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Zapis z obhajoby disertacni prace 29. 8. 2019
Mgr. Daniel Karas

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

Lékarska chemie a klinickd biochemie, LF UPOL

1. Dotazy a odpovédi oponentl
A. doc. RNDr. Vladimir Krystof, Ph.D.

a. Jaka je rozpustnost DHS a jeho galloylesterli ve vodném prostiedi
a jakymi metodami byla ovérovana pri experimentech?

Latky byly pouzity v koncentracich, ve kterych jsou rozpustné ve vodném
prostredi (limitni koncentrace je 100 uM). Nejprve byly latky rozpustény
v DMSO a poté ve vodném prostfedi (médiu) — pfi kontrole pod
mikroskopem nebylo pozorovano vysrazeni latky. Galloylestery jsou
rozpustnéjsi, ale pro porovnani se pouzivaly u vSech latek koncentrace
stejné.

b. Metodika hodnoceni cytotoxicity a bunécného rlstu se zda byt
pfinejmensim sporna. Dle textu se tyto metody liSi pouze v délce
inkubace bunék, pritom pro hodnoceni bunécného riastu by méla byt
zahrnuta kontrola na pocatku experimentu. Byla tato hodnota
uvazovana? Pocet bunék po 72 hodinach je dan jednak pfirtistkem
(proliferace), jednak ubytkem (cytotoxicita). Jakym zplUsobem
eliminujete cytotoxicky vliv v 72 h experimentu oznacovaném jako
sledovani proliferace?

V pripadé testovani cytotoxicity se bunky vyseji a ihned se k nim pfridaji
latky — vysledek se sleduje po 24 hodinach. V pripadé testovani proliferace
se bunky vyseji, nechaji se 24 hodin rlst, pfidaji se latky
a vysledek se hodnoti po 72 hodinach. Jako kontrola slouzily bunky vyseté
v dané koncentraci bez pridani latek.

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



doc.

d.

Experimenty na téchto bunkach byly provadény béhem staze
na farmaceutické fakulté ve Strasburku. Na tomto pracovisti jsou buriky
zavedeny po dlouhou dobu, proto byly zvoleny i pro nase experimenty.

RNDr. Vladimir Krystof, Ph.D.

Vysvétleni mi nepripada dostatecné pro vybér bunék, nevim, jaké
experimenty ve Strasburku na téchto burikach provadéiji.

Buriky NTERA-1, THP-1 a BJ byly jediné linie, které tam méli zavedené.
Provadéji experimenty, pfi kterych pouZzivaji pfirodni latky z bor(vek
a malin.

A které latky to jsou?
To ted presné nevim, musel bych se podivat do publikace.

Vliv sloucenin na angiogenezi byl sledovan metodami in vitro, pricemz
ucinné koncentrace jsou pomérné vysokeé, zvlaste
ve srovnani s klinicky pouzivanymi lécivy. Jaké jsou dosazitelné
hladiny studovanych sloucenin in vivo? Predpokladate, ze tyto
slouceniny nebo prirodni preparaty s obsahem téchto sloucenin,
mohou v rozumnych koncentracich vykazovat antiangiogenni ucinky
in vivo ? Jsou planovany pokusy s modely in vivo?

Napft. V ¢lanku Nahum M. S. et al. (2019) Superior silybin bioavailability of
silybin—phosphatidylcholine complex in oily-medium soft-gel capsules
versus conventional silymarin tablets in healthy volunteers bylo testovano
dosazeni plazmatické hladiny silybinu.  Silybin byl poddavan
ve formé komplexu silybin-fosfatidylcholin v olejovitych stfedné mékkych
kapslich ¢i jako konvencéni tablety silymarinu. Plazmatickd koncentrace
silybinu pfi podani v prvni zminéné formé byla 207,1 mg/l a v pripadé
formy tablet pak 12,6 mg/l. Antiangiogenni Gcinky in vivo jsou o¢ekavany.
Pokusy in vivo se provadi, zavisi ovSem na mnozstvi latek, ¢asovych
moznostech laboratofe a dostupnosti modell pro studium vlivu latek
na angiogenezi in vivo.

e.V zavéru je uvedeno tvrzeni o vysSi bezpecnosti prirodnich latek
a semisyntetickych latek ve srovnani s (pravdépodobné syntetickymi)
protinadorovymi chemoterapeutiky. Na cem se toto tvrzeni zaklada?



doc.

