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Oponentsky posudek diplomové prace Anny Plechanovové,

»Study of the active site of glutamate carboxypeptidase I1*

Diplomova prace Anny Plechanovové je formdiné velmi dobfe presentovdna, je
ptehledna, psana dobrou angli¢tinou (a to nejen z hlediska gramatického, ale i1 z hlediska

Ctivosti a ,,8armu’), ¢tenafi napomaha seznam pouzitych zkratek.

Glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII) patii mezi typické ptedstavitele ,,moonlighting*
(,,melouchaticich) molekul. Tento pongkud frivoln€ zné&jici nazev je v literatufe pouzivan
pro molekuly s $ir§im funkénim potencidlem, pro molekuly, které jsou ukazkou ptirodou
»~osvédeenych™ struktur a které v riznych bunkach a orgdnech mohou vykonavat riizné
funkce. V ptipadé¢ GCP II je ptedpokladano nckolik biomedicinsky vyznamnych funkci
vCNS a vurovni spekulaci je dal§i funk&ni portfolio v dalSich mistech exprese tohoto
enzymu: naptiklad v prostat¢, GIT atd. Z klinick¢ho pohledu je tato molekula rovné&z
markerem prostatického karcinomu a — na vrub své exprese v naddorové neovaskulatufe -
moznym terapeutickym teréem u nékterych nadorovych onemocnéni. Tézist€ soucasného
poznani vyuZitelnosti GCPII (a jejich inhibitorti) je v oblasti CNS a proto autorka zahajuje
svou praci ptehledem obecnych zakonitosti neurotransmise. V dalSich ¢astech wvodu
kandidatka postupné¢ popisuje znamé detaily molekularnich aspektd katalytického
mechanismu GCPII, véetné viech pro zakladni vyzkum typickych zdanlivé rozpornych

pozorovani.



Vlastnim cilem prace byla pfiprava cilenych mutantl a analyza né¢kterych parametri
interakce GCPII s modelovymi substraty. Jedna se o logicky postup studia katalytického
mechanismu z ,,obou stran® — ze strany aktivniho centra a substratu. Autorka pfipravila sedm
a detailn€j charakterisovala Sest mutovanych forem studovaného enzymu a analyzovala
kinetické parametry jeho sedmi modelovych substrati. Ve svych studiich pouzila autorka
mnoZstvi ndroénych analytickych a molekularn€ biologickych metod. Ziskané presvéd¢ive
zdokumentované vysledky jasné potvrzuji skuteéné imponujici rozsah prace. Vysledky
umozhuji ¢init vérohodné zavery o roli nékterych aminokyselinovych zbytkl v procesu vazby
substratu a vlastniho hydrolytického procesu. Studium modelovych substratl ptineslo nové

poznatky pouzitelné pro navrh potencialné klinicky vyznamnych inhibitort GCPIIL.

Na predlozené praci ocetiuji i jeji $ir8i kontext, dany mezioborovymi, vnitiné provazanymi

projekty tymu domovské laboratofe kandidatky.

Na zakladé zjevné zavaznost tématu a vlastniho prispéni kandidatky k poznani v oboru

s pot&enim a bez vyhrad DOPORUCUJI diplomovou praci pFijmout k obhajobé.

Pro diskusi predkladam nasledujici otazky:

V préci citovana publikace Pangalos et al (1999) zminuje dipeptidyl-peptidasovou aktivitu
GCPII vici peptidim a proteinim obsahujicim Pro na pfedposlednim (¢i kazdém sudém)

mist¢ od N-konce. Je tento pfedpoklad jiz zcela vyvracen?

Autorka popisuje vyrazné niz8i ,.expresni vykonnost” mutovanych forem GCPII. Tento
fenomén neshledava jako disledek zmény afinity Abs a tim za de-facto detekéni artefakt. Ma
k tomuto piedpokladu jesté daldi vysvétleni? Sam fakt, ze mutace nepostihuji sekvenci
interagujici s protilatkou nevyluCuje zménu afinity danou napiiklad zménou keonformace

antigenni struktury.

Jake jsou dalsi védecke plany autorky?
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