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Abstrakt

Glutamatkarboxypeptidasa 11 (GCPII, PSMA, NAALADasa) je transmembranova
metalopeptidasa a diky Stépeni specifickych substrati B-citryl-L-glutamatu (BCG),
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG) a polyglutamylovanych folatd (Pte-Glu,) je
studovana jako potencialni terapeuticky cil. Enzymy, které by mohly kompenzovat enzymovou
aktivitu a funkce GCPII, jsou proto rovnéz relevantnimi cili enzymologického vyzkumu. Jednim
z homologti GCPII s podobnou enzymovou aktivitou je glutamatkarboxypeptidasa III (GCPIII,
NAALADasa II).

U rekombinantni mysi GCPIII jesté nebyly stanoveny kinetické parametry Km a Acat
popisujici jeji aktivitu. MySi GCPIII je dulezité kineticky charakterizovat a porovnat s lidskym
ortologem, aby bylo zjisténo, jestli je enzymova aktivita tohoto enzymu v mySim modelu

srovnatelnd se situaci u ¢lovéka.

Rekombinantni mysi GCPIII byla kineticky charakterizovana. Kinetické parametry
rekombinantni myS$i GCPIII pro substraity NAAG a BCG byly zméfeny metodou Stépeni
radioaktivné znafeného substratu. Kinetika reakce pro substrat Pte-Gluz byla analyzovéana

pomoci HPLC.
Z hlediska Stépeni NAAGu je lidskd GCPIII u¢innéjsi nez mysi ortolog, v ptipadé substratu
BCG jsou enzymy srovnatelné. Tyto vysledky nds posunou blize k pochopeni role GCPIII

v nejpouzivangj$im zvifecim modelu.

Klicova slova: glutamatkarboxypeptidasa II, glutamatkarboxypeptidasa III, rekombinantni

protein, substratova specifita, NAAG, BCG, enzymova kinetika



Abstract

Glutamate carboxypeptidase II (GCPII, PSMA, NAALADase) is transmembrane
metalopeptidase and due to cleavage of substrates p-citryl-L-glutamate (BCGQ),
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate (NAAG) and polyglutamylated folates (Pte-Glu,) is being
studied as potential therapeutic target. Enzymes, which could compensate for enzyme activity
and functions of GCPII, are thus relevant targets of enzymology as well. One of GCPII's
homologs with similar enzyme activity is mouse glutamate carboxypeptidase III (GCPIII,
NAALADase II).

Enzymatic cleavage has not been determined using recombinant mouse GCPIII yet. It is
important to kinetically characterize mouse GCPIII so that we can compare enzyme activity
with human ortolog. Then we can find out whether mouse model is comparable with human.

Recombinant mouse GCPIII was kinetically characterized. Kinetic parameters (Kwm, kcat)
for recombinant mouse GCPIII were measured for substrates NAAG and BCG using radioactive
assay. Experiments with the substrate Pte-Gluz were analyzed using HPLC method.

Although human GCPIII is more effective than mouse ortolog at clearage of NAAG, both
enzymes are comparable during hydrolysis of BCG. Those results can contribute to better

understanding of the role of GCPIII in the most commonly used animal model.

Keywords: glutamate carboxypeptidase II, glutamate carboxypeptidase III, recombinant

protein, substrate specificity, NAAG, BCG, enzyme kinetics
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1 Teoreticka c¢ast

1.1  Glutamatkarboxypeptidasa I1

1.1.1 Struktura proteinu GCPII

Glutamatkarboxypeptidasa 1II, zkracen¢ GCPII (EC 3.4.17.21), je homodimerni
metalopeptidasa patiici do podrodiny M28B (ID M28.010). Monomer je slozen
ze 750 aminokyselin a ve form¢é¢ homodimeru mé zdanlivou molekulovou hmotnost 200 kDa.
Aby byl enzym aktivni, vyzaduje 10 N-glykosylaci’ 2.

Struktura dimeru (obr. 1) obsahuje 2 atomy zinku v aktivnich mistech. Jedna se
o transmembranovy glykoprotein II. typu, coZ znamen4, ze umisténi N-konce je v cytosolu a C-
koncové domény jsou v extraceluldrnim prostoru® #. Extracelularni ¢ast je mnohem vétsi nez

intracelularni a méa enzymovou aktivitu.
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Obrazek 1. Zobrazeni primarni a sekundarni struktury GCPII a jeji 3D struktura. 1: Primarni a sekundarni
struktura GCPII s barevné vyznacenymi doménami. 2,3: GCPII je homodimerni protein, kazda
z podjednotek je tvoiena tfemi doménami — proteasova doména (modra), apikalni doména (Zluta) a C-
koncova doména (hnédd). Dvoujaderny zinkovy klastr v aktivnim misté je vyznacen zelenymi kulickami,
Ca? ion je znazornén Cervenou kulickou a CI ion Zlutou. Na struktufe je také znazornén inhibitor

GCPI-18431 formou bézovych kuli¢ek. Upraveno podle’.

GCPII je kodovana genem Folhl lokalizovanym na kratSim raminku chromozomu 11
(p11,2)%. Folhl ma4 velikost cca 62 kbp a sklada se z 19 exonti a 18 intronti. Sou¢asti intronu 3

je enhancer, ktery reguluje expresi genu v prostaté’.



1.1.2 Nazvoslovi GCPII

GCPII je znama pod zkratkou PSMA (prostate-specific membrane antigen) a je studovéana
jako slibny marker nadoru prostaty®?, jelikoz jeji exprese je zvysena pfi tomto onemocnéni’®?>.
Enzymov¢ aktivni GCPII bylaa v roce 1987 izolovan z potkanich mozki a byla pojmenovana
NAALADasa (N-acetylated a-linked acidic dipeptidase) podle hydrolytické aktivity’®. V roce
1993 byl vyizolovan lidsky ortolog a podle tkané, ze které byl ziskan, byl nezavisle pojmenovan
PSM/PSMA (prostate-specific membrane antigen)’” /%, Protein je téZ oznadovan jako FOLH1
(folyl-poly-y-glutamate hydrolase 1) nebo FGCP (folyl-poly-y-glutamate carboxypeptidase)
podle schopnosti §tépit polyglutamylované folaty’”.

1.1.3 Exprese GCPII

GCPII je exprimovana v lidském organismu pfedevsim v centralnim nervovém systému,
tenkém stfevé a v prostaté’” ?-? Dale je exprimovana v nadorové neovaskulatuie a v nadorech

prostaty, nicméné fyziologicka role v téchto tkanich jesté nebyla objasnéna.
1.1.4 Enzymova aktivita GCPII a jeji fyziologicka funkce

Fyziologickou funkci GCPII v mozku je degradace nejbeznéjsiho peptidového
neurotransmiteru N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG)” /% (obr: 2).
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Obrazek 2. Hydrolyza N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu pomoci GCPII za uvolnéni L-glutamétu.

GCPII také S$tépi N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamyl-L-glutamat (NAAG:2) na NAAG a
L-glutamat® (obr. 3).
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Obrdazek 3. Hydrolyza N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamyl-L-glutamatu pomoci GCPII za uvolnéni L-glutamatu.

Dalsi funkci GCPII je odstépovani L-glutamatu z C-konce poly-gama-glutamylovanych
folatlh — FolGlu, (pteroyl-L-glutamatu; PteGlu,), prekurzoru vitaminu B9, umoziujici absorpci

volnych folath ve stieveé!” 20 (obr. 4).
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Obrazek 4. Hydrolyza peptidové vazby folyl-poly-y-glutamatu na volny folat.
Enzym se schopnosti §t&pit FolGluy byl izolovén jiz v roce 1986’%, nicméné fakt, Ze se jedna

o protein oznacovany jako PSMA, byl zjistén aZ roku 1996°%. MnoZstvi jmen pro tento enzym

je zpiisobeno nezavislymi objevy individualnich enzymovych aktivit.



1.1.5 Inhibitory GCPII
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Obrdzek 5. Chemické struktury inhibitori GCPII s uvedenymi hodnotami Ki. Inhibitory jsou sefazeny podle
vzristajici hodnoty Ki — jsou to 2-fosfonomethyl-pentandiova kyselina (2-PMPA), 4,4 -fosfincobisbutan-1,3-
dikarboxylova kyselina (PBDA), 2-(3-merkaptopropyl)pentandiova kyselina (MPPA), B-NAAG, 2-amino-3-
(3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidin-2-yl)propanova kyselina (kyselina kviskvalova), fosfat. Upraveno podle’.
Selektivni GCPII inhibitory 2-fosfonomethyl-pentandiovd kyselina (2-PMPA) a
4,4’ -fostincobisbutan-1,3-dikarboxylova kyselina (PBDA) (obr. 5) vedou ke snizeni glutamatu
v mozku krys a mys$i a z toho diivodu maji neuroprotektivni efekt, konkrétné v ptipadé mrtvice,
neuropatickych bolesti a dal$ich neurodegenerativnich chorob” 2%, Z tohoto diivodu je GCPII

studovéna jako potencialni terapeuticky cil*/-7.
1.1.6 Mysi s vyrazenym genem pro GCPII

Pro zjisténi, zda je GCPII jedinym enzymem, ktery hydrolyzuje NAAG, bylo potieba vytfadit
gen pro GCPII. Laboratofte, které se pokusily vytvorit mysi s vyfazenym genem pro GCPII, se
viak neshodovaly ve vysledku. Podle jedné laboratoie byla deficience Folhl genu letalni®® ¥,
podle dvou jinych nezavislych*” # laboratoii mysi po vyfazeni genu pro GCPII nevykazovaly
zadny vyrazny fenotyp. Spolupraci nasi laboratofe s laboratoti doc. Sedlacka (Biocev) byly
rovnéz ziskany mysi s vyfazenym genem pro GCPII, které nevykazovaly letalni fenotyp. Jediny

znak, kterym se li§ily od mysi divokého typu, byly zvétsené semenné vacky u starych zvitat?.



Bacich a kolegové?’ uvadi, ze mysi s vyfazenym genem pro GCPII vykazuji hydrolytickou
aktivitu pro NAAG, pfestoze imunochemicky nebyla detekovana GCPIL. Nicméné pfi pouziti
inhibitortt proti GCPII byla rezidudlni NAAG hydrolyticka aktivita inhibovana. To znaci
pritomnost homologu GCPII, ktery je schopen hydrolyzovat NAAG a tim tuto aktivitu v mySich
alesponl Castecné kompenzovat. V roce 1999 Pangalos a kolegové objevili dvé nové lidské
peptidasy blizce ptibuzné GCPII, a to NAALADasu II (GCPIII) a NAALADasu L, z nichz
NAALADasa II vykazovala hydrolytickou aktivitu pro NAAG?.

1.1.7 Homology GCPII

Podle Fitche? jsou pojmy homologie, paralogie a ortologie definovany takto:

e Homologie je piibuznost dvou znakd, které pochazeji od spole¢ného ptredchazejiciho

znaku.
e Paralogie je pfibuznost dvou homolognich znakl pochazejici z duplikace genu.

e Ortologie je ptibuznost dvou znaki, ktera vznikla vyvojem dvou biologickych druht ze

spolecného predka.

Piikladem paralogu lidské GCPII je lidskda GCPIII. Budeme-li studovat mysi GCPIII jedna
se o ortolog lidské GCPIIL.

GCP 1I je studovana jako potencialni terapeuticky cil*’?” (viz kap. 1.1.5). Proto jsou
jeji homology, které by mohly kompenzovat jeji enzymovou aktivitu nebo jeji dalsi funkce, také

relevantnimi cili enzymologického vyzkumu. Jednim z homologi GCPII je GCPIII.



1.2  Glutamatkarboxypeptidasa I11

Glutamétkarboxypeptidasa III, zkracené GCPIII (ID M28.010)*, byla objevena v roce 1986
v potkanich varlatech? a je zndma pod oznadenim NAALADasa II (N-acetylated o-linked
acidic dipeptidase II). Predpoklada se, ze se jedna o transmembranovy protein druhého typu
s aminokyselinami 9 — 31 tvoficimi transmembranovou ¢ast, a doména proteasy je umisténa
v extracelularnim prostiedi’/. Karboxypeptidasova aktivita je podminéna posttranslaénimi

modifikacemi — GCPIII ma 7 N-glykosyla¢nich mist’.
1.2.1 Enzymova aktivita

Do roku 2011 nebyl objeven jiny substrat pro GCPIII nez NAAG a FolGlu,, proto byl protein
GCPII znam pouze jako potencialni komplementarni enzym pro GCPII. Nicméné poté byl
identifikovan novy fyziologicky substrat pro GCPIII — B-citryl-L-glutamat (BCG), ktery je
GCPIII hydrolyzovan na citrat a L-glutamat* (obr. 6). Je diilezité zminit, e GCPII také $tépi
BCG, ale efektivita reakce v piitomnosti GCPII je o 5 ¥4dl niz$i neZ pii §tépeni GCPIIT?.
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Obrazek 6. Hydrolyza B-citryl-L-glutamatu (BCG) na citrat a L-glutamat.