To, Ze jsou pfirodni latky (véetné silybinu) bezpécnéjsi nez
chemoterapeutika je znamé z publikaci. V publikaci Demain A. L. and
Vaishnav P. (2010) Natural products for cancer chemotherapy se uvadi,
Ze se v pripadé chemoterapeutik rychle vytvafi resistence, a Ze jsou
to latky vysoce toxické s fadou nezadoucich vedlejsich ucink( a je proto
dilezité hledat protirakovinné léky z ptirodnich zdroju. V publikaci Zhang
Q-Y. et al. (2018) Natural product invervention for chemotherapy and
radiotherapy-induced side effects bylo zminéno, Ze chemoterapie
a radioterapie maji vedlejsi ucinky a velmi snizuji kvalitu Zivota, a proto
bylo pro prevenci a Ié¢bu rakoviny schvdleno pouziti pfirodnich latek.
Navic se cCasto prirodni latky podavaji spolecné s chemoterapeutiky
pro zmirnénivedlejSich ucinku chemoterapie. Napf. v publikaci Kfen V. and
Walterova D. (2005) Silybin and silymarin — new effects and applications,
Chemopreventive Efficacy of Silymarin in Skin and Prostate Cancer bylo
zminéno, Ze byl testovan vliv cisplatiny v kombinaci s komplexem silybin-
fosfolipid (IdB 1016) na lidskych bunkach rakoviny vaje¢niku (A2780) a in
vivo u mysi. Také byly zminény chemoprotektivni ucinky silymarinu
a silybinu — chrani pred skodlivym ucinkem chemickych latek.

RNDr. Vladimir Krystof, Ph.D.

To je asi na delsi diskusi.

Ne vSechny pfirodni latky jsou lepsi nez chemoterapeutika, ale v téchto
publikacich se zmifiuje, Ze jsou privéetivejsi.
f. Navrhnéte moderni experimentalni metody, kterymi by Sly zjistit

proteinové (nebo jiné molekularni) cile studovanych sloucenin
v bunkach a jak by bylo tyto cile mozné validovat.

= Klasické ,protein-based” in vitro testy — méfi se zmény funkéni aktivity
hodnoceného cilového proteinu v pritomnosti testované latky, nebo
se sleduje fyzikalni interakce testované latky s cilovym proteinem —
poskytuji informace o mechanismu ucinku.
= Testy se sav€imi bunkami -  poskytuji informace i bioaktivité
na bunécné urovni:
e Jsou bud ,target-oriented” — testy zaloZiené na luciferase,
fluorescenci, nebo fenotypové — informace o zméné bunécného
fenotypu — napf. zmény v bunécné morfologii.



e Fenotypové testy mohou byt pouzity k objeveni novych cilovych
molekul ¢i drah ovliviujicich pFislusny fenotyp — za timto ucelem
jsou zmény v intracelularni signalizaci nebo expresi gen( c¢asto
charakterizovany technikami jako immunocytochemie, FACS-
analyza, real-time PCR, immunoprecipitace, nebo ,,omics” techniky
(napf. genomika, transkriptomika, proteomika, metabolomika)
pro charakterizaci globdlnich zmén v genové expresi, nebo mnozstvi
metabolit(.

Vedle savcich bunék se mimo jiné pro pochopeni mechanismu ucinku

lékll, nebo k identifikaci novych cil(i a cilovych drah latek pouzivany

kvasinky.

Specidlni soubor test(, které stoji na rozhrani in vitro a in vivo testu

zahrnuje in situ a ex vivo metody s izolovanymi tkanémi, ¢i organy.

Vzhledem k podobnosti savéich genomU a fyziologii a diky relativné

kratkému reprodukénimu cyklu se pouzivaji k hodnoceni aktivity

rostlinnych extraktd, i isolovanych rostlinnych produkt(/latek mysi

a krysi modely.

Siroce jsou ve studiich farmakologické bezpecnosti

a farmakokinetickych studiich vyuzivany také nehlodavci — kralici, psi,

prasata a opice.

Pouzivaji se geneticky modifikované mysi (knockout genu,

downregulace/ knockdown genu, nebo overexprese genu), ¢i geneticky

modifikované krysy.

Pouzivaji se také ne-savci zivocCiSné modely — Caenorhabitis elegans

a ,zebrafish” (Danio rerio) (Atanasov A. G. et al. (2015) Discovery and

resupply of pharmacologically active plant-derived natural products:

A review.).

