Oponentsky posudok

na habilita¢ni pracu PharmDr. Radky Michalkovej, PhD. na tému:
,» Farmakologickd modulicia bunkovej smrti, signalizicie a regulaénych mechanizmov
nadorovych buniek deriviatmi prirodnych latok*

PredloZen habilitadna praca predstavuje uceleny vedecky spis, ktory je zamerany na
$tadium mechanizmu uéinku, resp. komplexnych mechanizmov regulacie apoptézy nadoro-
vych buniek syntetickymi derivatmi chalkonov, akridin-chalkénovymi hybridmi a derivatmi
indolovych fytoalexinov. V praci su popisané biochemické cesty, ktoré zasahovali do regulécie
bunkového cyklu, indukcie apoptdzy, redoxnej rovnovahy, autofagie, signalizatnych dréh spo-
jenych s preZivanim buniek, ako aj mechanizmov mnoholickovej rezistencie. Ziskané poznatky
a vysledky experimentalnych prac habilitantky, ktoré si zahrnuté v habilitatnom spise, su ve-
decky hodnotné a motivujtice pre d’alsie smerovanie vyskumu vo vednom odbore farmakologia
pri hPadani novych prirodnych alebo syntetickych lie€iv uréenych na terapiu naddorovych ocho-
reni.

Habilitaény spis je pomerne rozsiahly, ma 299 stran. Pozostava z ivodnej ¢asti — lite-
rarneho prehPadu (54 stran), z cielov habilitagnej prace (str. 55), z kolekcie prac publikovanych
habilitantkou v poprednych vedeckych Sasopisoch s vysokym impaktom a zo zavereného hod-
notenia ziskanych vysledkov prezentovanych prac s prislu§nou kompariciou so svetovou ve-
deckou literaturou v kapitole ,,Zavery a vyznam pre prax“. K publikovanym pracam nemam z
dovodu ich postdenia redakénymi radami ¢asopisov pripomienky.

V uvodne;j &asti spisu sa habilitantka opisuje siiasny stav poznatkov regulovanej bun-
kovej smrti aj jej vyuZiti pri terapii nadorovych ochoreni. Deregulacia bunkovej smrti je v si-
dasnosti povazovana za 1 zasadnych znakov karcinogenézy a predstavuje kI'a€ovi tlohu pri
rozvoji nadorovych ochoreni a ich metastatického potencialu. Tradi€ny pristup k onkologickej
lie¢be sa dlhodobo popieral najmé o indukciu apoptézy ako hlavného mechanizmu eradikacie
nadorovych buniek, &o viedlo k apoptickej rezistencii celého radu nadorov. Z toho dévodu ve-
deck4 komunita prejavila zaujem o prirodné latky a ich derivaty ktoré dokdzali cielene ovplyv-
fiovat’ viaceré regula&né uzly signalizanych drah suvisiacich s bunkovou smrt'ou. Medzi Struk-
tirne rozmanité skupiny sekundarnych metabolitov s preukdzanym protinddorovym potencié-
lom presahujiici rAmec jednej signalnej drahy patria chalkony a indolové fytoalexiny, ktoré boli
predmetom vedeckého badania habilitantky.

Ciele habilitaénej prace uvedené na strane 34 st opisané jasne a konkrétne. Su v stlade
s predloZenymi d’al§imi vedeckymi pracami.

V hlavnej kapitole ,,Su¢asny stav rie§enej problematiky doma a v zahrani¢i“ sa habili-
tantka zamerala na porovnanie svojich vysledkov (prezentovanych v priloZenych publikéciach)
s najnovsimi poznatkami svetového vyskumu v danej oblasti.