BCG byl poprvé izolovan z potkanich mozkd v 70. letech 20. stoleti’’. Nasledn& byl

h?6 3! nicméné funkce BCG je stile neznama. Jedna z teorii

identifikovan v potkanich varlatec
nabizi vysvétleni, ze BCG je nizkomolekularni chelator Zeleza a jinych biogennich kovii*.
Pozd&ji bylo popsano i §tépeni NAAG, v pritomnosti GCPIII?. Fyziologické funkce GCPIII

zUstava neobjasnéna.



1.3 Porovnani GCPII a GCPIII

1.3.1 Struktura proteint

Glutamatkarboxypeptidasa III, vykazuje z 67 % identickou sekvenci jako GCPII a z 81 %
podobnost se sekvenci GCPII* (obr: 7).
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Obrdzek 7. Porovnani sekvenci lidské GCPII a GCPIIL Zlutou barvou je oznatena shodna sekvence. Zelené
kuli¢ky zna&i pFedpokladana mista interakce proteinu s glutamatem (souéasti substratu). Cervené kuli¢ky
oznacuje potencidlni mista pro N-glykosylaci. Upraveno podle’.

Dale ma GCPIII témét identickou 3D strukturu (obr 8) a vykazuje velmi podobnou
enzymovou aktivitu’.

Dutina aktivniho mista u GCPII a GCPIII se vyrazné lisi, hlavné velikosti, tvarem a
povrchovym nabojem. Néaboj v aktivnim misté je dilezity, protoze substrat NAAG je zaporné
nabity (formalni ndboj je -3). Porovname-li povrchové naboje dutin GCPII a GCPIII, zjistime,
ze u obou enzyml pfevazuje pozitivhi ndboj, nicméné u GCPI je pomér

pozitivniho/negativniho povrchového naboje 3,6 a u GCPIII pouze 1,7.



Obrazek 8. Molekularni model struktury GCPIII a jeho porovnani s GCPIIL. Obr. 8a je 3D zobrazeni
struktury GCPIII (¢ervené) na struktui‘e GCPII (Sed€). Atomy zinku jsou vyobrazeny Zluté. Obr. 8b a 8c
porovnavaji aktivni mista GCPII (86) a GCPIII (8c). Zlutou barvou je znizornén inhibitor
2-(4-jodobenzylfosfonomethyl)-pentandiova Kyselina a fialové je zbyvajici objem dutiny aktivniho mista. Je
patrné, Ze objem dutiny aktivniho mista GCPIII je vyrazné mensi neZ u GCPII, lisi se zhruba o 30 %. Obr.
8d a 8e zobrazuji rozmisténi naboje na GCPII (8d) a GCPIII (8e). Pozitivné nabita oblast je vyobrazena
modi‘e a negativni Cervené. Inhibitor 2-(4-jodobenzylfosfonomethyl)-pentandiova kyselina je umistén
v dutiné aktivniho mista. Pievzato z’.

Inhibitory primarné designované pro GCPII vykazuji velice podobnou uc¢innost i proti
GCPIIl (viz dale). Proto maji velky potencidl uplatnit se pro 1écbu chorob spojenych

s patologickym uvolfiovanim glutamatu, jelikoZz mohou blokovat enzymové reakce obou

enzymil vedouci ke tvorb& glutamatu’.
1.3.2 Enzymové reakce

Bylo zjisténo, ze GCPII obsahuje alosterické misto (tzv. ,,arene binding site exosite, ABS),

které se uplatiiuje pfi $tépeni glutamylovanych folatt?” *3. Podobna struktura u GCPIII nebyla
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nalezena, tim lze vysvétlit, pro¢ GCPII 1épe §tépi FolGluzs. Stépeni FolGlu; je srovnatelné
u obou proteas, protoze GCPII nedokaze plné pouzit ABS pro navazani kratkého substratu.
Dochazi k interakci p-aminobenzoové skupiny FolGlu; s tyrosinem v GCPII a pteridinovy kruh
interaguje s vedlej$im fetézcem argininu v enzymu®. Celkem je FolGlu; vazano s enzymem
dvéma interakcemi.

V ptipadé NAAGu tvoii B-karboxylovd skupina aspartatu iontovou vazbu s argininy
(Arg534, Arg536) a vodikovou vazbu s argininem Arg519 a dvéma molekulami vody.
Kyslik z karbonylové skupiny na acetylu interaguje s vedlejSim fetézcem argininti (Arg 536,
Argd53, Arg519)°. Celkem je NAAG vazéan s enzymem osmi interakcemi.

Porovnani vazby BCG do aktivnich mist GCPII a GCPIII vysvétluje, pro¢ je vazebna afinita
k GCPII mald. Na rozdil od substraith NAAG a FolGlun m4d BCG na glutamatu mensi
elektronovou hustotu a citrat se do aktivniho mista GCPII vaZe pouze jednou interakci #°. Slabsi
interakce s BCG oproti jinym substratim zpasobuje nizsi afinitu GCPII k BCG. V ptipadé
GCPIII jsou ob¢ karboxylové skupiny citrdtu v BCG specificky koordinovany
k aminokyselindm v aktivnim misté¢ proteinu. Navic orientace hydroxylové skupiny BCG
umoziuje dalsi interakcei s glycinem v GCPIIIL Vysledkem je vysoka afinita GCPIII k substratu
BCG*.

1.3.3 Zavislost enzymové aktivity na pH a na koncentraci NaCl

Bylo zjisténo (obr. 9), ze Km thGCPII pro NAAG vyrazné klesa s riistem pH od pH = 6,8 do
pH = 9, =zatimco hodnota ke zOstdvda v méfeném rozsahu téméf Kkonstantni.
Vysledky pro thGCPIII ukazuji, Ze optimum pro Km je oproti thGCPII posunuto vice do kyselé
oblasti a hodnota kcat roste mezi pH = 6,8 a pH = 9.

Shrneme-li to, plati, ze optimum katalytické efektivity rhGCPIII je pii pH = 7,4 a
pro thGCPII je hodnota pH posunuta vice do bazické oblasti. Dale thGCPIII je vice zavisla
napH nez rhGCPIl a rozdily v aktivitich téchto dvou metalopeptidas se zvéetSuji

s ristem hodnoty pH”.
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h) Zavislost hydrolyzy na pH pii pouiiti

a) Zavislost hydrolyzy na pH pii pouziti ’
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Obrazek 9. Zavislost hydrolyzy NAAGu na pH pro rhGCPII a rhGCPIII zmé&Fena Hlouchovou a kolegy’.
Obr. 9a a 9b popisuji zavislost hydrolyzy NAAGu na pH a vzijemné porovnavaji tuto zavislost pro rhGCPII
a rhGCPIIL V pripadé 9a je pouzita 100nM koncentrace substratu (koncentrace pod Kwm), v piipadé 9b je

pouZita 100uM koncentrace substratu (saturaéni koncentrace). Obr. 9¢ a 9d popisuji zavislost kinetickych
Konstant Ku (9¢) a keat (9d) na pH. Upraveno podle’.

K. Hlouchovd a kolegové méfili zavislost hydrolyzy NAAGu na koncentraci NaCl
pro thGCPII a rhGCPIII'. Bylo zjisténo, 7e rhGCPII lépe vaze substrat pfi vysSich
koncentracich soli (50mM NaCl). Oproti tomu rhGCPIII 1épe véaze substrat pii nizsich
koncentracich soli (20mM NaCl). Vyrazna zména u hodnoty kcat je pouze u thGCPIIL u thGCPII
zustava jeji hodnota témet konstantni. Katalytickd efektivita (kca/Km) u thGCPIII koncentraci
NaCl neni znateln€ ovlivnéna, zatimco u thGCPII vyrazné roste od 20mM do 150mM NacCl.

1.3.4 Exprese v tkanich

Porovname-li expresi proteint GCPII a GCPIII v lidskych tkénich, zjistime vétsi mnoZstvi
GCPIII ve varlatech (cca o jeden fad) a mensi mnozstvi GCPIII v mozku, ledvinach, prostaté a
tenkém stievé?”’. Protoze ve tkanich, kde dochéazi ke §t&peni NAAGu a FolGlu, (mozek, tenké
sttevo), byla stanovena vyrazné niz$i koncentrace GCPIII nez GCPII, pfedpoklada se,
ze hlavnim substratem GCPIII je BCG. Piedpoklad také potvrzuji vyssi koncentrace GCPIII ve

varlatech a zvySena hydrolyza BCG v tomto organu?’.

-11 -



1.3.5 Vliv dvouvaznych kationtii kovii na aktivitu GCPII a GCPIII

Jiz Collard a kolegové vroce 2011%% uvedli, Ze zatimco aktivita GCPII neni zavisla
na pfitomnosti dvojmocnych iont, ucinnost $tépeni NAAGu a BCG pomoci GCPIII
na jejich pfitomnosti zavisi. V ¢lanku vyslovili hypotézu, Ze by v ptfitomnosti dvojmocnych
iontli dochazelo k vyméné jednoho ze dvou Zn?* kationtd v aktivnim misté danymi ionty.
Ale tato hypotéza byla pozd&ji vyvracena z termodynamického hlediska?’.

Pfitomnost Zn>" a Mn?>* usnadiiuje GCPIII §tépeni NAAGu, Zn>" usnadiiuje GCPIII §tépeni
FolGlu, a pfitomnost Ca?" a Mn?" usnadituje GCPIII §tépeni BCG*. Navratil a kolegové v roce
2016 porovnavali aktivitu GCPII a GCPIII v pfitomnosti Ca?*, Mn?" a Zn?" pti §tépeni BCG,
NAAG a FolGlu1*. Dospéli k zavéru, 7e katalyticka efektivita GCPIII je vysoce zavisla na
pfitomnosti kationtli kovi, oproti tomu aktivita GCPII se v pfitomnosti/nepfitomnosti iontl
nelisi. V ptitomnosti Ca®" iontii byla efektivita $té&peni BCG pomoci GCPIII o dva fady vyssi,
Zn*" ionty zvysily §tépeni NAAG a FolGlu; a Mn?" ionty zvysily aktivitu GCPIII u vSech ti
substratii. Aktivacni efekt téchto kationtl je zplisoben zvySenim hodnot kca, zatimco hodnoty
Kw ziistaly stejné v porovnéni s reakci bez ptidavku iontd*. Aktivita GCPIII je tedy ovlivnéna
piitomnosti substritu a lokalni koncentraci iontd Ca®>" a Zn?" v dané tkani, optimalni jsou
koncentrace iontl odpovidajici bé&znym koncentracim v lidské plazmé: Ca*": 2,5 mM, Zn**:
0,1 mM. MozZznym vysvétlenim zavislosti enzymové aktivity GCPIII na pfitomnosti kovl je

niz$i obsazenost zine¢natych iontl v aktivnim misté oproti GCPII*,
1.3.6 Kinetické parametry obou enzymii

V ptiloZené tab. 1 jsou uvedeny publikované hodnoty kinetickych parametrii pro enzymy
GCPII a GCPIIL. Prvni ze zdroji’ pouzil rekombinantni ektodoménu lidské GCPII a GCPIII,
podminky reakce: 0,4 —400uM substrat, 20mM MOPS, 20mM NaCl, pH 7,4; data byla
zméfena metodou za vyuziti radioaktivng znaéeného substratu. Druha prace?” pouzila jako zdroj
lidské GCPII a GCPIII lyzaty z tkani, podminky reakce: 25mM BTP, pH 7,5, 2,5mM Ca*" a
0,1mM Zn*" (protoZe v publikaci byly uvedeny jen hodnoty katalytické efektivity kca/Km, byly
ostatni hodnoty odecteny z grafu uvedeného v ¢lanku a mohou byt neptesné). Méfeni kinetiky
bylo provedeno HPLC metodou. Tieti zdroj’* pouzil rekombinantni ektodoménu mysi a lidské

GCPIIL Kinetické parametry byly stanoveny radioaktivni metodou (pro substrat NAAGQG),

-12 -



podminky reakce: 20mM NaCl, 20mM MOPS, pH 7,4; a HPLC metodou (pro substrat
Pte-Gluz), podminky reakce: 25mM BTP, 150mM NacCl, 0,001% (w/w) Ci2Es, pH 7,4.

