Oponentsky posudok

na habilitacnu pracu MVDr. Martiny Zigovej, PhD. na tému:
LAntineoplasticky potencial indolovych fytoalexinov a ich syntetickych derivatov*

Predlozena habilitaCna praca prestavuje uceleny vedecky spis, ktory je zamerany na Studium
antiproliferacného ucinku indolovych fytoalexinov a ich derivatov na fudskych nadorovych bunkovych li-
niach s cielom identifikovat u€innych kandidatov pre dalsi vyskum. Zameranie spisu je mimoriadne aktu-
alne, riesi naliehavy problém v humannej i vo veterinarnej medicine. Nadorové ochorenia patria medzi
velmi zavazné ochorenia, ich lieCha oby€ajne zahfia kombinéciu invazivneho chirurgického lieenia,
chemoterapie a radioterapie. V ostatnom obdobi z tohto pohladu na vyzname ziskavaju prirodné
latky réznych chemicky skupin, ktoré je mozné vzhladom na ich G€inok vyuZit v podpornej terapii fud-
skych nadorovych ochoreni. Ziskané poznatky a vysledky experimentélnych préac habilitantky ktoré su
zahrnuté v habilitanom spise, su vedecky hodnotné a motivujice pre dalSie smerovanie vyskumu vo
vednom odbore farmakolégia pri hfadani novych prirodnych alebo syntetickych lieciv proti rakovine.

Habilitany spis je pomerne rozsiahly, ma 137 stran. Pozostava z Uvodnej Casti — literarneho
prehfadu (22 stran), kolekcie habilitantkou publikovanych préc v poprednych vedeckych ¢asopisoch s
vysokym impaktom a zo zavere¢ného hodnotenia ziskanych vysledkov prezentovanych prac s prislus-
nou komparéaciou so svetovou vedeckou literaturou.

V/ Uvodnej Casti spisu sa habilitantka zaobera vyznamom kapustovitych rastlin, ako zdroja indo-
lovych fytoalexinov, pri prevencii resp. terapii nadorovych ochoreni. Dalej popisuje podrobne indolové
fytoalexiny, i ich pdvod a Strukturu, ako aj ich Siroké spektrum farmakologickych ucinkov, napriklad anti-
bakterialny protiplesiovy, antiobezitny, protizapalovy, antimelanogénny, antiskleroticky a protinadorovy
ucinok. Najviac farmaceuticky preskimané zo vSetkych indolovych fytoalexinov su brasinin a kamalexin.
Dalej popisuje konkrétne farmaceutické tginky fytoalexinov na ludské zdravie, potencialny priaznivy ako
aj negativny Gcinok brasininu a kamalexinu, ako aj inych fytoalexinov na fudsky organizmus. V dal$ich
kapitolach habilitantka podrobne rozobera mechanizmus protinadorového ucinku brasininu na molekulo-
vej urovni. Popisuje ho ako perspektivne protinadorové lie€ivo indukujice 3 rézne formy bunkovej smrti
— apoptdzu, autofagiu a paraptézu v nadorovych bunkach prostrednictvom aktivacie signalnych drah.
V dalSej kapitole habilitantka podobne podrobne popisuje i mechanizmus protinadorového ucinku kama-
lexinu. Nosnou a velmi vyznamnou je kapitola, ktora popisuje antiproliferacné Ucinky syntetickych deriva-
tov indolovych fytoalexinov. V tejto kapitole habilitantka jadrne zhrnula doterajSie vedecké poznatky o far-
makologickych protinadorovych ucinkoch syntetickych fytoalexinov s popisom ich mechanizmu Uc¢inku
v nadorovych bunkach Na molekulovej urovni. K tejto ¢asti habilitatného spisu nemam pripomienky.

Ciele habilitaCnej prace uvedené na strane 34 su opisané jasne a konkrétne. Su v sulade s
predlozenymi dalSimi vedeckymi pracami.

