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Oponentsky posudek

na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Viclava Navritila nazvanou: ,,Development of
analytical tools for quantification and screening for inhibitors of glutamate

carboxypeptidase II and 111

Hlavnim cilem ptedlozené doktorské disertaéni prace Mgr. Vaclava Navratila byl vyvoj
novych metod pro kvantifikaci glutamétkarboxypeptidas II (GCPII) a III (GCPIII) a hledani
jejich inhibitord. GCPII v centrdlni 1 periferni nervové soustavé katalyzuje odStépeni
glutamatu z neuropienaSece N-acetylaspartylglutamatu (NAAG) a v tenkém stievé z folath
piijatych v potravé. GCPII je spojovéana s nékolika neurologickymi poruchami a karcinomem
prostaty a proto je perspektivnim cilem terapeutické intervence. Druhy studovany enzym
GCPIII se také podili na $t€épeni NAAG v centralni nervové soustavé a jeho vlastnosti nejsou
zatim pfili§ zndmy. Lze tedy konstatovat, Ze téma této doktorské disertacni prace je velmi
aktualni.

Disertacni prace Mgr. Vaclava Navratila mé bez pfiloh 77 stran, je psdna anglicky
zkracenou formou, tedy jako komentovany soubor publikaci doktoranda. V teoretickém
uvodu autor popisuje zakladni vlastnosti GCPII a III, jejich strukturu, uvadi piehled zndmych
inhibitorti a sumarizuje vyuziti GCPII pro terapeutické ucely pii 1é¢bé karcinomu prostaty.
Déle autor uvadi piehled metod selektivni detekce proteini a hledani novych inhibitord.
Nasleduji cile prace, ¢ast s vysledky zalozena na ctyfech publikacich (doktorand je prvnim
autorem jedné znich, u kazdé publikace je uveden podil doktoranda na prezentovanych
vysledcich), diskuse, zavér a piehled citované literatury.

Prvni publikace se tyka charakterizace enzymovych vlastnosti lidskych GCPII a III viici
jejich zndmym substratim NAAG, BCG a FolGluy. Doktorand byl v této praci odpovédny
zejména za vyvoj metodiky qRT-PCR pro kvantifikaci obou studovanych enzymd.

Druhd publikace se také vénuje enzymologické charakterizaci GCPII, konkrétné
rekombinantni hmyzi GCPII, a studii exprese GCPII v tkanich mysi. Doktorand byla v této
praci odpovédny za ¢ast vysledkl tykajici se qRT-PCR esejim, izolaci RNA, testovani jeji
integrity a jeji piepis do cDNA.

Tteti publikace se tykala prokdzani pfitomnosti a aktivity GCPII v lidské krevni plasmé.
Doktorand byl v této praci odpovédny za testovani novych protilatek proti GCPII a
optimalizaci purifikace vybrané protilatky 2G7.


mailto:obsil@natur.cuni.cz

Ctvrta publikace, kde je Mgr. Vaclav Navratil prvnim autorem, je bezesporu hlavnim
vysledkem této doktorské disertaéni prace. Prace popisuje vyvoj velmi citlivé metody pro
detekci a kvantifikaci enzymt a hledani novych inhibitorti. Metoda byla nazvana DIANA
(DNA-linked Inhibitor ANtibody Assay) a je zalozena na tom, ze cilovy enzym je
imobilizovan pomoci protilatky a nasledné detekovan pomoci detekéni sondy, kterd se sklada
z nizkomolekularniho inhibitoru pfislusného enzymu a fetézce DNA. Tato DNA je néasledné
detekovana pomoci qPCR. Interakce enzymu s protilatkou a inhibitorem zajist'uje vysokou
selektivitu, detekce pfipojeného fetézce DNA prostirednictvim qPCR pak poskytuje vysokou
citlivost. Jako modelové enzymy pro testovani metody byly pouzity GCPII a CAIX
(karbonanhydrasa IX). Prace ukazala, ze pomoci této metody lze detekovat extrémné mala
mnozstvi enzymil v komplexnich biologickych matricich. Prace dale ukazala, ze tuto metodu
lze vyuzit i pfi hledani novych inhibitori testovanim velkych knihoven organickych latek.
V této studii hral doktorand klicovou ulohu, byl odpovédny za jeji design, vyvoj metodiky,
jeji testovani a validaci. Dale se podilel na analyze ziskanych dat a sepsani publikace.

Predlozena doktorskd disertacni prace je psana srozumitelnou angli¢tinou, mnozstvi
ptreklept ¢i formulacnich nepiesnosti je minimalni, z formalniho hlediska je prace v poradku.
Mgr. Vaclav Navratil je prvnim autorem jedné ze Ctyt publikaci, které jsou zakladem této
diserta¢ni prace. Krom¢ toho, je spoluautorem sedmi dalSich publikaci (na jedné z nich je
prvnim autorem). Piedlozena disertacni prace jasné ukazuje, ze Mgr. Vaclav Navratil ziskal
znaéné zkuSenosti v celé Sifi metod proteinové biochemie, imunochemie a medicinalni
chemie.

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

1. Je néjaké vysvétleni pro pozorovany rozdil v tkanové distribuci GCPII u ¢lovéka a u
mysi?

2. GCPII je integralni membranovy glykoprotein nachéazejici se v plasmatické membrané
bunék. V praci III byla GCPII detekovéna v krevni plasmé. V jaké formé je zde GCPII
pritomna, kdyz krevni plasma neobsahuje krevni buiiky?

3. Pouziti metody DIANA na detekci/kvantifikaci enzymu vyzaduje existenci inhibitoru,
ktery se na dany enzym vaze s vysokou afinitou. Lze v ptipadech, kdy takovy inhibitor
neni k dispozici nahradit tuto ¢ast sondy napft. protilatkou.

4. S jakou minimalni afinitou musi enzym vazat inhibitor, aby se metoda DIANA dala
pouzit? Jaka je maximalni koncentrace DMSO, ve které je DIANA funk¢ni?

Zavérem konstatuji:

Ptedlozena doktorska diserta¢ni prace Mgr. Véclava Navratila piedstavuje cenny ptinos ke
studiu funkce enzymi GCPII a III a vyvoji novych citlivych biochemickych metod detekce a
kvantifikace enzymi. Prace je psana srozumitelné, peclive, vysledky prace byly publikovany
v kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech. Autor ve své disertacni praci dokazal, Ze je vyspélym
védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.



Jelikoz ptedlozend prace Mgr. Vaclava Navratila vyhovuje vSem pozadavkim kladenym na
doktorskou disertacni praci, plné ji doporucuji k ptijeti.
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