Posudek doktorské diserta¢ni prace Mgr. Miroslavy Rovenské s nazvem:
w3tructural studies and tissue distribution of human glutamate carboxypeptidase II and
characterization of its rat and porcine orthologs*

Hlavnim obsahem piedkladané anglicky napsané disertace jsou 3 publikace zabyvajici se
enzymem glutamat karboxypeptidazou II (GCP 1I), které vysly v I. 2007 a 2008 v
mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech The Prostate, J. Med. Chemistry a J. Molecular
Biology. Prace jsou vzdy, jak dnes ani nemuze byt jinak, vysledkem tymového usili nékolika
¢lenti oddéleni doc. J. Konvalinky, CSc. z UOCHB, v.v.i., AVCR, které se danym enzymem
uspésné zabyva jiz n€kolik let. Disertace je uvedena stru¢nym ale zasvécenym rozborem
problematiky a soucasnych znalosti, kazdy z ¢lankti pak nastinem jeho ucelu, vyctem
dosazenych vysledkli event. postupt a kratkou uvahou o jejich vyznamu a souvislostech. Na
zaver je disertace doplnéna celkovou stru¢nou a zdatilou diskusi vysledkd obsazenych ve
vsech tiech publikacich. U kazdé z publikaci se uvadi konkretni podil disertantky.

Na prvni praci s ndzvem ,,Tissue Expression and Enzymologic Characterization of Human
Prostate Specific Membrane Antigen and Its Rat and Pig Orthologs® (The Prostate, 2008) je
M. Rovenské prvnim autorem. Jak uvadi, provedla v ni vSechna kineticka méfeni a
imunochemické analyzy, coz také predstavuje hlavni ¢ast této publikace. Proto se ji budu

Vv otdzkach a poznamkach také zabyvat nejvice nebot jak uvadi, jeji podil na zbyvajicich dvou
pracich byl sice také vyznamny ale mensi.

Neni pochyb o tom, ze GCP II je dilezitym enzymem v lidském organismu a tak i
vyznamnym potencialnim cilem pro diagnostiku a farmakologickou intervenci. Proto je nutno
objasnit jeho strukturu, charakterizovat enzymatickou aktivitu a mechanismy jeho interakce se
substraty a inhibitory 1 poznat jeho distribuci a expresi v jednotlivych tkanich. Tim v§im se
také disertantka zabyva ve své praci a o kvalité dosazenych vysledkt uz jasn¢ svéd¢i jejich
publikovani v mezinarodnich ¢asopisech s velmi lichotivymi IF (3,724; 5,115; 4.89). Vedle
molekularni charakterizace katalytického mista GCP II a jeho flexibility zalozené zejména na
krystalovych strukturach enzymu s riznymi inhibitory, coZ jsou vysledky dlleZité nejen pro
zakladni vyzkum, ale i farmakologii (prace v J. Med. Chem. a J. Mol. Biol.), upozoriuje pak
prace v The Prostate na dalsi zavazné skute¢nosti. Jednou z nich je pfitomnost GCP II ve
vetsing z 21 testovanych tkanich u lidi a dale fakt, ze ackoliv z hlediska aktivity se lidska,
praseci ¢i krysi GCP II asi mnoho nelisi, tkanova distribuce lidské GCP II se mnohdy zasadné
1181 od distribuce GCP II u obou b&zné pouzivanych modelovych zvifecich organismii.
Vsechny tyto nalezy tak predstavuji jak vyznamny piinos pro racionalni navrhovani novych
ligandt/inhibitort, kterymi by se dala GCP II fidit, tak zaroven upozornuji jaké skute¢nosti je
nutno mit na zfeteli pfi jejich event. zkouseni a aplikaci in vivo ¢i diagnostickém vyuZziti.

Dotazy a poznamky:

1) Vi se néco o n¢jakém pii¢inném vztahu mezi zvySenou expresi GCP II a rozvojem
nadorového onemocnéni v prostaté u lidi? Tj. napt. dochazi také ke zvyseni produkce
glutamatu? Prosim o komentat a to i v souvislosti s tim, ze pii poskozeni neuront vede
zvySena produkce glutamatu k neuronové smrti (obr. 12) a ne k proliferaci. Z toho
hlediska je také velmi zajimava zminka uvedena v disertaci v ivodu, Ze karcinom
prostaty nebyl popsan ani u opic ani u prasat a to spolu s malou nebo zadnou expresi
GCP II. Nicméné na obr. 3, v ¢lanku disertantky v ¢asopise The Prostate, se exprese
GCP Il v prostat¢ prasat detekuje. Vysvétleni?



2)
3)

4)

5)

6)

7)

Jak uvedeno v disertaci, primérna intracelularni koncentrace glutamatu v mozku ¢ini
11 mM. Jaka je asi koncentrace jeho prekursoru NAAG pii uvolnéni v synapsich?
Jaka je stabilita, polocas aktivity GCP II samotné a ve tkanich a jaka je stabilita jeji
MRNA?

Jaka je aktivita nezkracené intaktni hGCP II ve srovnani s rekombinantni zkracenou
hGCP II, ktera se ziejm¢ v disertaci pouziva? Je tato zkracena forma hGCP II pouzita i
jako standard v obr. 2 v ¢l. z The Prostate?

Neexistuje nékde néjaky piirozeny (bilkovinny) inhibitor GCP II jak je to obvyklé u
proteaz?

V uvodu, str. 23 se tvrdi, ze v endothelidlnich bunkach vaskulatury normalnich tkani
se neda detekovat ani PSMA mRNA ani PSMA protein. V obr. 3, v ¢lanku v ¢asopisu
The Prostate se vSak detekce PSMA v endothelu kapilar lidskych ledvin popisuje. Jak
to tedy je?

Pokusil se nékdo o pfipravu organismu s KO genem pro PSMA nebo alespoii o knock-
down tohoto genu?

Zavér: Predlozena disertace Mgr. Rovenské piinasi origindlni a cenné védecké vysledky,
prokazuje jeji orientaci ve studované védecké problematice, osvédcuje jeji schopnost provadét
samostatnou experimentalni praci i schopnost kritické interpretace a zhodnoceni dosazenych
vysledki. Proto praci plné€ doporucuji k obhajobé a dal§imu fizeni k udéleni hodnosti PhD.
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