Tabulka 1. Kinetické parametry GCPII a GCPIII pro substraty NAAG a BCG

Protein Kv [nM] keat [1/5] keat/ K [1/sM] Substrat Zdroj
rhGCPII 1200 + 500 1,1 £0,2 (9,3+4,9)-10° 1
thGCPIII 370 + 70 0,11+0,01 (3,0 £0,6) - 10° !
GCPIII 500 0,08 2,16 - 10° NAAG 49
GCPIIL, Zn?* 100 0.5 2,27 - 106 49
rmGCPII 1900100 | 1,44 +0,02 (7,7+0,1) - 10° >
rhGCPII 550 + 60 1,45 + 0,04 (2,65 % 0,07) - 10° >
rmGCPII 290 + 20 3,63 + 0,09 (1,26 +0,08) - 107 o
Pte-Gluy 57
rhGCPII 3942 5,09 + 0,09 (1,32 +8) - 10°
GCPII 7000 0,0008 1,7 102 #
GCPIII 300 0,05 1,8-10° BCG 49
GCPIII, Ca?* 1000 12 1,33-107 49

Porovname-li katalytickou u¢innost reakei, tak GCPII §tépi NAAG a FolGlu; o dva tady 1épe
nez GCPIII a GCPIII $t&pi BCG s uginnosti o 5 ¥adti vyssi nez GCPII?.
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2 Cile prace

Ptipravit rekombinantni ektodoménu mysi glutamatkarboxypeptidasy III.

Purifikovat tento protein z média pomoci afinitni chromatografie a gelové permeacni

chromatografie.

Zm¢éfit enzymovou aktivitu tohoto mysiho proteinu s pouzitim tritiovaného substratu
[PHINAAG, tritiovaného substratu [’H]BCG a Pte-Gluz a uréit kinetické parametry
Stépeni.

Pomoci kinetiky s pouzitim [’H]NAAG porovnat aktivitu dimerni a monomerni formy

mysi glutamatkarboxypeptidasy IIL.
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3 Prakticka c¢ast

3.1 Material

3.1.1 Pristroje a pomiicky

pH-metr: 9450 pH meter, Unicam (UK)
spektrofotometr: NanoDrop ND 1000, Thermo Scientific (USA)
laboratorni vahy:

e XA 110/X, RADWAG (Polsko)
e PLS 4000-2, KERN & Sohn GmpH (SRN)
e EK-400H, A&D Engineering, Inc. (USA)

vodni lazent: Grant Instruments Ltd. (UK)

vertikalni polyakrylamidova elektroforéza: Bio-Rad (USA)
inkubator: Innova44, New Brunswick Scientific (USA)
centrifugy:

Biofuge Pico, Heraeus Instruments (SRN)
Allegra X-15R, Beckman Coulter (USA)
Megafuge 2,0R, Heraeus Instruments (SRN)
Centifuge 5415R, Eppendorf (SRN)

Fresco 21 Centrifuge, Thermo Scientific (USA)
Megafuge 2.0R, Heraeus Instruments (SRN)
Sorvall Evolution RC, Thermo Scientific (USA)

laminarni box: Euroflow Serie, typ EF/S, Telstar (Spanélsko)

scintila¢ni kapalinovy spektrometr: Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer (USA)

pocitani bunék: Countess, Invitrogen (USA)

zahustovaci piistroj: Labscale™ Tangential Flow Filtration System, Millipore (USA)
ultrazvuk: S 30 Elmasonic (SRN)

FPLC: Akta Purifier, GE Healthcare Services (Svédsko)

UPLC: 1200 Series UPLC, Agilent Technologies (USA)

vortex: MX-S, Dragonlab (Cina)
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e REPETMAN Electronic Pipette, Gilson (USA)
e 12-channel pipette 20 - 200 ul C200-12, Capp (SRN)

e Pipetman Neo Multichannel (12 channels, 2 — 20 ul), Gilson (USA)

e Pipetman L (2 pl, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1 ml), Gilson (USA)

3.1.2 Chemikalie

[’H]BCG (tritiovany B-citryl-L-glutamat)

[PHINAAG (tritiovany N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamat)

2-merkaptoethanol

akrylamid

BCG (B-citryl-L-glutamat)
Biolock

blasticidin

bromfenolova modft

BTP (BIS-TRIS propan)

Ci12E3 (octaethylenglykolmonododecyl ether)
desthiobiotin
dihydrogenfosforec¢nan draselny
dodecylsulfat sodny

dusi¢nan stfibrny

ethanol

FBS (fetalni bovinni sérum)
formaldehyd

glukosa

glycerol

glycin

HABA (4’-hydroxyazobenzen-2-karboxylové kyselina)
hydroxid sodny

chlorid sodny

chlorid vapenaty

isopropanol

kyselina chlorovodikova
kyselina mravenci

kyselina octova

lipidovy koncentrat

methanol
N,N'-methylen-bis(akrylamid)

Elbert, T.; (UOCHB)
Perkin Elmer
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Schimer, J.; (UOCHB)
IBA
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Affymetrix
Sigma-Aldrich
Lachema
Sigma-Aldrich
Lachema
Penta

Gibco

Penta
Lachema
Penta

Duchefa
Sigma-Aldrich
Penta

Penta
Lach-Ner
Penta

Penta
Lachema
Penta

Life Technologies
Penta

USB
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NAAG (N-acetyl-L-aspartyl-o-L-glutamat)

pentahydrat thiosiranu sodného
peroxodisiran amonny

Pte-Gluz

Schircks laboratories

scintilacéni roztok Rotiszint® Eco-Plus

siran méd’naty

TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin)
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Tween 20 (polyoxyethylen sorbitan monolaurate)
uhlic¢itan sodny

3.1.3 Dalsi

Bunécna linie: Drosophila Schneider’s S2 cells, Invitrogen (USA)
Kultivaéni médium: SF900II, Gibco (USA)

Standardy molekulovych hmotnosti proteini:

Vektory:

All blue standard, Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad (USA)

pMTBipSLINTagmEXSTII (Knedlik T., 2017)
pCoBLAST, Invitrogen (USA)

mGCPIII (Vorlova B., 2015)
hGCPII (Tykvart J., 2013)

Potteby pro chromatografii:

AGI1-X resin, Bio-Rad (USA)

Kolona HiLoad™ Superdex™ 200 10/300 GL, GE-Healthcare (USA)

Kolona C18 Acquity UPLC HSS T3 2,1 x 100 mm, Waters (USA)

Membréana na zahusténi proteinu: Pellicon XL Biomax50 cassette, Millipore (USA)
Streptavidin Mutein Matrix™, Roche (Svycarsko)

Pasteurovy pipety, P-lab (CR)

5ml polypropylenova kolonka, Thermo Scientific (USA)

0,22 pm filtra¢ni nitrocelul6zova membrana, Millipore (USA)

filtr Amicon® Ultra 15 ml, Millipore (USA)
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Petriho misky 90 mm

Misky pro bunécné kultury 35 mm, 100 mm
Transfekéni kit Calcium Phosphate

PCR stripy

Spi¢ky na pipety s filtrem 10 pl, 200 pl, 1000 pl
Mikrozkumavky 1,5 ml; 2 ml

gpiéky na Repetmana 0,5 ml; 5 ml; 12,5 ml
Spi¢ky na pipety, Gilson, 10 ul, 200 pl, 300 pl, 1000 ul
Plastové zkumavky 15 ml, 50 ml

Mikrotitracni 96jamkova desticka

Jednorazové pipety 5 ml, 10 ml, 25 ml

Spinery

GAMA (CR)
Biotech (CR)
Invitrogen (USA)
Biogen (CR)
SIPOCH (CR)
Sarstedt (CR)
Gilson (USA)
SIPOCH (CR)
Sarstedt (CR)
P-lab (CR)

Baria (CR)
Corning Incorporated (USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava rekombinantni ektodomény mysi GCPIII

Pro  pfipravu  rekombinantni ektodomény  mysi GCPIII, byl  pouzit
plazmid pMTBipSLINTagmEXSTII, jehoz schéma z programu Vector NTI je zobrazeno na obr.
10. Plazmid byl vytvofen v nasi laboratofi (Knedlik T., 2017) vlozenim insertu mEXSTII
(ektodoména mysi GCPIII) do vektoru pMTBipSLIN”’. Nasledné byla zkontrolovana sekvence
plazmidu Sangerovym sekvenovanim s pouZitim vhodné navrzenych primert.

Bip secr. signal

Strep

) ~_FLAG
%—.., \ eV
\ Strep
pMTBip-Strep-FLAG—TEV—Strep-TEV%mEXSTII TEV
|
5875 bp |
N
SLINmEXSTII
mEXSTIl insert

Obrazek 10. Schéma plazmidu pMTBipSLINTagmEXSTII v programu Vector NTI. Exprese proteinu
v buiikach je Fizena sekre¢nim signalnim mistem BiP a protein je sekretovan ven z bunék do média. BiP se
nachazi pred ¢asti SLIN, postupujeme-li podle ¢teciho ramce, proto exprimovany protein obsahuje nejen
¢ast insertu, ale také ¢ast SLIN s tagy. SLIN obsahuje skupinu tii tagi v poradi Strep tag I - FLAG tag — TEV
— Strep tag I1 - TEV', Ziskany protein SLINmEXSTII budu v této praci pro jednoduchost oznatovat mGCPIIL.

i Strep tag 11 odpovida aminokyselinové sekvenci WSHPQFEK (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys). Jedna se
o synteticky peptid vyuzivany pro svou specifickou interakci se streptaktinem pfti afinitni chromatografii. Proteiny
obsahujici Strep tag II se tedy 1épe Cisti ze smési v médiu. Dalsi vyhodou Strep tag II je to, Ze neni ovlivnéna
biochemicka funkce proteinu, jeho sbalovani a sekrece, purifikace mize probihat pii fyziologickych podminkéch.
FLAG tag je polypeptid tvofeny sekvenci DYKDDDDK (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys). Podobné jako
Strep tag Il mize byt vyuzit v afinitni chromatografii. Protein obsahujici FLAG tag maze byt lokalizovan na zivych
bunkach pomoci specifickych monoklondlnich protilatek. TEV §t€pné misto je sekvence aminokyselin ENLYFQG
nebo ENLYFQS (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-(Gly/Ser)). Jedna se o rozpoznavaci sekvenci pro velice citlivou
proteasu z viru tabakové mozaiky. Pouziti této proteasy umoziuje odstranéni tagl pro afinitni chromatografii.
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Médium obsahujici protein mGCPIII bylo pfipraveno Janou Starkovou (body A az D) v nasi

laboratofti podle nasledujiciho postupu.

A. Ptiprava S2 bunck
Zamrazené S2 buiiky' byly rychle rozmraZzeny pti 37 °C. K 5 ml média SF900II s 10% FBS
o pokojové teploté byl pfidan 1 ml rozmrazenych bunék. Rozsuspendované bunky byly
centrifugovany (500x g/ 2 — 3 minuty), médium bylo dekantovdno pro odstranéni DMSO a
k bunikdm bylo nové pfidano 5 ml média. Buiiky byly pieneseny do Petriho misky o priiméru
35mm a inkubovany pii teplot¢ 22-24°C az do dosazeni hustoty v rozmezi

6 — 20 milionu bunék/ml.

B. Pasdzovani bunék
P11 hustoté ptiblizn¢ 5 milionti bunék/ml v médiu obsahujicim sérum zacinaji bunky vytvaret
shluky a je vhodné buiky rozpasazovat na vice misek. PasdZzovani se doporucuje jiz pfi
hustotach 2 — 4 miliony bunék/ml.
Po rozsuspendovani pipetou jsou buiiky rozdéleny do novych misek, je k nim pfidano nové
médium SF900II s 10% FBS a jsou inkubovany pfi teploté 22 — 24 °C do dosazeni hustoty

v rozmezi 6 — 20 miliont bunék/ml.

C. Transfekce
3 ml média SF900II s 10% FBS obsahujici pfiblizn€ 3 miliony S2 bunék byly umistény
do 35mm misky a byly ponechany nartst pii teplot¢ 22 — 24 °C na hustotu pfiblizné
2 — 4 miliony bunék/ml.

