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oponentský posudek diplonnové práce Anny Plechanovové,

,rStudy of the active site of glutamate carboxypeptidase II"

Diplomová práce Anny Plechanavavé je fonnálně velmi dobře presentována, je

přehledná' psaná dobrou angličtinou (a to nejen z hlediska gramatického' ale i z hlediska

čtivosti a,,šarmu..), čtenáři napomáhá seznam použiých zkratek'

Glutamátkarboxypeptidasa II {GCPII) patří mezi .typické představitele ,''moon1ighting..

{,,me.louchař{c.ích..) 'molekul. Tento poněkud frivolně zněj1ci t,Énev je v literatuře pouáván

pro molekuly s širším funkčním potenciálem, pro molekuly, které jsou ukázkou přírodou

,'osvědčených.. struktur a které v různých buňkách a orgánech mohou vykonávat rumé

funkce. V případě GCP ll je předpokládáno něk.olik biomedicínsky ýznamných ťunkcí

v CNS a v úrorrrri spekulací je další ťunkční por.tfolio v dalších místech expres€ tohoto

efizymu: napríklad v prostatě; GIT atd. Z klinického pohledu je tato molekula rovněž

markerem prostatického karcinomu a _ na vrub své exprese v nádorové neovaskulatuře .

možným terapeutickým terčem u některych nádoroqich onemocnění. Těžíště současného

poznání využitelnosti GCPil (a jejích inhibitoru) je v oblasti CNS a proto autorka zahajuje

svou práci přehledem obecných zákonitostí neurot'ransmise' V dalších částech úvodu

kandi.datka postupně popisuje zwámě detaily mo1ekulárníeh aspel.1ů katalytického

mechanismu GCPII, včetně vŠech pro základní qýZkum typických zdanlivě rozporných

pozorování'



Vlastním cílem práce byla příprava cílených mutantů a ana|ýza někteqých parametrů

interakce GCPII s modelovými substráty. Jedná se o logic!ý postup studia katalytického

mechanismu z ,'obou stran.. - ze strany aktívního centra a substrátu. Autorka připravíla sedm

a detailněji charakterisovala šest mutovaných f.orem studovaného enzymu a ana|yzovala

kinetické parametry jeho sedrni modeloqýeh substrátů. Ve s{ich studiích použila autorka

množstvÍ náročných analýických a molekulá.rně bíologie\ých metod. Získané přesvč.dčivě

zdokumentované qýsledky jasně potwzují skutečně imponující rozsah práce. Výsledky

umožňují činit věrohodné závěry o roli někteqých aminokyseIinovych zbytků vprocesu vazby

substrátu a v]astního hydroJytického procesu. Studium modeloqých suhstráů přineslo nové

poznatky použitelné pro návrh potenciálně klinicky významných inhi.bitorů GCPII.

Na předloŽené práci oceňuji i její širší kontext, daný mezioboroými, vnitřně provázanými

prqekty tymu domovské laboratoře kandidátky.

Na základě zjevné zánažnost tématu a vlastního přispění kandidátky k poznání v oboru

s potěšením abezvýhrad I}oPORUČur diplomovou práci přijmout k obhajobá

Pro ďiskusi přeďkláďám nrÍsleďujícÍ otázky:'

V práci citovaná publikace Pangalos et al (t999) zmiňuje dipeptidyl-peptidasovou aktivitu

GCPII vuči peptidům a proteinům obsahujícím Pro na předpos1edním (či každém sudém)

místě od N-konce. Je tento předpoklad jíž zcela vyvrácen?

Autorka popisuje ýrazné nižší ,,expresní výkonnost* mutovaných forem GCPII. Tento

ťenoměn neshledává jako důsledek změny afinity Abs a tim za de-ťacto detekční artefakÍ' Má

k tomuto předpokladu ještě dďší v'ysvětlení? sám fakt' že mutace nepostihují sekvenci

i'nteragující s protitrátkou ncvylrrčrrje změntr afinity danorr například zrněnou konformaee

antigenní struktury.

Jakéjsou další vědeeké plány autorky?
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