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       Doktorská disertační práce Mgr. Radka Jordy v úvodní teoretické části pojednává o úloze cyklin-dependentních kinas (CDK) v buněčných biologických procesech a o současném stavu výzkumu a vývoje inhibitorů CDK včetně jejich možného  uplatnění v buněčné patologii a následně i v humánní medicíně. Vlastní badatelská činnost autora  se soustřeďuje na syntézu nových bioisosterů purinů typu pyrazolo[ 4,3-d ] pyrimidinů a jejich trisubstituovaných analog, na charakterizaci jejich inhibičních účinků různých CDK a konečně na srovnání těchto původních inhibitorů s roskovitinem z hlediska inhibiční selektivity vůči různým proteinkinásám, jejich vlivu na buněčnou proliferaci a apoptózu. Systematické studium četných modifikací substituentů v molekule roskovitinu a analýzy jejich inhibičního potenciálu vedlo k vývoji nové skupiny látek s významnými inhibičními účinky různých CDK. V nesčetných biochemických a biologických experimentech disertant ukázal, že 3,5,7-trisubstituovaný pyrazolo[4,3-d] pyrimidin 7 se preferenčně váže a tedy inhibuje aktivitu CDK2. Disertant v řadě modelových experimentů prokázal, že biologické účinky této látky, jako např. zástava buněčného cyklu, defosforylace Rb proteinu, intranukleární akumulace nádorového supresoru p53 či inducibilita apoptósy v některých případech výrazně převyšují účinky referenčního roskovitinu. Zdá se tedy, že tato nová skupina inhibitorů CDK by mohla najít uplatnění v humánní medicíně a to nejenom v oblasti onkologických chorob, ale jak sám autor z vlastních pilotních pokusů předpokládá, i v léčbě některých protozoálních infekcí.

Aktuálnost:

       zaměřní a cíle disertace na vývoj a studium biologických účinků nových inhibitorů buněčných proteinkinas je bezesporu aktuálním výzkumným trendem v hledání nových možností jak potlačit růstovou autonomii maligních buněk, případně indukovat jejich apoptotické suicidium.   

Originalita a vědecký přínos:

       zadání disertační práce a její cíle reflektují zaměření pracoviště na němž práce vznikla. Disertace  je pokračováním několikaletého úspěšného studia inhibitorů CDK na basi  syntetických analog přírodních cytokininů, studia vztahů mezi strukturou a biologickými účinky, na objasňování molekulárních mechanismů jejich působení a konečně na studium jejich možného využití v klinické medicíně. Původním přínosem ve studiu CDK inhibitorů je jednak syntéza nového pyrazolo[4,3-d]pyrimidinového bioisosteru roskovitinu včetně detailní charakteristiky jeho biologických účinků a priorit oproti roskovitinu, ale i průkaz, že některé pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny inhibují leishmaniální proteinkinasu CRK3 a růst amastigotů Leishmanie. Není tedy pochyb o tom, že výsledky disertace přinesly původní, ale i inspirující vědecké poznatky. 

Metodiky řešení:

       splnění cílů práce vyžadovalo použití spektra moderních, biochemicko-biologických metod, které jsou detailně uvedeny v publikacích, jež jsou přílohou spisu.

Prezentace a interpretace výsledků:

       prezentace a interpretace podstatných výsledků, ať již citovaných v kapitole teoretického úvodu či v přiložených publikacích, je jasná a jednoznačně vědecky přínosná. Mgr. Jorda je autorem či spoluautorem 4 publikací uveřejněných v per review mezinárodních odborných časopisech se souhrnným IF 23,3. Další 2 práce jsou v recenzním řízení zahraničních periodik. Podíl práce autora na jednotlivých publikacích je v disertačním spisu písemně dokladován. Výsledky výzkumu disertant přednesl na 1 tuzemské konferenci a na 4 zahraničních mezinárodních symposíích s uveřejněnými abstrakty v recenzovaných periodicích.

Připomínky oponenta:

       - k vědecké hodnotě práce a k výsledkům nelze mít zásadní připomínky vzhledem k tomu, že získané poznatky jsou původní, byly publikovány a tedy prošly mezinárodní oponenturou.

       - dvě mé poznámky se týkají formální stránky disertace. Údaje, uvedené na str. 3 pod názvem „Bibliografické informace“ považuji v dané prezentaci za zbytečné, navíc obsahují data autobiografická a velmi simplifikovaná data bibliografická. Dále v kapitole „Cíle disertace“ na str. 6 autor uvádí, jako dominantní cíl vypracování literární rešerše a teprve jako další cíl vlastní badatelskou činnost. Literární rešerše je nezbytný zdroj informací k vlastní výzkumné problematice, neměl by tedy být tím prvním cílem vědecké práce.

Dotazy:

1. Na základě studovaného mechanismu účinku trisubstituovaného pyrazolo

      [4,3d]pyrimidinu 7 disertant uvažuje o potenciálním využití této látky v léčbě

      neoplasií. Jedná se pouze o spekulativní úvahy, nebo byly v tomto smyslu 

      prováděny nějaké in vivo pilotní studie?

2. Jaká je rozpustnost této nové látky? Je něco známo o poločasu rozpadu, eventuelně o vazbě na plasmatické bílkoviny? Je toxicita tohoto nového inhibitoru CDK srovnatelná na buněčné úrovni s toxicitou roskovitinu?

       3.   Jak lze vysvětlit mechanismus akumulace p53 v jádře účinkem studovaného 

      inhibitoru CDK? Liší se akumulační schopnost buněk s wt a mutovaným p53?

3. Prosím rovněž o stručnou představu disertanta o záměrech své další vědecké práce.

Z á v ě r
Disertační práce Mgr. R. Jordy předkládá původní vědecké poznatky v oblasti výzkumu nových inhibitorů CDK. Práce splnila bezezbytku stanovené cíle. Koncepčnost pokusů, použití moderních metod, získané původní poznatky jakož i jejich prezentace jsou dokladem vědecké vyspělosti disertanta.

Doporučuji přijmout disertační práci Mgr. R. Jordy jako podklad pro obhajobu a pro udělení hodnosti Ph.D. v oboru biochemie.
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