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Oponentsky posudek

na doktorskou disertacni praci Mgr. Michala Navratila nazvanou: ,,Human glutamate

carboxypeptidases Il and 111«

Predlozena doktorska disertacni prace Mgr. Michala Navratila je zaméfena na studium
struktury a enzymatickych vlastnosti lidskych karboxypeptidas I a II (GCP Il a Ill). Enzym
GCP II je znam svou schopnosti hydrolyzovat N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat (NAAG) ¢i
poly-y-L-glutamylovanou kyselinu listovou (FolGlu,). GCP III je méné prostudovanym
paralogem GCP Il a je schopen hydrolyzovat B-citryl-L-glutamat (BCG) v pfitomnosti ionti
Ca®" a Mn®*. Obg tyto metaloproteasy jsou siln& exprimovany Vv nadorech prostaty a proto
predstavuji atraktivni cil pro diagnostiku a terapii tohoto onemocnéni.

Hlavnim cilem ptedlozené disertacni prace byla detailni kineticka a strukturni charakterizace
a porovnani GCP Il a Ill. Prvni ¢ast prace je v€novana biochemické charakterizaci substratové
specifity GCP 1l a II a jejich mutantnich variant. Dalsi ¢ast se Soustfedi na strukturni podstatu
substratové specifity téchto enzymu. V nasledujicich ¢astech prace se Mgr. M. Navratil
vénoval studiu tkanové distribuce GCP Ill, vyfeSeni struktury GCPII H475Y a vyvoji
lipofilnich inhibitord GCP II a selektivnich inhibitort GCP IlI.

Mezi hlavni vysledky prace patii vysvétleni mechanismu vazby FolGlu, na GCP Il pomoci
rentgenostrukturni analyzy a charakterizace hydrolyzy FolGlu, timto enzymem, zjisténi, ze
BCG je specifickym substratem GCP III, vysvétleni strukturni podstaty rozdilti v substratové
specifit¢ GCP 1II a III, strukturni charakterizace tzv. S2 vazebného mista GCP II a popsani
tkanové distribuce GCP III jak na Grovni proteinu, tak 1 mRNA. Vysledky této prace byly
zatim publikovany ve tfech publikacich v kvalitnich Casopisech s IF, pfi¢emz Mgr. M.
Navratil je prvnim autorem dvou z téchto publikaci. Podle odkazu v praci je ziejmé, ze dalsi
publikace budou nasledovat.

Disertaéni prace Mgr. M. Navratila je psana standardni plnou (nezkracenou) formou a
obsahuje tvod do studované problematiky, cile prace, popis pouzité metodiky, popis
vysledku, diskusi, zavér a seznam citované literatury. Prace je psana péknou angli¢tinou a z
formalniho hlediska je dle mého ndzoru vSe v poradku. Pfitomnost gramatickych chyb a
formulac¢nich nepfesnosti je nizka.

Predlozena disertacni prace ukazuje, ze Mgr. M. Navratil ziskal zkuSenosti v celé Sifi
strukturni biologie a enzymologie a seznamil se s fadou kli¢ovych technik vcetné ptipravy
rekombinantnich proteinti, stanoveni kinetickych parametri studovanych enzymdu, studia
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jejich struktury pomoci rentgenové krystalografie ¢i metod pro charakterizaci jejich stability
(DSF).

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nasledujici dotazy, které
jsou spise naméty pro diskusi:

1. V praci zminujete mys s knockoutem GCP Il a jeji vyuziti pii studiu funkce GCP III.
Byl ptipraven i knockout GCP III ¢i obou téchto enzymii?

2. Jaka je vazebna afinita GCP Il a GCP IIl pro ionty Zn*? MuZete ji porovnat
s fyziologickou koncentraci Zn®*? Jsou znamé vazebné afinity Ca** a Mn®* pro GCP
[11? Pokud ano, muzete je porovnat s fyziologickymi extracelularnimi koncentracemi
téchto iontti?

3. AAS analyza ukézala i u GCP II &astecné obsazeni vazebnych mist pro Zn?* (1,4 iontu
Zn** na molekulu GCP II). Je diivodem zpisob p¥ipravy proteinu/vzorku, nebo i u
GCP II miZe byt jeden z iontd Zn** v klastru Zn1-Zn2 nahrazen jinym kovem jako to
bylo pozorovano u GCP I11? Maji ionty Ca?*, Mn?* atd. vliv na aktivitu GCP 11?

4. Je mozné odhadnout fyziologické koncentrace BCG a porovnat je se ziskanou
hodnotou Ky pro GCP 11?7 Jsou znamy né&jaké dalsi funkce BCG kromé jeho
pravdépodobné ulohy v transportu zeleza? Existuje souvislost mezi tkanovou
distribuci GCP Il a enzymu, ktery BCG syntetizuje?

Zavérem konstatuji:

PredloZena doktorska disertacni prace Mgr. Michala Navratila pfedstavuje cenny pfinos ke
studiu struktury a kinetickych vlastnosti lidskych enzymi GCP Il a Ill. Vzhledem Kk jejich
vysoké expresi v nadorech prostaty piedstavuji tyto metaloproteasy atraktivni cil z hlediska
diagnostiky a terapie tohoto onemocnéni. Identifikace specifickych substratd a selektivnich
inhibitord poskytne nastroje nejen pro dalsi studium jejich fyziologické ulohy, ale potencialné
I pro vyvoj terapeuticky vyuzitelnych postupti. Prace je psana srozumitelné, peclive, vysledky
byly publikovany v kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech s IF. Autor ve své disertacni praci
dokazal, ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz ptedlozena prace Mgr. Michala Navratila vyhovuje vSem pozadavkiim kladenym na
doktorskou disertaéni praci, plné€ ji doporuéuji k piijeti.
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