V prvej &asti sa habilitantka zamerala na podrobny opis naddorovych ochoreni a ich
charakteristickych znakov. Popisuje zakladné atribtity nadorovych buniek, ako su trvalé proli-
feradn4 signalizacia, vyhybanie sa regulovanej bunkovej smrti, neobmedzena replikacia, induk-
cia angiogenézy, ako aj invazia a metastazovanie. Dalej rozobera ulohu genémovej nestability



a schopnost’ malignej populacie adaptovat’ sa na selekény tlak mikroprostredia a terapie. Tak-
tiez reflektuje moderny pohlad na interakciu nadorovych buniek s imunitnym systémom.

V druhej ¢&asti je podrobne popisana apoptéza néddorovych buniek sprostredkovana
chalkénmi a indolovymi fytoalexinmi. Ide o mimoriadne zloZity proces zasahujuci kI'iové
uzly regulovanej bunkovej smrti na tirovni mitochondridlnej, receptorom sprostredkovanej a
stresom endoplazmatického retikula podmienenej dréahy. Na trovni vniitornej (mitochondrialne
sprostredkovanej) drahy apoptozy sa chalkony javia ako jeden z primarnych spustacov oxida-
tivneho stresu, ktory vedie k narueniu mitochondrialnej funkcie. Pri viacerych chalkénovych
derivatoch, vratane novych syntetickych molekul testovanych na nadorovych bunkach pecene,
hrubého &reva a prsnika, bola tato sekvencia udalosti experimentalne potvrdena a prezentovana
v pracach habilitantky (Michalkova a kol., 2022).

Podobne aj indolové fytoalexiny predstavujii z hladiska mechanizmu tcinku triedu
prirodnych zltenin, pri ktorych je dominantne popisovand mitochondridlne sprostredkovana
kaspéazovo zavisla apoptéza. Indolové fytoalexiny a ich analdgy &asto generuju ROS, modulujt
pomer Bcl-2/Bax a st schopné spustat’ mitochondridlnu apoptézu vo viacerych nadorovych
modeloch, vratane kolorektalneho, hepatilneho a prsnikového karcinomu. Pleiotropny charak-
ter tychto prirodnych zlugenin umoziiuje zasiahnut' tieto jednotlivé drdhy apoptozy a zniZit
prah potrebny na spustenie bunkovej smrti (Michalkova a kol., 2023).

Tretia kapitola je venovana konkrétne blokade bunkového cyklu indukovanej syntetic-
kymi chalkénmi a indolovymi derivatmi. Mechanizmus Gginku syntetického indolového chal-
kénu bol $tudovany na modeli karcinomu prsnika. Habilitantka vo svojej praci prezentovala, Ze
expozicia buniek MCF-7 a MDA-MB-231 vedie k vyraznej redistribucii bunkovej populécie v
ramci bunkového cyklu, so signifikantnou akumuléciou v G2/M féze sprevadzanou narastom
sub-G1 frakcie, ¢o odraza subeznt aktivaciu apoptdzy (Michalkova a kol., 2022).Podobny me-
chanizmus bol pozorovany pri akridin-chalkénovych derivatoch, najmé pri zlu€enine 1C, ktora
bola detailne charakterizovana v citlivych, ako aj rezistentnych linidch ovaridlneho karcinému.
U buniek exponovanych latkou 1C bol zaznamenany zvySeny podiel populacie v G2/M faze,
zvy$enie hladiny fosforylovaného y-H2A.X a zniZenie hladin PCNA a fosforylovaného RB.
Tieto zmeny boli pravdepodobne pri¢inou zablokovania prechodu buniek do mitézy. Uvedeny
mechanizmus bol sprostredkovany oxidaénym stresom, o Som sved¢i fakt, Ze po expozicii bu-
niek silnym antioxidantom (N-acetylcysteinom) bol tento efekt vyznamne potlaCeny alebo
uplne vymizol.