Obecné napf. absorpéni a fluorescencni mikroskopie, kvantitativni real-

time PCR, Western blot, spektrofotometrie a fluorimetrie (Vecchione

G. et al. (2016) Silybin counteracts lipid excess and oxidative stress in

cultured steatotic hepatic cells.).

Moderni metoda Seahorse — porovnani tfi jamek — jamka s bunkami,

jamka s bunkami a latkou a jamka s bunkami a inhibitorem napfr.

glykolyzy — kdyz se zjisti inhibice proteinu, mizeme se diky PCR podivat
na expresi mRNA, zda jde o inhibici jiZz na této Urovné, nebo ne (inhibice
je napf. vyvolana zménou konformace).



= Mikroskopie atomadrnich sil (AFM) — napt. sledovani zmén povrch(
molekul v dUsledku plsobeni latky na tuto molekulu.

= Forsterdv rezonanéni prenos energie (FRET) - sledovani interakce mezi
akceptorovou a donorovou molekulou, interakce mize byt ovlivnéna
plsobenim latky.

doc. RNDr. Vladimir Krystof, Ph.D.

To jste odpovidal na néco uplné jiného — nepochopil jste otazku,
odpovédél jste spiS na jeji druhou cast, ne jak vybrat cil, ale jak byste
jej validoval. Metod je hodné a také by to bylo na delsi diskusi.

B.  prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

a. Pusobi vSechny polyfenoly jako antioxidanty ?

Napf. v publikaci Halliwell B. (2008) Are polyphenols antioxidants or pro-
oxidants? What do we learn from cell culture and in vivo studies bylo
feceno, Ze polyfenoly plsobi Casto jako antioxidanty, ale za urcitych
experimentdlnich podminek mohou mit také ucinky pro-oxidacni.
V publikaci Croft K. D. (2016) Dietary polyphenols: Antioxidants or not?
Bylo teceno, Ze je nepravdépodobné, Ze polyfenoly plsobi jako
antioxidanty in vivo. Souvisi to s biodostupnosti a formou latky
VvV organismu

prof. Mgr. Martin Modriansky, Ph.D.

Navazal bych na otazku, asi to bylo mysleno, jestli nepusobi jesté jinak
nez na ovlivnéni oxidac¢niho stresu.

No ano, ovlivAuji i jiné procesy, minimalné angiogenezi a apoptosu.

b. Byly ucinky DHS a jeho derivatt testovany in vivo na tumorizovanych
mysich?

Galloylderivaty DHS zatim ne. Napf. v publikaci Tilley C. et al. (2016)
Silibinin and its 2,3-Dehydro-derivative Inhibit Basal Cell Carcinoma
Growth via Suppression of Mitogenic Signaling and Transcription Factors
Activation byl zjistén inhibi¢ni vliv SB a DHS na rust bazdlniho bunécné
karcinomu u mysi.



c. Byla provedena néjaka klinicka (epidemiologickda) studie
protinddorového pulsobeni ostropestice marianského nebo
silymarinu u lidi ?

i. V databazi drugbank.ca zminéno, Ze je dokoncena faze 1 testovani

silymarinu na pokrocilém hepatocelularnim karcinomu.

ii. V databazi clinicaltrials.gov: tfi studie o tom, Ze se pouziva silymarin
pro zlepseni vedlejSich ucinkl chemoterapie, ale ne prfimo k lécbé
samotného tumoru:

1. Silymarin (Milk Thistle Extract) in Treating Patients With Acute
Lymphoblastic Leukemia Who Are Receiving Chemotherapy
(dokonceno 2013) — poutZiti silymarinu v 1é¢bé jaternich onemocnéni
vyvolanym chemoterapii.

2. The Efficacy of Silymarin as Adjuvant Therapy on Colorectal Cancer
Patients Undergoing FOLFIRI Treatment (dokonceno 2017) —
silymarin pouZit pro zlepsSeni vedlejSich ucinkl chemoterapie
(FOLFIRI) ve strevé.

3. Evaluation of Effects of Silymarin on Cisplatin Induced
Nephrotoxicity in Upper Gastrointestinal Adenocarcinoma
(dokon¢eno 2015) - pouziti silymarinu proti cisplatinou vyvolané
nefrotoxicite.

iii. V databazi clinicaltrials.gov: dvé studie v souvislosti s pfimym pouzitim
silymarinu (silybinu) na pacientech s rakovinou:

1. The Effect of High-dose Silybin-phytosome in Men With Prostate
Cancer (dokonéeno 2014) - podavani silybinu pacientdm
s rakovinou prostaty pred jejim chirurgickym odstranénim.

