Oponentsky posudek doktorské prace
Michal Navratil: Human glutamate carboxypeptidases Il and 111

Cilem doktorské prace Michala Navratila byl vyzkum lidskych proteint
glutamat karboxypeptidasy II a III. Oba dva navzajem Si blizce ptibuzné proteiny se
vyskytuji v membrané lidskych bunék v fad¢ tkani a jejich extracelularni cast
vykazuje karboxypeptidasovou aktivitu vii¢i riznym peptidovym substratim.

V nékterych tkanich je fyziologicky vyznam této aktivity ¢aste¢né objasnén,
(naptiklad hydrolysa NAAG pomoci GCPII za vzniku NAA a volného L-glutamatu
v mozkovych butikach), v jinych piipadech (napt. aktivita GCPII v buiikach prostaty)
zustava fyziologicky a patofyziologicky vyznam téchto enzymovych aktivit zatim
neznamy. Pfedlozena prace fesila pomérné Siroké spektrum tkold, z nichz Ize
jmenovat napt. vyzkum novych, hydrofobnéjsich inhibitori enzymu GCPII, které by
snaze prekonavaly hematoencefalickou bariéru, nebo celé spektrum tikoll, majicich
za cil porovnavat oba dva pfibuzné proteiny (GCPIl a GCPIII) z hlediska jejich
enzymovych specifit a vyskytu v jednotlivych lidskych tkdnich. Pii praci byly
vyuzivany jak proteiny pfipravené rekombinantni expresi ve hmyzich buiikach, tak i
pfirozeny material a byly pouzity i metody vypocetni chemie.

Prace Michala Navratila ma 106 stran, obsahuje 28 obrazkd, je psana dobrou
angli¢tinou a ¢lenéna klasickym zptisobem. Ve velmi dobie a ¢tivé napsaném Uvodu
je Ctenaf nejprve obsahle seznamen s obéma studovanymi molekulami z hlediska
jejich biochemického a fyziologického vyznamu. Nasleduje uvedenti cilt prace a
specifikace pouzitého materialu a metod. Prace pokracuje ¢astmi Vysledky a Diskuse,
které predstavuji jeji vlastni jadro a je zakoncena Souhrnem, kratkym nacrtem
budoucich vyhledti vyzkumu a seznamem citované literatury, obsahujicim 190 citaci.
Prace ma dobrou grafickou upravu a velmi malo tiskovych chyb. Vysledky ziskané
béhem vyzkumu autor publikoval ve 3 publikacich ve kvalitnich ¢asopisech, ptfi¢emz
na dvou publikacich je uveden jako prvni autor.

Domnivam se, Ze ptedloZena prace ma vysokou hodnotu, obsahuje velmi
mnoho cennych dat ziskanych pomoci opravdu sirokého spektra metod a tato data
jsou velmi dobfe interpretovana a zafazena do celkového kontextu vyzkumu. Za jeden
enzymové aktivity uvedenych proteinti. Pro mé osobné byly nejzajimavéjsi ty casti,
které se tykaly bliz§iho studia GCPIII s jeho nové objevenym vysoce specifickym
substratem B-citryl-L-glutamatem. Tato oblast vyzkumu se totiz otevira zcela nove a
naznacuje fadu doposud netuSenych souvislosti.

K praci mam tyto pfipominky:

1. Chtél bych upozornit na skutec¢nost, ze pti detekci aktivity GCPII a GCPIII
byla pouzita celd fada lidskych tkani, coZ zvySuje vyznam ziskanych vysledka
napf. oproti experimentiim na zvitatech.



2. PfiGvahach o mozné roli GCPIII v distribuci zeleza v organismu nebyla
Vv textu zminéna piibuznost GCPIII s transferinovym receptorem.
Ptedpokladam, ze tato podobnost mize byt dalSim naznakem posilujicim
uvedenou hypotézu.

Dale bych rad polozil kandidatovi nasledujici dotazy:

A. Byla pfi pokusech o vyfeseni struktury inaktivniho mutantu molekuly GCPIII
S jeho substratem pouzita také metoda ,,soakingu“ substratu do hotového krystalu?

B. Budou dale testovany charakterizované lipofilné;jsi inhibitory proteinu GCPII?

C. Z obrazku 26 vyplyva, ze kosterni svalstvo a leukocyty byla jedinad dvé mista, kde
byla nalezena mRNA pro GCPIII, pficemz nebyla detekovana zadna mRNA pro
GCPII. Byly pii navrhu sond pro qPCR uvaZovany vSechny mozné sestiithové
varianty proteinu? A pokud je dané zjisténi skutené pravdivé, 1ze z ného usuzovat
cosi ohledné rozdilnych roli obou proteint?

D. V textu bylo zminéno, Ze objev BCG jako substratu enzymu GCPIII byl u€inén
nezavisle na jeho publikaci F. Collardem roku 2011 v J. Biol. Chem. Bylo by mozné
struéné popsat, jak se podafilo tento substrat identifikovat?

Zavérem bych chtél fici, Ze celou praci povazuji za velmi kvalitni. Podle mého

nazoru spliiuje vSechny podminky které jsou na ni kladeny a plné ji doporucuji
pfijmout k dal$i obhajobé.
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