V mikrozkumavce byla pfipravena transfekéni smés obsahujici:

e 36 ul2M CaCl»
o 128,6 ul pMTBipSLINTagmEXSTII (9 ng DNA)
e 3,0 ul pCoBLAST plazmidu (0,5 pg DNA)
e 1324 ul sterilni vody (do findlniho objemu 300 pl)
Do mikrozkumavky obsahujici 300 pl HBS (2X HEPES-Buffered Saline) byla

za kontinualniho vortexovani pfidana po kapkach béhem 3 minut veskerad transfekéni smés.

i Hmyzi buniky S2 jsou odvozeny od Drosophila melanogaster. Jsou vyuzivany jako jedny z nejb&zn&jsich
eukaryotickych expresnich systémi, protoze nejsou narocné na kultivacni podminky. Prestoze glykosylace
provadéji odligné od savéich bunék, jsou dostateéné pro aktivitu vétiny save&ich proteinfi”®.
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Vysledny roztok byl ponechén pii laboratorni teploté 30 — 40 minut a jiz béhem ptidavani, ale i
nasledné béhem inkubace se tvofila jemna sraZzenina. Po promichani byla smés po kapkach
pfidana k pfipravenym bunkam. Ty byly inkubovany 16 hodin pfi teploté¢ 22 — 24 °C.
Krystaly Caz(POa4)2 byly opatrné odsaty a buniky byly promyty médiem SF900II s 10%FBS.
Poté bylo pfidano nové médium a bunky byly inkubovany pfi teploté¢ 22 — 24 °C 48 hodin.
Nasledné bylo pipetou opatrné odsato médium a byly pfidany 2 ml média SF900II s 10% FBS
obsahujiciho 20 pg/ml blasticidinu. Selektivni médium bylo vyméinovéano kazdé 4 az 5 dni,

dokud rezistentni buniky nezacaly rist (pfiblizn€ 3 — 4 tydny).
Aminokyselinova sekvence pripraven¢ho proteinu mGCPIII je:

NH>-WSHPQFEKDYKDDDDKENLYFQGRSAWSHPQFEKGSENLYFQGSGSRSETTTSA
GYHQSIQQKLLSEMKAENIRSFLRSFTKLPHLAGTEQNLLLAKKIQTQWKKFGLDSAN
LVHYDVLLSYPNETNANYVSIVDEHGVEIFKTSYLEPPPDGYENVTNIIPPYNAFSASG
MPEGELVYVNYARTEDFFKLEREMNINCTGKIVIARY GKIFRGNKVKNAMLAGAMGII
LYSDPADYFAPDVQPYPKGWNLPGAAAQRGNVLNLNGAGDPLTPGYPAKEYTFRLPV
EEAVGIPNIPVHPIGYNDAERLLRNLGGAAPPDKSWKGSLNVSYNIGPGFTGSEYSRNI
RMHVNNINKITRIYNVIGTIRGSTEPDRY VILGGHRDSWVFGGIDPTTGTAVLQEIARSF
GKLVNGGWRPRRTIFASWDAEEFGLLGSTEWAEENAKLLQERSIAYINSDSAIEGNYT
LRVDCTPLLNQLVYKVAREISSPDDGFESKSLYESWLEKDPSPENKECPRINKLGSGSD
FEAYFQRLGIASGRARYTKNKKTDKYSSYPVYHTIYETFELVOQNFYDPTFKKQLSVAQ
LRGALVYELADSVVIPFNIQDYAKALKNYAASIFNISKKHDQQLRNHAVSFDPLFSAVK
NFSEAASDFHRRLTQVDLNNPIAVRIMNDQQMLLERAFIDPLGLPGRKFYRHIIFAPSSH
NKYAGESFPGIYDAMFDIENKADPSLAWAEVKKHISIAAFTIQAAAGTLTNVL-COOH

D. Nartst mutanti GCPIII

Do spineru byla v médiu SF900II bez FBS natfedéna kultura S2 tak, aby koncentrace nebyla
niz8i nez 2 miliony bunék/ml. Byl pfidan lipidovy koncentrat (100x natedény do celkového
objemu). Indukce pti koncentraci bun¢k cca 8 milionti/ml byla spusténa ptidavkem CuSOg4 (aby
byla findlni koncentrace ImM). Protein byl exprimovan ve spineru (otac¢ky 160 rpm, laboratorni
teplota) a podle sledované zivotnosti bun€k byla exprese ukoncena po uplynuti 9 dni. Nejprve
bylo médium kratce centrifugovano (300x g/2 min), poté bylo pielito a usazenina na dné (bunky)
byla zlikvidovéna. Nésledovala delSi centrifugace (13 000x g/10 min). Supernatant byl
uskladnén pted dalSimi pokusy do -80 °C.
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E. Zakoncentrovani média

1 litr zamrazeného média s mysi GCPIII byl pomalu rozmrazen v nddobé se studenou vodou,
nasledné¢ bylo médium centrifugovano pii 5 250 g po dobu 15 minut na centrifuze. Médium bylo
poté pii 4 °C zahu$téno pomoci tangencialni filtrace s pomoci pfistroje Labscale™ (Tangential
Flow Filtration System, Millipore) na objem cca 80 ml. Po zahusténi bylo zakoncentrované
médium centrifugovano pii 4 000 g po dobu 15 minut. Poté bylo ke koncentratu piidano 2,4 ml
Biolocku. Roztok obsahuje avidin a ptidava se proto, aby doslo k vyvazani biotinu obsazeného
v médiu. Biotin by svou vazbou k streptaktinu branil vazbé StrepTagll znacky k streptaktinu.
Veskery nasledujici postup byl proveden ve 4 °C, aby se protein nedenaturoval.

F. Afinitni chromatografie

Na ptipravenou Sml polypropylenovou kolonku (Thermo Scientific, USA) byl nanesen nosi¢
— 2ml 50% smési streptaktinu (pro specifickou interakci umoziujici piecisténi proteinu se
StrepTagem II). Nosi¢ byl promyt 3 ml a nasledné byl ekvilibrovan 5 ml Wash pufru (100mM
Tris-HCI, pH = 8,0, 150mM NaCl). Poté byl na kolonu nanesen veskery roztok zahusténého
média za soucasného jimani frakce FT (flow-through). Nésledovalo promyti 10 ml Wash pufru
a chytani frakce W1 (Wash 1), ptidavek 1 ml elu¢niho pufru (100mM Tris-HCI, pH = 8,0,
150mM NacCl, 10mM desthiobiotin; nutno pfipravit vzdy Cerstvy) a jimani frakce W2 (Wash 2).
Po 15 minutach byl pfidan 1 ml elu¢niho pufru a byla jimana frakce E1 (eluce 1). Nasledné& byl
postupné ptidavan 1 ml elu¢niho pufru a byly chytany frakce E2, E3, E4. Kolona byla promyta
10 ml Wash pufru za jimani frakce W3 (Wash 3). Nasledovala regenerace kolony 20 ml
regeneraéniho pufru (100mM Tris-HCIL, pH=8,0, 150mM NaCl, 1mM HABA
(4’-hydroxyazobenzen-2-karboxylova kyselina)), promyti 20 ml Wash pufru a nasledné byla
kolona uchovéna pii 4 °C v 1 ml Wash pufru.

Nésledné byla zmétfena absorbance jednotlivych frakci na pfistroji Nanodrop (Thermo
Scientific). Podle moldrniho extinkéniho koeficientu proteinu mGCPIII (1, = 114270 dm® - mol ™' - cm™)
byla piepoc¢tena zmeiend absorbance na koncentraci.

Frakce byly analyzovany diskontinualni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu

za redukujicich podminek (SDS-PAGE) a nasledné byly vyvolany stiibrem.
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3.2.2 SDS-PAGE

Nejprve byly vzorky se vzorkovym pufrem (3,5 ml 1M Tris (pH 6,8); 3,0 ml glycerol;
1 g SDS; 600 pul 2-merkaptoethanol; 1,2 mg bromfenolova modi; doplnéno vodou do 10 ml)
v poméru 5:1 umistény na 10 min do 96 °C, aby doslo k denaturaci proteinti. Nasledné byl
pfipraven gel: po sestaveni aparatury byl pfipraven 11% separacni gel (2,5 ml 1,5M Tris
(pH8,8); 2,5 ml smési akrylamidu a  bisakrylamidu (42,8 g akrylamidu,
1,2 g N,N'-methylen-bis(akrylamidu)); 100 pul 10% (w/v) SDS, 10 ul TEMED;
100 pul 10% (w/v) peroxodisiranu amonného (APS); doplnéno vodou do 10 ml) a byl nalit
do aparatury. Po zatuhnuti byl prevrstven 6% zaostfovacim gelem (1,25 ml 1 M Tris (pH 6,8);
0,75 ml  smési  akrylamidu a  bis(akrylamidu) (42,8 g  akrylamidu,
1,2 g N,N'-methylen-bis(akrylamidu)); 50 ul 10% (w/v) SDS; 10 ul TEMED;
50 ul 10% (w/v) peroxodisiranu amonného (APS); doplnéno vodou do 5 ml). Nésledn¢ byla
aparatura naplnéna elektrodovym pufrem (15,1 g Tris; 94 g glycin; 5 g SDS; 900 ml voda;
pH 8,8) zfedénym 1:4 deionizovanou vodou, do jamek od hiebeni byly naneseny vzorky
proteintl z jednotlivych frakci po purifikaci. Aparatura byla zapojena ke zdroji stejnosmérného
proudu a separace probihala pii konstantnim napéti 140 V po dobu piiblizné¢ 75 min
(dokud bromfenolovd modt dosahla konce gelu). Proteiny byly nasledné detekovany barvenim

sttibrem.
3.2.3 Barveni stfibrem

VSechny nasledujici  kroky byly provadény s gelem z SDS-PAGE umisténym
v plastové nadobce na michacce pfti laboratorni teploté. Gel byl inkubovan s cca 10 ml fixa¢niho
roztoku (12% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol, 0,5 ml 37% formaldehydu) po dobu
30 minut. Poté byl roztok odlit a ke gelu bylo pfidano asi 10 ml promyvaciho roztoku (50%
(v/v) methanol). Po 15 minutach inkubace byl roztok vyménén za Cerstvy promyvaci roztok,
tento postup byl opakovan celkem tfikrat. Poté byl gel po dobu 1 minuty inkubovan
s exponacnim roztokem (NaxS>0;3 - 5 H2O — 0,2 g/l H>0). Gel byl oplachnut destilovanou vodou
3 x 20 s. Nasledovala inkubace simpregnacnim roztokem (AgNOs - 2 g/l
0,5 ml 37% formaldehydu, doplnéno destilovanou vodou do 1 1). Gel byl opét oplachnut
destilovanou vodou 3 x 20 s. Gel byl inkubovan s vyvolavacim roztokem (Na,COsz — 60 g/l,
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NazS»0;3 - 5 H O — 4 mg/l, 0,5 ml 37% formaldehydu, doplnéno destilovanou vodou do 11) az
do dostate¢ného obarveni. Poté byl omyt destilovanou vodou 3 x 20 s. Byl pfilit druhy
promyvaci roztok (12% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol) na cca 10 minut. Gel byl

inkubovan s uchovavacim roztokem (50% (v/v) methanol) pfes noc.
3.2.4 ZahuStovani proteinu na filtru Amicon

Po vyhodnoceni gelu a ziskanych dat z Nanodropu (Thermo Scientific) byly spojeny frakce,
které obsahovaly protein. Nasledné byly z ptivodniho objemu 3 ml koncentrovany na piiblizné
250 pul pomoci filtru Amicon (Merck; 15ml zkumavka, projdou latky do Mw = 30 000).

Zkumavka s filtrem byla naplnéna vybranymi frakcemi a poté byla umisténa na centrifugu a
centrifugovana 10 min pii 3500 g. Poté byl odlit permeat (pfiblizné 2 ml), ktery protekl ptes filtr
do spodni ¢asti zkumavky, a k zahusténému vzorku byly pfidany 2 ml pufru (10mM BTP-HCI,
150mM NaCl, pH =7,4; 4,38 g NaCl a 1411,6 mg BTP bylo rozpusténo ve 400 ml MiliQ vody,
pH bylo upraveno na 7,4 a nasledné byl objem doplnén do 500 ml; pufr byl ptefiltrovan pies
0,22 pm nitrocelulosovy filtr a odvzdusnén). Postup byl opakovén 3x, aby byl vzorek pieveden
do prostiedi pufru a néasledné€ byl objem vzorku zakoncentrovan na cca 250 pl. Nakonec byl
vzorek pipetovan do standardni mikrozkumavky a byl centrifugovan pii 13 000x g 10 minut.

Takto pfipraveny vzorek byl zméfen na Nanodropu (Thermo Scientific) a jeho koncentrace

byla 9,286 mg/ml.
3.2.5 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

GPC bylo provedeno na koloné¢ HiLoad™ Superdex™ 200 10/300 GL (GE-Healthcare)
s mrtvym objemem 7 ml a celkovym objemem 24 ml. Nejprve byl nastaven maximalni tlak
na 1,5 MPa, pfistroj a 500ul injekéni ventil byl promyt od ethanolu odvzduSnénou destilovanou
vodou s pritokem 1 ml/min.