V kapitole 3 ,Vybrané prace” s prezentované vybrané kdpie vedeckych ¢lankov, ktorych spo-
loénou témou je potencialny protinadorovy ucinok indolovych fytoalexinov. Vedecké ¢lanky presli naroc-
nym recenznym konanim redakciami prislusnych vedeckych ¢asopisov. Z uvedeného vyplyva, Ze ja, ako
oponent, mam ufah¢enu pracu tym, ze vysledky obsiahnuté v publikovanych pracach presli prisnym ve-
deckym a metodickym hodnotenim redakciami prisluSnych vedeckych ¢asopisov. Preto som sa ako opo-
nent sustredil na obsahovu stranku habilitaéného spisu.



Prvéa priloZzena praca (review) sa zaobera kltu¢ovymi viastnostami indolovych fytoalexinov a je
zamerana najma na ich antiproliferacnu aktivitu. Zaverom tejto prace autori konstatuju, ze jednou z ciest
hfadania novych ucinnych fytochemikalii na baze idolovych fytoalexinov je ich synteticka uprava. Tieto
latky vdaka svojej jednoduchej Strukture a antiproliferacnej aktivite sa javia ako potencialne Ucinné pri-
rodné lie€iva s protinadorovym ucinkom.

V druhej predloZenej képii vedeckej prace ciefom bolo preskimat antiproliferacnu aktivitu bra-
sininu a jeho derivatov na fudské rakovinové bunkové linie. Bolo zistené, Ze spomedzi dvadsatjeden
testovanych zlU¢enin vykazoval 1-metoxybrassinin najsilnejSiu antiproliferacnu aktivitu v bunkach Caco-
2 s 1Cs0 8,2 (£1,2) pymol I, Prietokova cytometricka analyza odhalila 1-metoxybrassininom indukované
zvySenie obsahu sub-G1 frakcie DNA, ktora sa povazuje za marker apoptickej bunkovej smrti. Apoptdza
sa potvrdila aj testom fragmentéacie DNA. Okrem toho kvantitativna PCR v redlnom Case ukazala, Ze 1-
metoxybrassinin zvysil expresiu proapoptického Bax a zniZil expresiu anti-apoptickych génov Bcl-2 a Bcl-
xL, zvysil aktivitu kaspazy-3, -7, Stiepeného PARP a znizil obsah intracelularneho GSH.

Cielom tretej predloZenej prace bolo preskumanie antiproliferacného uc€inku brasininu a jeho
derivatov v podmienkach in vitro na fudskych rakovinovych bunkovych liniach. Spomedzi siedmich testo-
vanych zlucenin, homobrasinin (K1; N-[2-(indol-3-yl)etyl]-S-metylditiokarbamat) vykazoval najsilnejsi uci-
nok. Prietokova cytometrick& analyza odhalila zvy$enie G2/M vyvolané K1 fazy spojené s dysregulaciou
expresie a-tubulinu, a1-tubulinu a B5-tubulinu. Autori naznacuiju, Ze inhibiény ucinok K1 méze byt spro-
stredkovany prostrednictvom inhibicie tvorby mikrotubulov. Okrem toho K1 si¢asne so zastavenim G2/M
zvySil aj populéciu buniek s obsahom DNA pod G1, ¢o sa povazuje za marker apoptickej bunkovej smrti
aktivaciou kaspazy-3, ako aj produkciou vnutrobunkovych reaktivnych foriem kyslika (ROS).

V Stvrtej predloZenej kopii vedeckej prace autori prezentovali sériu novych biologicky aktivnych
triflurmetyl obsahujucich indolovych derivatov. Cielové 2’-aminoanalogy a 2,2 -diaminoanalégy mety-
léteru  1-metoxyspirobrassinolu nesuceho  (4-triflurmetylfenylamino) alebo  3,5-bis(trifludrmetyl)
fenylamino- fragment boli pripravené metodikou spirocyklacie. Novosyntetizované indolové analogy vy-
kazuju vysSiu ucinnost antiproliferacného Ucinku voci 6smim fudskym leukemickym a solidnym nadoro-
vym bunkovym liniam ako ich rodi¢ovsky prirodny fytoalexin. NajsilnejSimi antiproliferacnymi latkami boli
2,2"-diaminoanaldgy disponujuce dvoma 3,5-bis(trifludrmetyl) fenylaminovymi skupinami, ktoré vykazo-

rv v

totoxicitu ako cisplatina na nemalignych mysich fibroblastoch NIH 3T3.