V §tvrtej kapitole habilitantka popisuje signalne drahy a mitochondridlno-metabolicka
odpoved’ modifikovanu syntetickymi derivatmi prirodnych latok u rakovinovych buniek. Pod-
stata signalnej regulcie karcinogenézy je postavena na niekolkych prepojenych drahach, ktoré
integruju mitogénne signaly, metabolicky stav, oxidacny stres, zdpalové signaly a podnety z
mikroprostredia, &im uréuju rovnovahu medzi proliferaciou, resp. preZitim a regulovanou bun-
kovou smrtou. Podrobne popisuje MAPK a p38/JNK signalizaciu, t. j. drahy aktivované pri
strese a apoptoze, drahu NF-xB zodpovednu za preZitie, zapal a rezistenciu, ako aj postavenie
dréhy JAK/STAT v karcinogenéze a vyznam mitochondrii ako centra pre bunkova smrt alebo
preZivanie. Nakoniec detailne rozobera interakciu medzi prirodnymi latkami a regulaciou
PI3K/Akt/mTOR, ROS/MAPK a NF-kB/STAT3 signalizacie v kontexte mitochondridlneho
metabolizmu. Je tu prezentovany prehladny obrazok jednotlivych signalnych dréh.



V piatej kapitole je podrobne rozpisana autofagia ako adapta¢ny a letlny mechaniz-
mus v nadorovych bunkéch. Je to rozsiahla a podrobna kapitola. Autofédgia moze pdsobit’ ako
prva linia adaptécie, ktora odd’aluje apoptézu najmé pri kratkodobom a miernom strese. Z te-
rapeutického hladiska predstavuje autofdgia mimoriadne atraktivny, ale aj komplexny ciel’. In-
hibicia autofagie moZe v mnohych pripadoch senzibilizovat’ nddorové bunky voéi chemotera-
pii, radioterapii alebo cielenym chemickym lickom. Na druhej strane pri nadoroch s hlbokou
apoptickou blokadou sa autofagia javi ako alternativny spdsob eradikécie nadorovych buniek.
Autofagia nemoZe byt chapana len ako d’alsi typ bunkovej smirti, ale ako dynamicky regula¢ny
mechanizmus, ktory mdZe nadorovej bunke poskytovat’ metabolicku flexibilitu a ochranu pred
stresom, alebo sa za uréitych podmienok stava efektorom bunkovej smirti.

Siesta kapitola je venovand oxidagnému stresu a feroptoze. Oxida¢ny stres patri medzi
klagové faktory, ktoré zasadne ovplyviiujii osud nadorovych buniek a rozhoduju o tom, &i
bunka preZije, alebo podlahne niektorym formam regulovanej bunkovej smrti. Nadorové bunky
disponujii mimoriadne rozvinutymi antioxidadnymi mechanizmami a antioxidatnymi enzy-
mami, ktoré im umoZiiuju nielen preZit, ale asto aj prosperovat’ v prostredi zvySeného oxidac-
ného stresu. Ovplyvnenie oxidaéného stresu v nadorovych bunkéch je tieZ jednou z ciest Uspes-
nej nadorovej terapie. Feroptéza predstavuje d’aldiu 3pecifickt formu regulovanej bunkovej
smrti, ktora je na rozdiel od apoptézy, autofdgie alebo nekroptézy primarne zavisla od Zelezom
riadenej degradacie bunkovych membran. Principom je to, Ze dvojmocné Zelezo moze reagovat’
zosilituje lipidovii peroxidaciu bunkovych membran s naslednym poskodenim membréanovej
integrity. Z terapeutického hladiska predstavuje feroptoza perspektivnu a klinicky zaujimavu
alternativu pri lie¢be nadorov, ktoré vykazuju rezistenciu voci apoptoze.

