nizka. Autor prace zjevné neumi pracovat
s ¢lenénim textu na odstavce a kapitoly. Velké mnoZstvi odstavcll mé pouze po jedné vété. Také
nékteré kapitoly jsou velmi kratké a obsahuji 1-3 véty. VyuZivéd desetinného tfidéni az do osmé
urovné, coi je pro praci tohoto rozsahu ponékud zbytecné a navic to paradoxné sniZuje jeji
prehlednost. Nékteré kapitoly maji nevhodné pouze jednu podkapitolu (napf. kap. 2.1.7, 2.4,
2.5.1.7.2, 2.5.1.7.2.1), pfiemZ v jednom pripadé &ast textu vyclenil do jediné dalsi podfazené
podkapitoly (kap. 2.5.1.7.2.1). Obrézky casto pretékaji na dalsi stranu. Vzajemna pozice obrazkii a
tabulek a jejich legend také neni optimaini, rovnéZ Casto pretékaji na dalsi stranu. Formatovani
tabulek a obrazk(i je nejednotné, pouZité pismo se nelisi od hlavniho textu. Velikost obrazkd
vzhledem k formatu strany a velikosti pisma je nevhodna. Nedokonaly je téZ seznam zkratek -
nékteré zkratky vysvétluje anglicky, jiné preklada do cestiny, uvadi zde bunécné linie (jejichZ oznaceni
obvykle zkratkami nejsou. To vSe vyrazné zhorsuje Citelnost a pfehlednost celého textu.

Pro diskusi navrhuji nasledujici otazky:

1. Jakd je rozpustnost DHS a jeho galloylester(i ve vodném prostiedi a jakymi metodami byla
ovéfovana pfi experimentech?

2. Metodika hodnoceni cytotoxicity a bunécného rlistu se zda pfinejmensim sporna. Dle textu
se tyto dvé metody lisi pouze v délce inkubace bunék, pfitom pro hodnoceni bunééného
ristu by méla byt zahrnuta kontrola na pocatku experimentu. Byla tato hodnota uvazovéna?
Pocet bunék po 72 h je dén jednak prirlstkem (proliferace), jednak dbytkem (cytotoxicita).
Jakym zplsobem eliminujete cytotoxicky vliv v 72 h experimentu oznacovaném jako
sledovani proliferace?

3. Na zakladé jakych kriterii byly pro studium vybrany bunky NTERA-1, THP-1 a BJ?

Vliv slouéenin na angiogenezi byl sledovan metodami in vitro, pFficem? Gcinné koncentrace
jsou pomérné vysoké, zvlasté ve srovnani s klinicky pouzivanymi lécivy. Jaké jsou dosaZitelné
hladiny studovanych sloucenin in vivo? Pfedpokladate, Ze tyto slouceniny nebo pfirodni
preparaty s obsahem téchto slou¢enin mohou v rozumnych koncentracich vykazovat
antiangiogenni Gcinky in vivo? Jsou planovany pokusy s modely in vivo? =

5. V zavéru je uvedeno tvrzeni o vyssi bezpelnosti pfirodnich a semisyntetickych latek ve
srovnani s (pravdépodobné syntetickymi) protinadorovymi chemoterapeutiky. Na ¢em se

toto tvrzeni zaklada?



6. Navrhnéte moderni experimentalni metody, kterymi by Sly zjistit proteinové (nebo jiné
molekuldrni) cile studovanych slouéenin v bufikach a jak by tyto cile bylo moZné validovat?

Pfes vySe uvedeny soupis nedostatk(l a vyhrad bych chtél konstatovat, Ze cile prace Ize povaZovat za
spinéné. ProtoZe prace odpovida pozadavk(m, které stanovuje § 47 Zakona o vysokych skolédch &
111/98 Sb, doporucuji ji s uvedenymi vyhradami k obhajobé a zaroveri navrhuiji, aby po jejim
Uspésném absolvovani byl Mgr. Karasovi udélen akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D.