Pivodni vzorek o cca 250 pl byl nafedén pridavkem 500 pl mobilni faze (10mM BTP-HCI,
150mM NaCl, pH = 7,4; 4,38 g NaCl a 1411,6 mg BTP bylo rozpusténo ve 400 ml MiliQ vody,
pH bylo upraveno na 7,4 a nasledné byl objem doplnén do 500 ml; pufr byl prefiltrovan pies
0,22 pm nitrocelulosovy filtr a odvzdusnén) a byl nadavkovan na FPLC ve dvou davkach
(400 pl a nasledné cca 350 pl). Po nadavkovani byl pritok upraven na 0,5 ml/min, od 5 ml bylo

spusténo sbirani frakci po 0,5 ml a byla zaznamendvana absorbance pifi 280 nm.
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Frakce, které podle chromatogramu obsahovaly protein, byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE a barvenim stfibrem (viz vyse). Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny inkubaci
5 ul frakce s 1 ul SB (6x koncentrovaného) po dobu Smin pii 95 °C.

Koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich byla zméfena spektrofotometricky
na Nanodropu (Thermo Scientific). Vybrané frakce byly spojeny, alikvotovany a rychle
zamrazeny Vv kapalném dusiku. Koncentrace pfipraveného proteinu byla stanovena

aminokyselinovou analyzou.

3.2.6 Méreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim tritiovaného substratu

FHINAAG

96jamkova desticka byla umisténa na led a podle planu (ptiklad rozpisu je uveden v tab. 2)
bylo do jamek desti¢ky napipetovano potfebné mnozstvi reakéniho pufru. Protein uchovavany
po alikvotech v -80 °C byl rozmrazen pfti laboratorni teploté, poté byl poklepanim promichan,
centrifugovan 10 s pti 500x g a nasledné umistén na led. Byl nafedén na potiebné koncentrace
pipetovanim do vychlazené¢ho reakéniho pufru (25mM BTP, 150mM NaCl, ImM ZnCla,
0,001% Ci2Es, pH 7,4) a dikladnym promichanim pipetou. Poté byl enzym podle planu
pipetovan do jamek desti¢ky obsahujicich reakéni pufr tak, Ze kazda reakce méla objem 90 pl.
Desticka byla umisténa do vodni ldzné predehtaté na 37 °C tak, aby byl cely objem reakce
pod hladinou. Po vytemperovani reakci (cca 5 min) bylo multikandlovou pipetou do reakci
pfidano 10 pl substratu (smés 50nM [*HINAAG — znaceny tritiem na uhlikatém skeletu
glutamatu C3, C4 — a 950nM NAAG — neznaceny) a reakce byly promichany. Po uplynuti
30 minut byly reakce zastaveny piidavkem 100 pl stopovaciho pufru (200mM KH2POs,
2mM 2-merkaptoethanol, pH 7,4) a dikladné¢ promichdny pomoci multikanalové pipety.
Nasledovala separace ionexovou chromatografii. Do sklenénych Pasteurovych pipet o poctu
odpovidajicimu reakcim byly naneseny 2 ml nosice AG 1-X8 (Bio-Rad) suspendovaného
v odvzdusnéné deionizované H.O v poméru 1:1. Kolonka byla dvakrat promyta odvzdu$nénou
deionizovanou vodou. Na kolonky byl nanesen veskery objem reakce — cca 200 ul vzorku.
Do scintila¢nich lahvi¢ek bylo ddno 6 ml scintilaéniho roztoku Rotiszint® Eco-Plus (Roth) a
lahvi¢ky byly umistény pod kolonky s nanesenymi vzorky. Navazany glutamat byl eluovan

2 x 1,25 ml IM HCOOH do scintilacnich lahvicek, roztok byl dikladné promichan na vortexu.
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Scintilace byla zmétena na kapalinovém scintilaénim spektrometru Tri-Carb 2900TR (Perkin

Elmer) a ziskana data byla vyhodnocena.

Tabulka 2. Rozpis provadénych reakei.

m enzymu .
R ve 100 pl V enzym V pufr subst’raf V substrat
eakce ¢ finalni
reakce (1] (1] M
[nM]
[ng]

1 blank 0 90,0 80 10
2 blank 0 90,0 160 10
3 blank 0 90,0 320 10
4 blank 0 90,0 960 10
5 blank 0 90,0 1280 10
6 blank 0 90,0 20000 10
7 total, 640 1 89,0 80 10
8 total, 640 1 89,0 160 10
9 total, 640 1 89,0 320 10
10 | total, 1280 2 88.0 960 10 hGCPIL 0,64 mg/ml
11 total, 1920 3 87,0 1280 10
12 total, 7040 11,0 79,0 20000 10
13 0,5 0,5 89,5 80 10
14 0,5 0,5 89,5 80 10
15 0,9 0,9 89,1 160 10
16 0,9 0,9 89,1 160 10
17 1,8 1,8 88,2 320 10
18 1,8 1,8 88,2 320 10
19 4 4,0 86,0 640 10 I ng/ul
20 4 4,0 86,0 640 10
21 5 5 85 960 10
22 5 5 85 960 10
23 7 7,0 83,0 1280 10
24 7 7,0 83,0 1280 10
25 13 13,0 77,0 1920 10 mGCPII
26 13 13,0 77,0 1920 10
27 22 2,2 87,8 3840 10
28 22 2,2 87,8 3840 10
29 29 2,9 87,1 5000 10
30 29 2,9 87,1 5000 10
31 57 5,7 84,3 10000 10 10 ng/ul
32 57 5,7 84,3 10000 10
33 114 11,4 78,6 20000 10
34 114 11,4 78,6 20000 10
35 178 17,8 72,2 40000 10
36 178 17,8 72,2 40000 10

Od ptivodni naméfené hodnoty DPM (rozpad za minutu) pro danou reakci byla odectena
hodnota tzv. ,blanku — slepého pokusu (bez ptfidaného enzymu). Totéz bylo odecteno od

hodnoty tzv. ,totalu®, coz je vzorek, kde mél byt veskery substrat pfeménén na produkt. Pro
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zméfeni totalu byl pouzit aktivnéjsi protein hGCPIIL. Nésledné byla dopoctena konverze podle

vztahu:

DPM bez blanku

konverze = total bez blanku

Déle byla vypoctena koncentrace vzniklého produktu po provedeni reakce podle vztahu:
Cprodukt [NM] = konverze * enaag [nM]

a finalni koncentrace enzymu po provedeni reakce o objemu 100 pl podle vztahu:

Menzym [ng]

Mmgcpin [g- mol™] - Vepzym [ul] - 108

Cenzym [nM] =

Mmcepm= 90 089 g - mol™!. Vysledna rychlost byla vypoétena ze vztahu:

v [S_l] — Cprodukt

Cenzym ' t

kde ¢ je Cas probihajici reakce, tedy 1800 s.

3.2.7 Méreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim tritiovaného substratu

[FH|BCG

Méfeni enzymové aktivity s pouzitim znaceného substritu BCG  probihalo
podle stejného principu a pracovniho postupu jako pii pouziti znaceného NAAGu.
Jedinym rozdilem bylo to, Ze reakce probihaly 20 minut a byl pouZit jiny reakcéni pufr
(20mM Tris-HCI; 150mM NaCl; 5SmM CaCly, 0,1% Tween 20, pH 7,4) a substrat
(smés 50nM [*H]BCG - znaleny tritiem na uhlikatém skeletu glutamatu, C3, Cs — a
950nM BCG — neznaceny).

3.2.8 Méreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim Pte-Glu;

Enzymova aktivita proteinu mGCPIII s pouzitim substratu Pte-Gluz byla zméfena s pomoci
kolegy MUDr. Frantiska Sedléka v nasi laboratoti podle nasledujiciho postupu.

Desticka byla umisténa na led a podle planu bylo do jamek desticky napipetovano potiebné
mnozstvi reakéniho pufru (25mM BTP, 150mM NaCl, 1mM ZnCl, 0,001% Ci2Es, pH 7,4).
Protein uchovavany po alikvotech v -80 °C byl rozmrazen pfi laboratorni teploté, poté byl
poklepanim promichan, centrifugovan 10 s pfi 500x g a nasledn€ umistén na led. Byl nafedén
na potiebnou koncentraci pipetovanim do vychlazeného reakéniho pufru a

dikladnym promichdnim pipetou. Poté byl nafedény enzym pipetovan do jamek desticky tak,

_27 -



ze kazda reakce méla objem 75 pl a obsahovala 2 ng enzymu. Desti¢ka byla umisténa do vodni
lazné predehtaté na 37 °C tak, aby byl cely objem reakce pod hladinou. Po vytemperovani reakci
(cca 5 min) bylo multikanalovou pipetou do reakci ptidano 25 pl substratu, takze findlni
koncentrace substratu Pte-Gluz byly od 0,0390625 uM do 10 uM a reakce byly promichany. Po
uplynuti 20 minut byly reakce ukonceny piidavkem 10 pul stopovaciho pufru (25mM BTP,
150mM NaCl, 20uM PMPA, pH 7.4). Poté byly produkty reakce analyzovany na UPLC (Agilent
Technologies).

Po proplachnuti celého ptistroje mobilni fazi (25mM fosfatového pufru — smési NaxHPOs a
NaH>POy4, pH 6; 2,7% acetonitril, 0,02% azid sodny) byla reakéni smés analyzovana na koloné
C18 Acquity UPLC HSS T3 2,1 x 100 mm. Eluce substratu a produktu reakce byla provedena
isokraticky pfi pritoku 0,4 ml/min, teplota kolony byla 40,0 °C. Analyty byly detekovany pii
280 nm. Ziskané vrcholy odpovidajici substratu a produktu byly integrovany a ziskand data byla
nasledné vyhodnocena.

Zintegrované obsahy vrcholti odpovidajici Pte-Glu, a Pte-Glu; byly piepocteny na latkové
mnozstvi v pmol podle pfedem provedené kalibrace pomoci znamych koncentraci PteGlu,.

Pivodni latkové mnozstvi substratu npiegiy, poe v reakci odpovida souctu latkovych mnozstvi

NpteGlu, @ MpreGlu, N@ konci reakce. Z toho lze nasledn€ dopocitat konverzi:

NpteGlu, [PMO]]

MPteGluy o [PMOI]

konverze =

Dale bylo vypocteno, kolik pmol produktu vznikne za sekundu:

L1 __ MpteGluy [Pmol]
v[pmol -s™'] = —

kde ¢ je Cas probihajici reakce, tedy 1200 s. Latkové mnozstvi enzymu bylo vypocteno
ze vztahu:

Menzym [ng]

Mmgcpin [g- mol~1] - 103

Nenzym [pmol] =

Mmcepm =90 089 g - mol™.
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Vysledna rychlost byla vypoctena ze vztahu:

v [pmol - s71]

-1
v[sT] =
[ ] Nenzym [pmol]

Koncentrace substratu v reakci byla vypoctena z ptivodniho latkového mnozstvi substratu

nPteGluZ‘poé [pmol]
Vreakcel[Ml]- 1073

NpteGluy poe+  Csubstrat [nM] = = MNpteGluy por [pmol] - 10
P P

protoze Viearce= 100 pl.
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4 Vysledky

4.1 Priprava proteinu mGCPIII

V nasi laboratoii bylo Janou Starkovou pfipraveno 1000 ml média obsahujiciho protein
mGCPIIL. Médium bylo centrifugovéano a zahusténo z pivodniho objemu na ptiblizné 80 ml.
Nasledné byl protein precistén afinitni chromatografii za pouziti streptaktinového nosice.
Z afinitni chromatografie byly ziskany frakce W1, W2 (promyti kolony), E1, E2, E3 (eluce
pomoci desthiobiotinu). Jejich absorbance byla zméfena na pfistroji Nanodrop (Thermo Scientific).
Podle molarniho extinkéniho koeficientu proteinu mGCPIII (4, = 114 270 dm3 - mol ™' - cm™';

1 [A280]~0,77 mg/ml) byla pfepoctena zméfend absorbance na koncentraci (tab. 3).

Tabulka 3. Absorbance vzorku pii 280 nm ziskana na Nanodropu (Thermo Scientific) a jejich koncentrace.

Vzorek A280 ¢ protein [mg/ml]
Wi 0,061 0,047
W2 0,308 0,237
El 2,023 1,558
E2 0,164 0,126
E3 0,076 0,059

Pro dals$i analyzu bylo provedeno SDS-PAGE (obr: 11).

po rozmrazeni
dium po centrifugaci
ermedt ze zahuitovani

zahudténé médium

FT
1
2

GCPIII, 100 ng

médium

é

all blue

Obrazek 11. Prubéh afinitni chromatografie GCPIII
analyzovany pomoci SDS-PAGE detekovany barvenim
stfibrem. Postupné bylo naneseno 1ul média po rozmraZeni,
centrifugaci a zahus$téni, 1 pl proteklého materialu (FT).
Permeatu vzniklého pii zahust'ovani média a frakei W1, E1,
E2, E3, E4 bylo naneseno 10 pl. V pripadé frakce W2 bylo
naneseno 7 pl. Podminky: 11% gel, 150 V, 75 minut.
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Na gelu je patrné, ze frakce W1 — W2 a E1 — E4 obsahuji protein potfebné velikosti
(pti porovnéani se standardem mGCPIIl — pfipraven v nasi laboratoii B. Vorlovou, 2015).
Nasledné byly spojeny frakce W2, E1 a E2, byly pfiblizn€ 12x zahus$tény a preciStény pomoci
gelové permeacni chromatografie (obr. 12).
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Obrdzek 12. Chromatogram z gelové permea¢ni chromatografie — zavislost absorbance pri 280 nm

na retenénim objemu a rozdéleni do frakci.