V piatej predloZenej Studii sa skuma potenciélna terapeuticka ucinnost 1-metoxyizobrassininu
(MB-591), derivatu indolovych fytoalexinov, ktoré sa nachadzaju v rastlinach ¢efade Cruciferae na bunky
rakoviny vaje€nikov citlivé na cisplatinu (A2780) aj rezistentné na cisplatinu (A2780 cis). Zistenia ukazuiju,
Ze MB-591 vykazuje antiproliferaCny ucinok na obidve bunkové linie s vyrazne zvy$enou G¢innostou vo€i
bunkam citlivym na cisplatinu. Latka vyvolava zmeny v distribucii bunkového cyklu, najma vo fazach S a
G2/M, sprevadzané zmenami v kluc¢ovych regulaénych proteinoch. Okrem toho MB-591 spusta apoptozu
v oboch bunkovych liniach, ktoré zahfia Stiepenie kaspazy-9, indukciu Stiepenia PARP a poskodenie
DNA sprevadzané tvorbou reaktivnych foriem kyslika (ROS) a mitochondrialnou dysfunkciou. Latka se-
lektivne indukuje autofagiu v bunkach rezistentnych na cisplatinu. Stidia dalej skama vzajomné pdsobe-
nie MB-591 a antioxidantu N-acetylcysteinu (NAC) pri modulacii bunkovych procesov. NAC vykazuje
ochranny ucinok proti cytotoxicite vyvolanej MB-591, priCom ovplyvriuje distribiciu bunkového cyklu a
proteiny suvisiace s apoptdézou. Okrem toho NAC vykazuje inhibiény u¢inok na iniciaciu autofagie v



bunkéach rezistentnych na cisplatinu, ¢o naznacuje jeho potencialnu ulohu pri prekonavani mechanizmov
rezistencie.

VSetky hore uvedené zistenia v predloZenych ¢lankoch su podrobne zanalyzované a predisku-
tované v kapitole 4. Tato kapitola je najpodstatnejSou kapitolou habilitaéného spisu. K tejto kapitole ne-
mam Ziadne pripomienky.

Prinosy pre dalSi rozvoj vedy a prax spo€ivaju v ziskanych poznatkoch, ktoré su originalne, velmi
cenne pre rozvoj zakladného, ako aj aplikovaného vyskumu v prezentovanom vednom odbore. Prinosy
su v podstate prezentované v zaveroch kapitoly 4.

Po formélnej stranke nemam k habilitacnej praci ziadne pripomienky resp. vyhrady. Mam na ha-
bilitantku nasledovne otazky:

1. Prosim aby habilitantka pri obhajobe prezentovala svoje stanovisko k dalSiemu rozvoju vednej
discipliny z aspektu pedagogickej prace, ako aj z pohladu vyskumnych aktivit.

2. Aky ma nazor habilitantka na reaine pouZzitie derivatov indolovych fytoalexinov v klinickej praxi?

3. Ktoru biochemicku cestu, resp. kombinaciu biochemickych ciest povazuje habilitantka za naj-
ucinnejsiu pre inhibiciu rastu nadorovych buniek in vitro derivatmi indolovych fytoalexinov?

Celkove zhodnotenie a zaver

Habilitantka je skusenou, odborne zdatnou vysokoskolskou pedagogickou, ktora dosahuje velmi
dobré edukacné vysledky. Je autorku alebo spoluautorkou 24 prac evidovanych v CC a ma 377 SCI
citacii. Jej habilitatna praca na tému: ,Antineoplasticky potencial indolovych fytoalexinov a ich syntetic-
kych derivatov* predstavuje hodnotny vedecky spis a je prinosom pre rozvoj vedného odboru ,farmako-
l6gia“.

Zaverom mozem konstatovat, 7e predlozena habilitaéna praca spifia véetky podmienky kladené
na tento druh vedeckych prac. Odporu¢am prisludnej habilitaénej komisii ju prijat ako podkladovy material
pre habilitacné konanie a po jej uspeSnom obhajeni odporu¢am MVDr. Martine Zigovej, PhD. udelit ve-
decko-pedagogicky titul:

,docent”

v odbore habilitacného a inauguracného konania: farmakologia.
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