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Posudek na dizertaéni praci ,Pfiprava a charakterizace mysi s vyfazenym genem pro

IH

glutamatkarboxypeptidasu |

Predkladatelka: Mgr. Barbora Vorlova

Skolitel: RNDr. Pavel Sacha, Ph.D.

Predkladana dizertalni prace je zaloZena na dvou rukopisech pfijatych v renomovanych
impaktovanych €asopisech (The Prostate a FEBS OpenBio), kde v The Prostate je kandidatka prvnim
autorem. Barbora je rovnéz prvni autorkou jedné souhrnné publikace (Mol Biol Cell) a spoluautorkou
dvou dalSich publikaci zamérenych na studium racemasy serinu. Prace o celkovém rozsahu 174
stranek (véetné pfiloh) je psana v anglitiné s klasickym €élenénim zahrnujici pfehledny tvod,
metodiky, vysledkovou ¢ast, diskuzi, seznam citaci a dva vlozené rukopisy. Po formalni strance nemam
k praci vétsi vyhrady, pouze bych autorce do budoucna doporucil hojnéji vyuzivat uréité/neurcité
¢leny, kterych v praci postradam relativné velky pocet.

StéZejnim prispévkem dizertace je pfiprava a charakterizace mysi s vyfazenym genem pro
glutamatkarboxypeptidasu Il (GCPII) s vyuZitim editace mysiho genomu pomoci TALENG. Vzhledem ke
kontroverznim vysledkim nékolika predchozich publikovanych praci se jedna o vysoce aktualni téma a
ziskané informace bezesporu jsou a budou pfinosné pro Sirsi védeckou komunitu, jelikoZ GCPII je
vyznamnym cilem pro in vivo diagnostiku a |é¢bu rakoviny prostaty. Vysledky prace jasné ukazaly, ze
KO mysi jsou Zivotaschopné, nemaji reprodukéni problémy a obecné nevykazuji Zadny vyrazny fenotyp
s vyjimkou zvySeného sklonu k obstrukci semennych vacka u starsich jedincu.

Pfi pfipravé a ndsledné charakterizaci KO mysi si Barbora osvojila Siroky rozsah experimentalnich
technik, zahrnujici metody molekularni biologie (klonovani, genotypizace, mutageneze), heterologni
exprese v hmyzich a savéich expresnich systémech, purifikacni metody, biofyzikalni a kinetickou
charakterizaci rekombinantnich proteind a v neposledni fadé také metody fenotypizace a zaklady
metabolomiky. Pevné véfim, Ze takto Siroké metodologické portfolio bude dobrym zakladem pro dalsi
kariéru predkladatelky at uz ve vefejném nebo privatnim vyzkumu.

Experimentalni postupy, ziskana data i jejich interpretace jiz prosly recenznim fizenim

v mezinarodnich ¢asopisech a tudiz by bylo zbyte¢né znovu detailné analyzovat data pfijata védeckou
komunitou. Rad bych nicméné kandidatce polozil nékolik dotazl tykajicich se obecné GCPII ¢i
jednotlivych experimentd:

1. Obrdzek 21 ukazuje, Ze teplotni stabilita mutantu GCPlldel3 je ve srovnani s GCPliwt vyrazné
nizsi. RovnéZz enzymaticka aktivita GCPlidel3 je, alepofi u membranové vazané verze, témér
nulova. Pfedpokladate, ze architektura aktivniho mista GCPII z(istava zachovana a absence
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aktivity je zpUsobena pouze deleci glutamatu v aktivnim misté nebo se spiSe jednad o
Lkomplexni“ zborceni trojrozmérné struktury GCPII? Bylo by mozné s vyuzitim termalni
stability urcit, zda-li mutant GCPIldel3 interaguje s inhibitory GCPII?

2. V abstraktu zminujete, Ze ,Pravdépodobny omezeny vliv GCPII na funkci ledvin by mohl byt
uzite¢ny pro vyvoj protirakovinovych |ék cilenych na GCPII”. M{zZete toto tvrzeni detailngji
rozvést a uvést priklad(y), jak sniZit nefrotoxicitu terapeutik cilenych na GCPII?

3. Autorka vyuzila k pfipravé KO mysi specifické nukledazy TALEN s poukazem na to, Ze tyto
mohou byt specifictéjsi nez v soucasnosti béznéji pouzivané CRISPRy. Mohla byste stru¢né
porovnat obecné vyhody/nevyhody téchto dvou pfistupl, véetné off-target specificity?

4. Pfipravené KO mysi vykazuji minimalni fenotyp, co? je bezesporu pozitivni zprava pro vyuziti
GCPII jako molekularniho cile 1é¢ebnych postupd. Na druhou stranu KO mysi zatim nepfinesly
odpovéd na otdzku fyziologické funkce GCPII v ledvinach, slinnych Zldzach ¢i nadorech. Mohla
by autorka prezentovat svoji predstavu, jaké dalsi experimentalni pFistupy by v budoucnu
mohly byt vyuZity pro zjisténf fyziologickych funkci GCPII?

Zavérem muzu konstatovat, Ze pfedkladana dizertacni prace spliiuje viechny pozadavky Oborové rady
Biochemie a patobiochemie a proto ji doporucuji k obhajobé. Soucasné preji Mgr. Barbore Vorlové
hodné uspéchi v dalsim profesnim i osobnim Zivoté.

Ve Vestci, 18. fijen 2018
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