Nasbirané frakce A10, A12 a Bl — B8 byly zanalyzovany pomoci SDS-PAGE a

barvenim stiibrem (obr. 13).
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Obrdzek 13. Pribéh gelové permeacni
chromatografie mGCPIII pomoci SDS-
PAGE s detekci pomoci stfibra. Permeatu
proteklého pri zahust'ovani na filtru Amicon
bylo naneseno 10 pl. Déle byl nanesen 1 pl ze
vzorku, ktery byl preliStovan na GPC,
vzorku z frakci A10 — B8 bylo naneseno 5 pl.
Podminky: 11% gel, 150 V, 75 minut.
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Podle ziskanych dat byly spojeny frakce obsahujici protein v pfedpokladané dimerni formé:
B2 a B3, frakce byly alikvotovany a zamrazeny v kapalném dusiku. Pro budouci analyzu byly
rovnéz spojeny frakce obsahujici protein v piedpokladané monomerni formé: B5 a B6. Pro

piesné urCeni koncentrace proteinu byla Dr. Radko Souckem provedena aminokyselinova

analyza (Obl’: 14) Name RT (min) _ Area Amount (nmol)

Asp 12,13 1792465 3,358
Thr 14,30 643368 1,220
Ser 15,30 1034852 1,765
Glu 18,50 1610387 3,135
Gly 24,77 1225632 2,126
£ Ala 26,46 1335580 2,268
Name Val 33,03 773750 1,392
. = Met 36,46 221336 0,408
20 ] 3 o lle 38,23 781195 1,521
5 o 2| oo o Z Leu 39,30 958206 1,875
53 s o & Nle 40,36 2354642 4,558
2 . \ E Tyr 42,10 748648 1,365
£ E | Al L Phe 43,40 836737 1,523
220 ‘ B ‘ ) ) His 48,73 299179 0,566
.3 / Lys 49,43 1140036 1,737
[ J 1 Amm 51,36 2108263 3,778
My | = Trp 55,83 178260 0,415
| | ‘ £ Arg 60,40 747818 1,365

200 - | \ ‘%‘ Ll doord —wy 2 L
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Obrdizek 14. Data ziskana z aminokyselinové analyzy dimerni formy mGCPIIL

Znaméfenych  dat byla  vypocCtena  koncentrace  pfipraveného  proteinu:
c¢=0,163 £ 0,003 mg/ml (byly pouZzity hodnoty pro aminokyseliny Ala, Gly, Glx, Asx).
Z ptuvodniho objemu média 1000 ml bylo pfipraveno 0,33 mg dimerni formy proteinu mGCPIII

(celkem 2 ml po spojeni frakei B2 a B3 z obou nasttiki).
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42 Meéreni enzymové aktivity mGCPII s pouzitim tritiovaného
substratu FHINAAG

4.2.1 Stanoveni kinetickych parametri enzymu mGCPIII

Po provedeni reakci podle planu uvedeného u metody méteni enzymové aktivity mGCPIII
s pouzitim tritiovaného substratu [PHINAAG byla naméfend data vyhodnocena v programu

GraFit (obr. 15,) a byla ziskana hodnota Kwv a kcat.
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Obrazek 15. Zavislost reakéni rychlosti na koncentraci substratu, NAAGu. Pro experimentalni detaily viz

kap. 3.2.6, str. 25.
Byly ziskéany tyto kinetické parametry pro substrat NAAG:
Knv=790 £ 60 nM (7 %); keat = 0,156 £ 0,003 s (2 %).
4.2.2 Vzijemné porovnani enzymové aktivity dimerni a monomerni formy
proteinu mGCPIII
Po provedeni reakci metodou méfeni enzymové aktivity s pouZitim tritiovaného substratu

[PHINAAG byla vyhodnocenid data vynesena do grafu zivislosti reakéni rychlosti
na koncentraci substratu, NAAGu (obr. 16).
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Obrazek 16. Zavislost reakéni rychlosti na koncentraci substratu, NAAGu, pro porovnani aktivity dimerni

a monomerni formy.

Vysledky potvrzuji predpoklad, Ze monomerni forma mGCPIII je mnohem méné aktivni

nez dimerni forma, nicméné monomer vykazuje rezidudlni aktivitu.
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43 Meéreni enzymové aktivity mGCPII s pouzitim tritiovaného
substratu FHIBCG

Po provedeni reakci byla naméfend data vyhodnocena podobné jako reakce se
substratem NAAG. Data byla analyzovéana v programu GraFit (obr. 17) a byla ziskdna hodnota
Kwm a keat.
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Obrazek 17. Zavislost reakéni rychlosti na koncentraci substratu, BCG. Experimentalni detaily viz kap. 3.2.7,

str. 27.

Byly ziskéany tyto kinetické parametry pro substrat BCG:
Knv=2 800 + 200 nM (7 %); keat = 21,8 + 0,9 571 (4 %).
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44 Meéreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim Pte-Glu:

Nejprve byla na ptistroji UPLC zmétena kalibraéni fada (obr. 18):
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Obrdzek 18. Kalibracni fada zavislosti plochy pod kiivkou pri absorbanci 280 nm na latkovém mnoZstvi Pte-Glu..

Po prolozeni zavislosti pfimkou, byla ziskana rovnice popisujici vztah obsahu a
latkového mnoZzstvi:
A=3,0992 - n
Po provedeni reakci byla pro kazdou reakéni smés zmeéfena zavislost absorbance

na reten¢nim case (obr. 19).

DAD1 A, Sig=281.4 Ref=450,4 (FRANTAWIN--PLATES 2018-12-03 22-54-52\1 ED-0801.0)
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Obrazek 19. Analyza reakéni smési hydrolyzy Pte-Gluz enzymem mGCPIII pomoci UPLC - zavislost
absorbance na reten¢nim ¢ase reakéni smési po ukonceni reakce. Experimentalni detaily jsou uvedeny v kap.
3.2.8 str. 27. Smés je tvorena nerozStépenym substratem Pte-Glu: a produktem reakce Pte-Glui. Malé

necistoty v blizkosti prvniho vrcholu (Pte-Gluz) jsou adukty substratu.
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Po naméfeni chromatogramii pro vSechny reakce byly vrcholy odpovidajici substratu a
produktu zintegrovany a ziskana data byla nasledné vyhodnocena. Jelikoz glutamat neabsorbuje
pii 280 nm, miizeme pouzit pro vypocet latkového mnozstvi Pte-Glu; stejnou kalibra¢ni pfimku

jako pro Pte-Gluy. Data byla analyzovana v programu GraFit (obr. 20) a byla ziskana hodnota

Kva kcat-

—_

0 T | T | T | T | T I T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Pte-Gluz [nM]

Obrazek 20. Zavislost reakéni rychlosti na koncentraci substratu, Pte-Glu..

Byly ziskéany tyto kinetické parametry pro substrat Pte-Gluo:
Knv=900 + 100 nM (9 %); keat = 0,60 £ 0,02 s (3 %).
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5 Diskuze

5.1 Priprava proteinu mGCPIII

7 1000 ml média bylo zahus$ténim, afinitni purifikaci a nasledn¢ gelovou permeacni
chromatografii ziskano 0,33 mg ¢isté dimerni formy proteinu mGCPIIIL. Nizky vytézek oproti
pfipravé jinych rekombinantnich proteinii v nasi laboratofi je zplisoben tim, Ze velka cast

proteinu byla ve formé neaktivniho monomeru a byla oddélena od formy dimerni pomoci GPC.

Ze ziskanych dat z GPC a z nasledné proveden¢ho SDS-PAGE (0br. 12, 13) bylo zjisténo, Ze
protein precistény afinitni chromatografii obsahoval necistoty s vétSim retenénim objemem (V'
= 19 ml) a necistoty s mens$im reten¢nim objemem (/' = 10 ml). Z pozice vrcholt lze fici, Ze
vrchol s retenénim objemem 12 ml odpovida dimerni formé mGCPIII a vrchol s retenénim
objemem 13,5 ml odpovida monomerni form¢. Podle SDS-PAGE lze dale fici, Ze protein po
GPC neobsahuje jiné necistoty, nicméné vrcholy monomeru a dimeru vlivem malého rozdilu

retencnich objemt nelze zcela oddélit.

Z ptedchozich pokust s proteinem mGCPIII v nasi laboratotfi vime, Ze se dimerni forma
enzymu rozpadd na monomer (napi. méteni na Thermofluoru — opakované rozmrazZeny protein

mél rozdilnou denaturaéni teplotu od Cerstvé rozmrazeného).
52 Meéreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim tritiovaného
substratu FHINAAG

Po zméieni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim tritiovaného substratu [PTHINAAG byly
ziskany tyto kinetické parametry: Ky = 790 + 60 nM (7 %); kear = 0,156 & 0,003 s (2 %).
V tab. 4 srovnavame tyto hodnoty s dalSimi publikovanymi kinetickymi konstantami pro
homology GCPII.

Porovname-li (tab. 4) tuto hodnotu Km s hodnotou pro rekombinantni lidskou GCPIII
(Km=370 = 70 nM), potom rhGCPIII méa 2x vyssi afinitu k NAAGu. Pfestoze v ptipadé
mGCPIII byly pouzity aktivujici Zn** ionty a jiny pufr (BTP ma4 lepsi vlastnosti nez MOPS,
MOPS mirnég inhibuje aktivitu GCPII a GCPIII), lidska GCPIII 1épe stépi NAAG.
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Tabulka 4. Porovnani ziskanych parametru pro $tépeni NAAGu s publikovanymi vysledky.

Protein Kv [nM] keat [1/5] keat/ Km [1/sM] Podminky Zdroj
rhGCPII 1200 £ 500 1,1+£0,2 (9,3+4,9)-10° | 20mM MOPS; 20mM NaCl; ;
rhGCPIII 370+ 70 0,11+0,01 (3,0+£0,6) - 10° pH 7.4
GCPIII 500 0,08 2,16 - 103 25mM BTP; pH 7,5
. 2+ 49
GCPIIL, Zn2* 100 0,5 2,27 - 10 25mM BTP; (;’ 15mM Zn”; pH
rmGCPII 1900+ 100 | 1,44 +0,02 (7,7+0,1)- 10° | 20mM NaCl; 20mM MOPS; 5
rhGCPII 550 + 60 1,45+0,04 | (2,65+0,07)-10° pH 7.4
25mM BTP; 150mM NacCl; Tato
mGCPIII 790+ 60 | 0,156+0,003 | (2,0+0,1)-10°5 | 1mM ZnCly; 0,001% C1,Es; | bakalaiskéa
pH 7,4 prace
Porovndme-li  hodnotu Km shodnotou pro rekombinantni lidskou  GCPII

(Km = 1200 + 500 nM), potom lidskd GCPII ma 1,5x nizsi afinitu k NAAGu.

Porovname-li hodnotu Ky shodnotou pro lidskou GCPIII v pfitomnosti Zn**
(Km = 100 nM), lidska GCPIII ma 8x vyssi afinitu k NAAGu. Prestoze v piipadé mGCPIII byla
pouzita vys§i koncentrace aktivujicich Zn?* ionti (ImM misto 0,1mM v piipadé lidské GCPIII)
lidskéa GCPIII 1épe stépi NAAG.

Jestlize srovname ziskané parametry s rmGCPII (Km = 1900 + 100 nM), zjistime,
ze mGCPIII ma 2,4x vyssi afinitu k NAAGu. ZvySend afinita miZe byt zptisobena piitomnosti
aktivujicich Zn?" iontd.

Porovname-li ziskané ¢islo ptemény s publikovanymi vysledky, potom mGCPIII pieméni za
jednu sekundu 1,5x vice NAAGu nez rthGCPIII (keax = 0,11 £ 0,01 s'), lidska GCPIII
v piitomnosti Zn*" (keat = 0,5 s™') pfeméni za jednu sekundu 3x vice NAAGu nez mGCPIIL.
aktivujicich Zn?" iontd.