2. A Phase Il Study to Assess Efficacy of Combined Treatment With
Erlotinib (Tarceva) and Silybin-phytosome (Siliphos) in Patients With
EGFR Mutant Lung Adenocarcinoma (dokonéeno 2014) — |écba
pecientd s EGFR mutantnim plicnim adenokarcinomem pomoci
erlotinibu a silybinu.

iv. Na strdnkdch cancer.gov (2019):

1. zminéno, Ze se silymarin klinicky testuje jako lécivo proti
onemocnéni jako hepatitida, cirhdza, nebo poruchy zlucniku.

2. dale, Ze zlepSuje ucinky protirakovinnych léciv (napf. cisplatiny
a doxorubicinu proti rakovinym burnkam vajecnik( a prsu).

3. Pfimy efekt ma silymarin proti rakovinné prostaty, prsu
a ektocervikalnim tumorovym bunkam.



v. Na stradnkdch stephensoncancercenter.org (2019) délany klinické
studie na lidech s akutni lymfoblastickou leukémii, rakovinou prostaty,
hlavy a krku a hepatocelularnim karcinomem.

2. Dotazy a odpoveédi v ramci diskuze

doc. Mgr. Jan Bouchal, Ph.D.

Zeptal bych se k western blotingu, u obrazku s fosfo-akt nevidim tak podstatny
rozdil, jak prezentujete, jak to bylo spocitano?

Neodpovida to...
Jak jste délali densitometrii?

Jako primo to zpracovani?

doc. RNDr. Vladimir Krystof, Ph.D.

Navazu, presné toto jsem vytkl v posudku prace, cekal jsem, Ze to v ramci
obhajoby zminite. Hodnoceni neodpovida kvantifikaci. Byl experiment
opakovan?

Byly provedeny 4 nezavislé experimenty.

doc. Mgr. Jan Bouchal, Ph.D.

Vybral jste asi reprezentativni blot, proto to neodpovida kvantifikaci.

Pfi hodnoceni vlivu latek na nadorové linie jste u BJ bunék pouzil jen kyselinu
galovou, pro€ chybély ostatni studované latky?

Testovalo se to se vSemi latkami, ale efekt byl pouze u kyseliny gallové.

Tak to tam chtélo zminit.

doc. RNDr. Véra KlimesSova, CSc.

Studoval jste ctyfri estery, z toho dva byly Gcinnéjsi, ¢im si to vysvétlujete?
Myslim, Ze to mUze byt dano biodostupnosti — rlzny vstup latek do bunék.
Ale latky se strukturné zase tak vyznamneé nelisi, jsou izomery.

| tak. Myslim, Ze to souvisi s biodostupnosti.



prof. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.

Rikal jste, e 7 a 23 derivaty mély odliné plsobeni pro THP-1 a NTERA-2 buriky,
s tim bych nesouhlasil. Také mi chybi, jak uz fekl pan docent Krystof, nebyly
poradné poutzity pozitivni a negativni kontroly. Néco, u ¢eho se uz vi, Ze to ma
pozitivni plsobeni v tomto sméru. Vite, co je to PENs? Tam by se naslo dost
dalSich Iatek, které by také vysly pozitivné.

prof. MUDr. RNDr. Vilim Simanek, DrSc.

J& bych mél jen 2 poznamky. lJinak silymarin brat jediné jako
chemoprotektivum, nehledat u néj cytostatické efekty. A pak rozdil v i€innosti
mezi materskou latkou a modifikovanymi derivaty — to, Ze se spoji dvé razné
latky, z nichz kazda ma néjaky ucinek sama o sobé, finalni efekt bude ovlivnén
biodostupnosti.

prof. Ing. Jan Vacek, Ph.D.

Strukturni analoga patentnich latek — ano, je tam rlzny vstup do bunék,
ale co se zamyslet nad stabilitou. Rozdily napric¢ studiemi jsou relativné malé,
da se predpokladat, ze s kyslikem budou galloylované derivaty reaktivnéjsi,
a ve finale tam nemusi byt ani pfitomna ta vlastni latka, kterou studujete.