Siedma kapitola je tieZ rozsiahla a v principe opisuje pyroptozu, ako aj nekroptozu ako
d’alie cesty eradikicie nadorovych buniek pri zapale. Su to zapalové formy regulovanej bun-
kovej smrti. Na molekuldrnej Grovni je pyroptoza zaloZena na aktivacii inflamazémov a gas-
derminovych pérotvornych proteinov a prebieha v dvoch fazach. Prva fiza aktivuje receptory
vrodenej imunity alebo cytokinové receptory a druh4 faza je sprostredkovand intracelularnymi
stresormi, ako st napriklad voIné radikaly kyslika. V nadorovych bunkach méze byt pyroptoza
indukovana viacerymi terapeutickymi zasahmi vratane chemoterapie, radioterapie, resp. on-
kolytickych virusov. Chalkény (napr. C10) mézu mat’ vyznamnu tlohu pri aktivacii pyroptozy.
Studie potvrdzujtice tito tedriu st v prilohe habilitaénej prace vo forme publikacii habilitantky.

VePmi vyznamnou kapitolou je kapitola &. 10 — vézba nizkomolekulovych latok na
DNA, vztah $truktiry a uéinku (SAR) derivatov chalkénov a indolovych fytoalexinov a ich
stvis s regulaciou bunkovej smrti. DNA predstavuje kIi¢ovy farmakologicky ciel’ viacerych
protinadorovych liegiv. Naruenie jej truktury a funkcie sa premieta do aktivécie odpovede na
poskodenie, zastavenia bunkového cyklu a spustenia programovej smrti. Derivéty chalkénov a
indolovych fytoalexinov svojou chemickou §truktirou méZu ovplyviiovat’ tento systém progra-
movej bunkovej smrti.

Prinosy pre d’alsi rozvoj vedy a prax spoéivaji v ziskanych poznatkoch, ktoré su ori-
ginalne, velmi cenne pre rozvoj zakladného, ako aj aplikovaného vyskumu vo vednom odbore
farmakoldgia. Teoretické, ako aj praktické prinosy su v podstate prezentované v zdveroch ka-
pitoly 4.



Po formélnej strinke nemam (aZ na rozsah) k habilitaénej praci Ziadne pripomienky,
resp. vyhrady. Na habilitantku méam $tandardne nasledujtice otazky:

1. Prosim, aby habilitantka pri obhajobe prezentovala svoje stanovisko k d’alSiemu roz-
voju vednej discipliny z aspektu pedagogickej prace, ako aj z pohladu vyskumnych
aktivit.

2. Aky ma habilitantka nizor na redlne pouZitie derivatov chalkénov a indolovych fytoa-
lexinov v klinickej praxi?

3. Ktort biochemicku cestu, resp. kombindciu biochemickych ciest povaZuje habilitantka
za najuéinnejiu pre inhibiciu rastu nadorovych buniek i vitro derivatmi chalkénov a
indolovych fytoalexinov?

Celkové zhodnotenie a zaver

Habilitantka je skiisenou, odborne zdatnou vysokoskolskou pedagogi¢kou, ktora dosa-
huje vePmi dobré edukaéné vysledky. Je autorkou alebo spoluautorkou 29 prac evidovanych v
databdzach SCOPUS a WoS a ma 553 SCI citacii. Jej habilitaéna praca na tému ,,Farmakolo-
gicka modulacia bunkovej smrti, signalizécie a regulaénych mechanizmov nadorovych buniek
derivatmi prirodnych latok* predstavuje hodnotny vedecky spis a je prinosom pre rozvoj ved-
ného odboru ,,farmakolégia®.

Zaverom moZem konStatovat’, Ze predloZena habilitana praca spiiia vietky podmienky
kladené na tento druh vedeckych prac. Odpora&am prislunej habilitaénej komisii prijat’ ju ako
podkladovy material pre habilitaéné konanie a po jej uspe$nom obhéjeni odpori¢am udelit’
PharmDr. Radke Michalkovej, PhD. vedecko-pedagogicky titul:

,,docent®

v odbore habilitacného konania a inauguracného konania farmakologia.

V Kosiciach 20. aprila 2026

/pfdf. MVDr. Jaroslav Legath, C.S’c
Katedra farmakolégie a toxikologie
Aniverzita veterinarskeho lekérstva a farméacie
v Kogiciach
Komenského 73, 04181 Kosice