Rekombinantni my$i GCPII (keat = 1,44 + 0,02 s™!) pfeméni dokonce 9x vice nez mGCPIII,
piestoze pii pouziti mysi GCPIII reakce probihala v piitomnosti Zn** aktivujicich iontfl a v
jiném reakénim pufru (BTP ma lepsi vlastnosti nez MOPS, MOPS mirn¢ inhibuje aktivitu

GCPII a GCPII).
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53 Vzijemné porovnani enzymové aktivity dimerni a monomerni
formy proteinu mGCPIII s pouzitim tritiovaného substratu
PHINAAG

Porovname-li enzymovou aktivitu monomerni a dimerni formy mGCPIII, tak vysledky
potvrzuji ptedpoklad, ze monomer vykazuje mnohem mensi aktivitu nez dimer. Residudlni
aktivita monomerniho proteinu pozorovatelnd na obr. 16 miize byt zpisobena tim, ze GPC
neumoznilo dokonalou separaci dimeru a monomeru (vrcholy maji podobny reten¢ni objem, viz
obr. 12), tudiz je v alikvotu s monomerem v malém mnozstvi pfitomen i dimer. Ze ziskanych
dat je zfejmé, ze enzymova aktivita dimeru je srovnatelnd se standardem mGCPIII

(Vorlova, 2015).
54 Méfeni enzymové aktivity mGCPIII s pouZitim tritiovaného
substratu FH|BCG

Po zméfeni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim tritiovaného substratu [PH]BCG byly
ziskany tyto kinetické parametry:
Kyv=2 800 £ 200 nM (7 %); keat = 21,8 £ 0,9 5! (4 %).
V tab. 5 uvadime srovnani nami naméfenych hodnot s tidaji pro podobné reakce publikované

v literatufre.

Tabulka 5. Porovnani ziskanych parametri pro S§tépeni BCG s publikovanymi vysledky.

Protein Kv [nM] keat [1/8] | keat/ Km [1/sM] Podminky Zdroj
GCPII 7000 0,0008 1,7-10?
25mM BTP; pH 7,5
GCPIII 300 0,05 1,8-10° 49
GCPIII, Ca?* 1000 12 1,33-107 25mM BTP; pH 7,5; 2,5mM Ca?"

20 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl, Tato
mGCPIII 2800+200 | 21,8+0,9 | (7,8+0,2)- 10° 5 mM CaCly; 0,1% Tween 20; | bakalarska
pH 7,4 prace

Porovname-li tato data (fab. 5) shodnotami pro lidskou GCPIII v pfitomnosti Ca**

(Km=~ 1 pM; ket = 12 s71), lidska GCPIII ma 3,2x vyssi afinitu k BCG, ale mGCPIII pteméni
za sekundu 2x vice substratu. Rozdil mezi enzymy mize byt zplisoben pouZitim odliSnych pufri

a pfedevsim jiné koncentrace CaClz: v piipadé mGCPIII SmM CaCly , v piipadé lidské GCPIII
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2,5mM CaClo. Ca** ionty zvysuji efektivitu $t€peni substratu BCG*’. Koncentrace SmM CaCly
byla zvolena na zaklad¢ ptedchozich experimentl provedenych v nasi laboratoti Mgr. Barborou
Vorlovou, Ph.D. Rozdil v ziskanych kinetickych parametrech miize byt dale zpiisoben
rozdilnymi metodami méteni. V piipadé méteni aktivity lidské GCPIII byla pouzita metoda

HPLC, v piipad¢ proteinu mGCPIII byla pouzita metoda Stépeni tritiovaného substratu.
5.5 Meéreni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim Pte-Glu:

Po zméfeni enzymové aktivity mGCPIII s pouzitim substratu Pte-Glux byly ziskany tyto
kinetické parametry: Ky =900 + 100 nM (9 %); kcat = 0,60 £ 0,02 57! (3 %).
V tab. 6 srovnavame tyto hodnoty s dal§imi publikovanymi kinetickymi konstantami pro

homology GCPII:

Tabulka 6. Porovnani ziskanych parametri pro §tépeni Pte-Glu: s publikovanymi vysledky.

Protein Kv [nM] keat [1/5] keat/ Km [1/sM] Podminky Zdroj
107
rmGCPII 290+20 | 3,63+0,09 | (1,26 +0,08)-10 25mM BTP; 150mM NaCl; 54
thGCPII 3942 [ 509+0,09 | (1,32+8)-108 0,001% Ci2Es; pH 7.4
25mM BTP; 150mM NaCl; Tato
mGCPIII 900 +100 | 0,60+0,02 | (6,7+0,5)-10° ImM ZnCl; 0,001% Ci2Es; bakalarska
pH 74 préce

Jestlize srovndme ziskané¢ parametry (tab. 6) srmGCPII (Km = 290 = 20nM;
keat = 3,63 £ 0,09 s7!) zjistime, ze rmGCPII m4 3x vyssi afinitu k Pte-Gluz a pfeméni 6x vice
substratu za sekundu. rmGCPII je u¢inngjSim enzymem, piestoze v piipadé proteinu mGCPIII
reakéni pufr obsahoval Zn?" ionty, které podle publikovanych vysledkt*’ maji v ptipadé tépeni

Pte-Gluy aktivaéni efekt.
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6 Zavér

1. VS2 expresnim syst¢tmu byla pfipravena rekombinantni ektodoména mysi

glutamatkarboxypeptidasy III, mGCPIIL.

2. Protein byl purifikovdn pomoci afinitni chromatografie a néasledné¢ pomoci gelové
permeacni chromatografie. Enzymaticky aktivni dimerni forma proteinu byla zamrazena

pro nasledné méteni kinetiky.

3. S pouzitim tritiovaného substratu [’HI[NAAG byly zméfeny kinetické parametry Ku a
keat reakce. Lidska GCPIII mé 8x vyssi a rmGCPII ma 2,4x nizsi afinitu k substratu.
Lidskd GCPIII pfeméni 3x vice substratu za sekundu a rmGCPII dokonce 9x vice.
Z hlediska Stépeni NAAGu je lidska GCPIII t€inngj$i neZ mysi ortolog a mysi GCPII je

ucinnéjsi nez mysi GCPIIL

4. Mgienim kinetiky s pouzitim [’HINAAG bylo zjiiténo, Ze monomerni forma proteinu

vykazuje mnohem mensi aktivitu nez dimer mGCPIIL

5. S pouzitim tritiovaného substratu [’H]BCG byly zmé&feny kinetické parametry Ku a kcat
reakce. Lidska GCPIII ma 3,2x vyssi afinitu k BCG, ale mGCPIII pfeméni za sekundu
2x vice substratu. Z hlediska §t€peni BCG jsou lidska GCPIII a mGCPIII srovnatelné, je

vhodné vyuzit mySi model.

6. Byly zméfeny kinetické parametry Km a kcar popisujici St€peni substratu PteGlus.
rmGCPII ma 3x vyssi afinitu k Pte-Glu; a pfeméni 6x vice substratu za sekundu nez

mGCPIIIL Pfi méfeni kinetiky s PteGluz je rmGCPII G€innéjSim enzymem.
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7 Seznam zkratek

Ala
APS
Asx
BCG
BTP
Da
DMSO
FBS
GCPII
GCPIII
Glu
Glx
Gly
GPC
keat
kDa

Ki

Km
mGCPIII
MOPS
NAAG

PAGE

Pte-Gluz
rhGCPII
rhGCPIII
SB

SDS

Alanin

peroxodisiran amonny

aspartat, asparagin

B-citryl-L-glutamat

BIS-TRIS propan

Daltony

dimethylsulfoxid

fetalni bovinni sérum
glutamatkarboxypeptidasa I1
glutamatkarboxypeptidasa III

kyselina glutamova

glutamat, glutamin

glycin

gelova permeacéni chromatografie

¢islo pfemény (turnover number)

1000 Daltonti

Inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

rekombinantni ektodoména mysi GCPIII se SLIN tagem
3-(N-morpholin)propansulfonova kyselina
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

pteroyl-L-glutamat,

rekombinantni lidskd GCPII
rekombinantni lidskd GCPIIL

vzorkovy pufr

dodecylsulfat sodny
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TEMED

Tris

UPLC

v/v

w/v

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

vysoce ucinna kapalinova chromatografie (z angl. Ultra Performance
Liquid Chromatography)

objem kapalné latky v konecném objemu roztoku

hmotnost rozpusténé latky v kone¢ném objemu roztoku

-44 -



8 Reference

[1] Hlouchova, K., Barinka, C., Klusak, V., Sacha, P., Mlcochova, P., Majer, P., Rulisek, L., and
Konvalinka, J. (2007) Biochemical -characterization of human glutamate
carboxypeptidase 111, J Neurochem 101, 682-696.

[2] Barinka, C., Rinnova, M., Sacha, P., Rojas, C., Majer, P., Slusher, B. S., and Konvalinka, J.
(2002) Substrate specificity, inhibition and enzymological analysis of recombinant
human glutamate carboxypeptidase II, J Neurochem 80, 477-487.

[3] Klusak, V., Barinka, C., Plechanovova, A., Mlcochova, P., Konvalinka, J., Rulisek, L., and
Lubkowski, J. (2009) Reaction mechanism of glutamate carboxypeptidase II revealed
by mutagenesis, X-ray crystallography, and computational methods, Biochemistry 48,
4126-4138.

[4] Barinka, C. (2003) Glutamate Carboxypeptidase II, Diserta¢ni prace, Univerzita Karlova
v Praze

[5] Mesters, J. R., Barinka, C., Li, W., Tsukamoto, T., Majer, P., Slusher, B. S., Konvalinka, J.,
and Hilgenfeld, R. (2006) Structure of glutamate carboxypeptidase 11, a drug target in
neuronal damage and prostate cancer, EMBO J 25, 1375-1384.

[6] O'Keefe, D. S., Su, S. L., Bacich, D. J., Horiguchi, Y., Luo, Y., Powell, C. T., Zandvliet, D.,
Russell, P. J., Molloy, P. L., Nowak, N. J., Shows, T. B., Mullins, C., Vonder Haar, R. A.,
Fair, W. R., and Heston, W. D. (1998) Mapping, genomic organization and promoter
analysis of the human prostate-specific membrane antigen gene, Biochim Biophys Acta
1443, 113-127.

[7] Watt, F., Martorana, A., Brookes, D. E., Ho, T., Kingsley, E., O'Keefe, D. S., Russell, P. J.,
Heston, W. D., and Molloy, P. L. (2001) A tissue-specific enhancer of the prostate-
specific membrane antigen gene, FOLH1, Genomics 73, 243-254.

[8] Huber, F., Montani, M., Sulser, T., Jaggi, R., Wild, P., Moch, H., Gevensleben, H., Schmid,
M., Wyder, S., and Kristiansen, G. (2015) Comprehensive validation of published
immunohistochemical prognostic biomarkers of prostate cancer -what has gone wrong?

A blueprint for the way forward in biomarker studies, Br J Cancer 112, 140-148.

- 45 -



[9] Queisser, A., Hagedorn, S. A., Braun, M., Vogel, W., Duensing, S., and Perner, S. (2015)
Comparison of different prostatic markers in lymph node and distant metastases of
prostate cancer, Mod Pathol 28, 138-145.

[10] Horoszewicz, J. S., Kawinski, E., and Murphy, G. P. (1987) Monoclonal antibodies to a
new antigenic marker in epithelial prostatic cells and serum of prostatic cancer patients,
Anticancer Res 7, 927-935.

[11] Bostwick, D. G., Pacelli, A., Blute, M., Roche, P., and Murphy, G. P. (1998) Prostate
specific membrane antigen expression in prostatic intraepithelial neoplasia and
adenocarcinoma: a study of 184 cases, Cancer 82, 2256-2261.

[12] Murphy, G., Ragde, H., Kenny, G., Barren, R., 3rd, Erickson, S., Tjoa, B., Boynton, A.,
Holmes, E., Gilbaugh, J., and Douglas, T. (1995) Comparison of prostate specific
membrane antigen, and prostate specific antigen levels in prostatic cancer patients,
Anticancer Res 15, 1473-1479.

[13] Gregorakis, A. K., Holmes, E. H., and Murphy, G. P. (1998) Prostate-specific membrane
antigen: current and future utility, Semin Urol Oncol 16, 2-12.

[14] Xiao, Z., Adam, B. L., Cazares, L. H., Clements, M. A., Davis, J. W., Schellhammer, P. F.,
Dalmasso, E. A., and Wright, G. L., Jr. (2001) Quantitation of serum prostate-specific
membrane antigen by a novel protein biochip immunoassay discriminates benign from
malignant prostate disease, Cancer Res 61, 6029-6033.

[15] Schmidt, B., Anastasiadis, A. G., Seifert, H. H., Franke, K. H., Oya, M., and Ackermann,
R. (2003) Detection of circulating prostate cells during radical prostatectomy by
standardized PSMA RT-PCR: association with positive lymph nodes and high malignant
grade, Anticancer Res 23,3991-3999.

