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Oponentsky posudek

na doktorskou disertaéni praci Mgr. L’ubice Skultétyové nazvanou: ,,Zinc-Dependent
Hydrolases: Structure-Function Study of Glutamate Carboxypeptidase II and Histone

Deacetylase 6%

Hlavnim cilem pfedlozené doktorské disertaéni prace Mgr. L’ubice Skultétyové byla
strukturni a  funkéni  charakterizace dvou metalohydrolas zavislych na zinku:
glutamatkarboxypeptidasy II (GCPII) a histondeacetylasy 6 (HDAC6). Hlavni pozornost byla
konkrétné vénovana studiu interakci téchto dvou enzymil s pfirozenymi substraty a raznymi
inhibitory. GCPII v centralni i periferni nervové soustavé katalyzuje od$tépeni glutamatu z
neuropienaseCe N-acetylaspartylglutamatu (NAAG) a v tenkém stifevé z folatd ptijatych v
potravé. GCPII je spojovéna s nékolika neurologickymi poruchami a karcinomem prostaty a
proto je perspektivnim cilem terapeutické intervence. Druhy studovany enzym HDACG6 je
hlavni deacetylasou tubulinu a také piredstavuje nadéjny cil v 1écbé nadorovych a
neurodegenerativnich onemocnéni. Lze tedy konstatovat, Ze téma této doktorské disertacni
prace je velmi aktudlni.

Disertaéni prace Mgr. L’ubice Skultétyové ma celkové 150 stran, je psana anglicky
zkracenou formou, tedy jako komentovany soubor publikaci doktorandky. V teoretickém
uvodu autorka popisuje zdkladni vlastnosti obou studovanych enzymt, jejich strukturu,
posttransla¢ni modifikace a jejich tlohu ve fyziologickych a patologickych dé&jich. Nasleduji
cile prace, ¢ast s vysledky zalozena na Ctyfech publikacich (doktorandka je prvni autorkou
jedné znich, u kazdé publikace je uveden podil doktorandky), diskuse, zavér a piehled
citované literatury.

Prvni publikace se tyk4d vyvoje novych inhibitort GCPII vykazujicich vys$si lipofilicitu.
Stavajici inhibitory GCPII jsou vysoce polarni latky, coZ omezuje jejich pouZiti k inhibici
GCPII v centrdlnim nervovém systému. Proto byl pfipraven a testovan panel novych
inhibitortt odvozenych od dipeptidového substratu GCPIL. V této praci byly dale vyieSeny
Ctyfi krystalové struktury GCPII v komplexu s vybranymi dipeptidy. Doktorandka byla v této
praci odpoveédna za vyteSeni jedné z téchto struktur.

Druhé publikace se také vénuje vyvoji novych vice nepolarnich inhibitord GCPII, tentokrat
na bazi derivati mocoviny. V ramci této prace bylo vyfeSeno Sest krystalovych struktur
komplext GCPII se studovanymi inhibitory. Doktorandka byla v této praci odpovédna za
vyfeseni dvou z téchto struktur.
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Treti publikace se tyka ptipravy a charakterizace 18F-znacenych peptidovych inhibitorti
GCPII, ktery se da vyuzit pro diagnostiku rakoviny prostaty. Jednim ze znakl nddorovych
bunék prostaty je vysoké exprese GCPII a toho se da vyuzit k diagnostickym ¢i terapeutickym
ucelim. Doktorandka byla v této praci odpovédna za vyfeSeni struktury komplexu GCPII
s inhibitorem CTT1056.

Ctvrta publikace, kde je Mgr. L’ubica Skultétyova prvni autorkou, je zaméfena na studium
interakci HDAC6 s tubulinem a dale na biochemickou charakterizaci deacetylace riznych
typtt tubulinu HDACG6. Tato prace ukdzala, ze HDAC6 vyrazné rychleji deacetyluje
nepolymerovany tubulin v porovndni s mikrotubuly. Pomoci technik fluorescenéni
spektroskopie bylo dale ukazano, ze deacetylace mikrotubulli probiha nahodné podél celé
délky mikrotubulu. V této praci byla doktorandka odpovédna za piipravu raznych variant
HDAC6, vypracovani metody pro sledovani deacetylace tubulinu a dale se podilela na sepsani
publikace.

Predlozen4d doktorskd disertacni prace je psana srozumitelnou angli¢tinou, mnozZstvi
pteklept ¢i formulacnich nepiesnosti je malé, z formalniho hlediska je prace v poradku. Mgr.
L’ubica Skultétyova je prvni autorkou jedné ze &tyF publikaci, které jsou zakladem této
disertatni prace. Piedlozena disertaéni prace jasné ukazuje, ze Mgr. L’ubica Skultétyova
ziskala zna¢né zkusenosti v celé $ifi metod proteinové biochemie a proteinové krystalografie.

Zavérem konstatuji:

Piedlozena doktorska disertaéni prace Mgr. L’ubice Skultétyové piedstavuje cenny pfinos
k vyvoji inhibitortt GCPII a objasnéni funkce HDAC6. Prace je psana srozumitelné, peclive,
vysledky prace byly publikovany. Autorka ve své disertacni praci dokéazala, ze je vyspelym
védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné préce.

JelikoZ piedlozena prace Mgr. L’ubice Skultétyové vyhovuje viem pozadavkim kladenym
na doktorskou disertacni praci, pln€ ji doporucuji k pfijeti.

V Praze 7. kvétna 2018 prof. RNDr. Tomas Obsil, Ph.D.
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Prirodovédecka fakulta UK, Praha

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

1. Na stran¢ 4 uvadite, ze soucasti struktury GCPII je i iont Ca*’, ktery je kriticky pro
aktivitu tohoto enzymu. Nicmén¢ z popisu metody pouzité pro méfeni aktivity GCPII
(str. 47 &i 91, 92) neni ziejmé, Ze by do pufru pro méfeni aktivity byly pridavany Ca*"



ionty. Analogicky to stejné plati pro ionty Zn>*. Jak je tedy zajiiténa saturace enzymu
témito pro aktivitu kliCovymi ionty?

. Dale uvadite, ze soucasti struktury GCPII je i iont CI', ktery ovliviluje konformaci
kladné€ nabitych residui pfi vazbé substratii ¢i inhibitorti. Jak bylo prokdzano, ze se
jedné opravdu o ion CI'? Je aktivita GCPII ovlivnéna v nepfitomnosti ionti C1™?

. Podilela jste se na dvou studiich tykajicich se syntézy lipofilnich inhibitord GCPIIL.
V jedné praci byly vyvijeny inhibitory na bazi dipeptidii s navazanym nepolarnim
alifatickym fetézcem a v druhé na bazi derivati mocoviny. Kterd z téchto dvou
strategii se Vam jevi jako perspektivnéjsi?

.V posledni praci bylo ukazano, ze HDAC6 preferencné deacetyluje dimery tubulinu.
To naznacilo, ze populace volnych dimerti tubulinu v burice bude spise deacetylovana
a k acetylace Lys40 a-podjednotky dochdzi az na polymernich mikrotubulech. Ma
deacetylace volnych dimerti tubulinu néjaky biologicky vyznam? Napf. ovliviluje
acetylace Lys40 volnych dimertd tubulinu tvorbu mikrotubulii (polymeraci tubulinu) ¢i
dalsi posttransla¢ni modifikace dimert tubulinu?