V Olomouci, 10. ¢ervna 2019
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POSUDEK OPONENTA DISERTACNI PRACE

Nazev disertacni prace : Vliv ptirodnich latek z ostropestice marianského a jejich semi-
syntetickych derivatli na angiogenezi a apoptosu

Jméno doktoranda: Mgr. Daniel Karas

Jmeéno oponentky: Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Predkladana disertatni prace Mgr. Daniela Karase pfinasi nové poznatky o udincich
silybinu, 2,3-dehydrosilybinu a jejich galloylesterd v endotelovych a nadorovych burkach.
Zjisténe antiproliferativni a antiangiogenni pisobeni téchto latek je nad€jnym pfislibem jejich
mozného vyuziti v 1é€bé nadorovych onemocnéni. Téma disertaéni prace je velmi aktualni a
vyznamné, nebot’ onkologickd onemocnéni jsou stale jednou z hlavnich pfi¢in amrti
v rozvinutych zemich. Hledani novych piistupl pro prevenci a 1ébu téchto onemocnéni je
proto pravem v poptedi védeckého zajmu.

K teoretické Casti disertacni praci pfistoupil doktorand sveédomité, o demz svedei Jegt
podrobné zpracovani s vyuZitim téméF 300 citaci. V teoretické ¢asti nejprve doktorand detailné
seznamuje Ctenafe s angiogenez! a jejim mechanismem, proangiogennimi faktory a
angiogennimi inhibitory. Rovnéz jsou v prvni ¢asti ptedstaveny modely a metody vyuzivané
pro studium angiogeneze. Dalsi podkapitoly jsou pak vénovany struénému popisu apoptosy a
bunééného cyklu. Posledni podkapitola je zaméfena na polyfenoly, zvlasté pak na
flavonolignany ostropestfce marianského a jejich derivéty.

Cile disertacni prace jsou vystizné a prehledné formulovany. K dosazent cilii doktorand
zvolil modern{ pfistupy a metody. Vyuzité bunétné modely a pouZité metodiky jsou adekvatné
popsany v experimentalni ¢asti diserta¢ni prace. Dobra metodické troven experimentalni prace
pak byla zarukou pro ziskani hodnotnych vysledkt a jejich tsp&iného publikovani. Vysledky
jsou piehledn¢ prezentovany v grafech a tabulkéach se stru¢nym komentarem a nasledné jsou
detailn&ji popsany a diskutovany v Sesté kapitole. Hlavni dosazené vysledky jsou pak shrnuty
v zaveretné kapitole.

Vysledky, které jsou obsazeny v disertatni préci, se staly soudasti ti védeckych
publikaci v kvalitnich zahrani¢nich ¢asopisech. Navic je doktorand spoluautorem dalsi védecké
publikace, kterd nebyla zahrnuta do diserta¢ni prace. Tato skutecnost svédéi o uspé€sné praci
doktoranda i celého védeckého tymu.




Predkladana prace spinila zadané cile a pozadavky kladené na disertacni praci.
Doktorand svoji pract pfines] nové informace, které rozsituji védecké poznéni a jsou podnétem
pro dalsi védeckou praci v dané oblasti.

K praci mam nasledujici pfipominky:

- Razeni jednotlivych podkapitol v teoretické ¢asti mi nepfipadalo zcela logické

-V eském textu se doktorand nevyhnul obcasnému anglickému slovosledu,
anglikanismiim a nepresnym piekladiim (napf. rat = potkan, aryl hydrocarbon
receptor = receptor pro aromatické uhlovodiky

- Nazvy enzymi i sloucenin se v ¢eStin€ pisi dohromady (napf. tyrosinkinasa, silybin-
O-fosfat)

- Obrazky 3 a 17 jsou témét necitelné

- Clenéni diskuse do podkapito! podle publikaci mi ptipadalo zbyte¢né, o¢ekavala
bych v této kapitole vhodné propojeni vysledki. RovnéZ jsem postradala v této
kapitole uréity nadhled a vyhledy do dal$ich studii.

Vv

cilim.

K préaci mam nasledujici dotazy:
- Pdsobi viechny polyfenoly jako antioxidanty?
- Byly t¢inky DHS a jeho derivati testovany in vivo na tumorizovanych mysich?
- Bylaprovedena n¢jaka klinicka (epidemiologické) studie protinadorového plisobeni
ostropestice marianského nebo silymarinu u lidi?

Zavér:

Predlozena disertacn{ prace a publikacni aktivita Mgr. Daniela Krause mé opraviuji
k prohlaseni, ze doktorand prokdzal schopnost samostatné tvorivé védecké prace. Proto
doporucuji, aby mu po uspésné obhajobé disertaéni prace byl udélen titul Ph.D.

V Hradci Kralové 6.5.2019 Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Univerzita Karlova, Farmaceutick4 fakulta,
Katedra biochemickych véd