[16] Robinson, M. B., Blakely, R. D., Couto, R., and Coyle, J. T. (1987) Hydrolysis of the brain
dipeptide N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate. Identification and characterization of a
novel N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase activity from rat brain, J Biol Chem
262, 14498-14506.

[17] Israeli, R. S., Powell, C. T., Corr, J. G., Fair, W. R., and Heston, W. D. (1994) Expression

of the prostate-specific membrane antigen, Cancer Res 54, 1807-1811.

- 46 -



[18] Israeli, R. S., Powell, C. T., Fair, W. R., and Heston, W. D. (1993) Molecular cloning of a
complementary DNA encoding a prostate-specific membrane antigen, Cancer Res 53,
227-230.

[19] Chandler, C. J., Wang, T. T., and Halsted, C. H. (1986) Pteroylpolyglutamate hydrolase
from human jejunal brush borders. Purification and characterization, J Biol Chem 261,
928-933.

[20] Troyer, J. K., Beckett, M. L., and Wright, G. L., Jr. (1995) Detection and characterization
of the prostate-specific membrane antigen (PSMA) in tissue extracts and body fluids, /nt
J Cancer 62, 552-558.

[21] Silver, D. A., Pellicer, 1., Fair, W. R., Heston, W. D., and Cordon-Cardo, C. (1997) Prostate-
specific membrane antigen expression in normal and malignant human tissues, Clin
Cancer Res 3, 81-85.

[22] Chang, S. S., Reuter, V. E., Heston, W. D., Bander, N. H., Grauer, L. S., and Gaudin, P. B.
(1999) Five different anti-prostate-specific membrane antigen (PSMA) antibodies
confirm PSMA expression in tumor-associated neovasculature, Cancer Res 59, 3192-
3198.

[23] Renneberg, H., Friedetzky, A., Konrad, L., Kurek, R., Weingartner, K., Wennemuth, G.,
Tunn, U. W, and Aumuller, G. (1999) Prostate specific membrane antigen (PSM) is
expressed in various human tissues: implication for the use of PSM reverse transcription
polymerase chain reaction to detect hematogenous prostate cancer spread, Urol Res 27,
23-27.

[24] Lodder-Gadaczek, J., Becker, 1., Gieselmann, V., Wang-Eckhardt, L., and Eckhardt, M.
(2011) N-acetylaspartylglutamate synthetase II synthesizes N-
acetylaspartylglutamylglutamate, J Biol Chem 286, 16693-16706.

[25] Navratil, M., Ptacek, J., Sacha, P., Starkova, J., Lubkowski, J., Barinka, C., and Konvalinka,
J. (2014) Structural and biochemical characterization of the folyl-poly-gamma-I-
glutamate hydrolyzing activity of human glutamate carboxypeptidase II, FEBS J 281,
3228-3242.

[26] Pinto, J. T., Suffoletto, B. P., Berzin, T. M., Qiao, C. H., Lin, S., Tong, W. P., May, F,,
Mukherjee, B., and Heston, W. D. (1996) Prostate-specific membrane antigen: a novel

folate hydrolase in human prostatic carcinoma cells, Clin Cancer Res 2, 1445-1451.

-47 -



[27] Slusher, B. S., Vornov, J. J., Thomas, A. G., Hurn, P. D., Harukuni, 1., Bhardwaj, A.,
Traystman, R. J., Robinson, M. B., Britton, P., Lu, X. C., Tortella, F. C., Wozniak, K. M.,
Yudkoff, M., Potter, B. M., and Jackson, P. F. (1999) Selective inhibition of
NAALADase, which converts NAAG to glutamate, reduces ischemic brain injury, Nat
Med 5, 1396-1402.

[28] Harada, C., Harada, T., Slusher, B. S., Yoshida, K., Matsuda, H., and Wada, K. (2000) N-
acetylated-alpha-linked-acidic dipeptidase inhibitor has a neuroprotective effect on
mouse retinal ganglion cells after pressure-induced ischemia, Neurosci Lett 292, 134-
136.

[29] Zhang, W., Slusher, B., Murakawa, Y., Wozniak, K. M., Tsukamoto, T., Jackson, P. F., and
Sima, A. A. (2002) GCPII (NAALADase) inhibition prevents long-term diabetic
neuropathy in type 1 diabetic BB/Wor rats, J Neurol Sci 194, 21-28.

[30] Ghadge, G. D., Slusher, B. S., Bodner, A., Canto, M. D., Wozniak, K., Thomas, A. G.,
Rojas, C., Tsukamoto, T., Majer, P., Miller, R. J., Monti, A. L., and Roos, R. P. (2003)
Glutamate carboxypeptidase II inhibition protects motor neurons from death in familial
amyotrophic lateral sclerosis models, Proc Natl Acad Sci U S A 100, 9554-9559.

[31] Subasinghe, N., Schulte, M., Chan, M. Y., Roon, R. J., Koerner, J. F., and Johnson, R. L.
(1990) Synthesis of acyclic and dehydroaspartic acid analogues of Ac-Asp-Glu-OH and
their inhibition of rat brain N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase (NAALA
dipeptidase), J Med Chem 33, 2734-2744.

[32] Jackson, P. F., Cole, D. C., Slusher, B. S., Stetz, S. L., Ross, L. E., Donzanti, B. A., and
Trainor, D. A. (1996) Design, synthesis, and biological activity of a potent inhibitor of
the neuropeptidase N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase, J Med Chem 39, 619-
622.

[33] Nan, F., Bzdega, T., Pshenichkin, S., Wroblewski, J. T., Wroblewska, B., Neale, J. H., and
Kozikowski, A. P. (2000) Dual function glutamate-related ligands: discovery of a novel,
potent inhibitor of glutamate carboxypeptidase Il possessing mGluR3 agonist activity, J
Med Chem 43, 772-774.

[34] Whelan, J. (2000) NAALADase inhibitors: A novel approach to glutamate regulation, Drug
Discov Today 5, 171-172.

- 48 -



[35] Neale, J. H., Olszewski, R. T., Gehl, L. M., Wroblewska, B., and Bzdega, T. (2005) The
neurotransmitter N-acetylaspartylglutamate in models of pain, ALS, diabetic
neuropathy, CNS injury and schizophrenia, Trends Pharmacol Sci 26, 477-484.

[36] Tsukamoto, T., Majer, P., Vitharana, D., Ni, C., Hin, B., Lu, X. C., Thomas, A. G., Wozniak,
K. M., Calvin, D. C., Wu, Y., Slusher, B. S., Scarpetti, D., and Bonneville, G. W. (2005)
Enantiospecificity of glutamate carboxypeptidase Il inhibition, J Med Chem 48, 2319-
2324.

[37] Zhou, J., Neale, J. H., Pomper, M. G., and Kozikowski, A. P. (2005) NAAG peptidase
inhibitors and their potential for diagnosis and therapy, Nat Rev Drug Discov 4, 1015-
1026.

[38] Tsai, G., Dunham, K. S., Drager, U., Grier, A., Anderson, C., Collura, J., and Coyle, J. T.
(2003) Early embryonic death of glutamate carboxypeptidase II (NAALADase)
homozygous mutants, Synapse 50, 285-292.

[39] Han, L., Picker, J. D., Schaevitz, L. R., Tsai, G., Feng, J., Jiang, Z., Chu, H. C., Basu, A.
C., Berger-Sweeney, J., and Coyle, J. T. (2009) Phenotypic characterization of mice
heterozygous for a null mutation of glutamate carboxypeptidase II, Synapse 63, 625-
635.

[40] Bacich, D. J., Ramadan, E., O'Keefe, D. S., Bukhari, N., Wegorzewska, 1., Ojeifo, O.,
Olszewski, R., Wrenn, C. C., Bzdega, T., Wroblewska, B., Heston, W. D., and Neale, J.
H. (2002) Deletion of the glutamate carboxypeptidase II gene in mice reveals a second
enzyme activity that hydrolyzes N-acetylaspartylglutamate, J Neurochem 83, 20-29.

[41] Gao, Y., Xu, S., Cui, Z., Zhang, M., Lin, Y., Cai, L., Wang, Z., Luo, X., Zheng, Y., Wang,
Y., Luo, Q., Jiang, J., Neale, J. H., and Zhong, C. (2015) Mice lacking glutamate
carboxypeptidase II develop normally, but are less susceptible to traumatic brain injury,
J Neurochem 134, 340-353.

[42] Vorlova, B., Sedlak, F., Kasparek, P., Sramkova, K., Maly, M., Zamecnik, J., Sacha, P., and
Konvalinka, J. (2019) A novel PSMA/GCPII-deficient mouse model shows enlarged
seminal vesicles upon aging, Prostate 79, 126-139.

[43] Pangalos, M. N., Neefs, J.-M., Somers, M., Verhasselt, P., Bekkers, M., van der Helm, L.,
Fraiponts, E., Ashton, D., and Gordon, R. D. (1999) Isolation and Expression of Novel

- 49 -



Human Glutamate Carboxypeptidases with N-Acetylated a-Linked Acidic Dipeptidase
and Dipeptidyl Peptidase IV Activity, Journal of Biological Chemistry 274, 8470-8483.

[44] Fitch, W. M. (2000) Homology a personal view on some of the problems, Trends Genet 16,
227-231.

[45] Hlouchova, K., Navratil, V., Tykvart, J., Sacha, P., and Konvalinka, J. (2012) GCPII
variants, paralogs and orthologs, Curr Med Chem 19, 1316-1322.

[46] Miyake, M., Innami, T., and Kakimoto, Y. (1983) A beta-citryl-L-glutamate-hydrolysing
enzyme in rat testes, Biochim Biophys Acta 760, 206-214.

[47] Bzdega, T., Crowe, S. L., Ramadan, E. R., Sciarretta, K. H., Olszewski, R. T., Ojeifo, O.
A., Rafalski, V. A., Wroblewska, B., and Neale, J. H. (2004) The cloning and
characterization of a second brain enzyme with NAAG peptidase activity, J Neurochem
89, 627-635.

[48] Collard, F., Vertommen, D., Constantinescu, S., Buts, L., and Van Schaftingen, E. (2011)
Molecular identification of beta-citrylglutamate hydrolase as glutamate
carboxypeptidase 3, J Biol Chem 286, 38220-38230.

[49] Navratil, M., Tykvart, J., Schimer, J., Pachl, P., Navratil, V., Rokob, T. A., Hlouchova, K.,
Rulisek, L., and Konvalinka, J. (2016) Comparison of human glutamate
carboxypeptidases II and III reveals their divergent substrate specificities, FEBS J 283,
2528-2545.

[50] Miyake, M., Kakimoto, Y., and Sorimachi, M. (1978) Isolation and identification of beta-
citryl-L-glutamic acid from newborn rat brain, Biochim Biophys Acta 544, 656-666.

[51] Miyake, M., Kume, S., and Kakimoto, Y. (1982) Correlation of the level of beta-citryl-L-
glutamic acid with spermatogenesis in rat testes, Biochim Biophys Acta 719, 495-500.

[52] Hamada-Kanazawa, M., Kouda, M., Odani, A., Matsuyama, K., Kanazawa, K., Hasegawa,
T., Narahara, M., and Miyake, M. (2010) beta-Citryl-L-glutamate is an endogenous iron
chelator that occurs naturally in the developing brain, Biol Pharm Bull 33, 729-737.

[53] Zhang, A. X., Murelli, R. P., Barinka, C., Michel, J., Cocleaza, A., Jorgensen, W. L.,
Lubkowski, J., and Spiegel, D. A. (2010) A remote arene-binding site on prostate specific
membrane antigen revealed by antibody-recruiting small molecules, J Am Chem Soc

132,12711-12716.

-50 -



[54] Knedlik, T., Vorlova, B., Navratil, V., Tykvart, J., Sedlak, F., Vaculin, S., Franek, M., Sacha,
P, and Konvalinka, J. (2017) Mouse glutamate carboxypeptidase II (GCPII) has a
similar enzyme activity and inhibition profile but a different tissue distribution to human
GCPIL, FEBS Open Bio 7,1362-1378.

[55] Tykvart, J., Sacha, P., Barinka, C., Knedlik, T., Starkova, J., Lubkowski, J., and Konvalinka,
J. (2012) Efficient and versatile one-step affinity purification of in vivo biotinylated
proteins: expression, characterization and structure analysis of recombinant human
glutamate carboxypeptidase II, Protein Expr Purif 82, 106-115.

[56] Altmann, F., Staudacher, E., Wilson, 1. B., and Marz, L. (1999) Insect cells as hosts for the

expression of recombinant glycoproteins, Glycoconj J 16, 109-123.

-51 -



