Abstrakt

Hydrolasy zavislé na zinku patfi do tfidy metaloenzym, které obsahuji zine¢naté kationty
katalyzujici hydrolytické reakce. Strukturni studie téchto enzym( jsou provadény za ucelem
ziskani detailnich informaci o povaze jejich trojrozmérné struktury, organizaci domén a Stépeni
jejich pfirozenych substratl. Tato prace popisuje strukturni charakteristiku dvou rlznych
metalohydrolas 1) lidské histondeacetylasy 6 (HDAC6) a 2) glutamatkarboxypeptidasy Il (GCPII) s

vyuzitim odlisné sady biofyzikalnich technik.

HDACES je strukturné unikdtni vicedoménovy enzym sloZzeny z nestrukturovanych a globularnich
domén. Reguluje mnozstvi bunéénych procest odstépovanim acetylové skupiny z postrannich
fetézc lysin( vyskytujicich se v cilovych proteinech. Je znamo, Zze HDAC6 deacetyluje substraty
odlisné od histonl jako je tubulin, Hsp90, cortactin a peroxiredoxiny. Vzhledem k jeho strukturni
komplexnosti jsou dostupné strukturni informace o HDAC6 omezeny pouze na jeho globuldrni
domény. V této studii byl pouZit komplexni metodicky pfistup zaloZeny na integraci
experimentalnich dat ziskanych nékolika ortogonalnimi biofyzikalnimi technikami, ktery umoznil
tvorbu strukturniho modelu HDAC6 v roztoku. Ziskany model ukazuje, Ze diky svym
nestrukturovanym oblastem HDAC6 miiZze zaujimat vice konformaci a v roztoku se
pravdépodobné vyskytuje nékolik jeho konformacnich variant soucasné. Model dale objasnuje
potencial HDAC6 vytvaret oligomery diky pfitomnosti N-terminalni domény vazajici mikrotubuly

(MBD).

Glutamatkarboxypeptidasa Il (GCPIl) je membranové vdzany metaloenzym, ktery obsahuje v
aktivnim misté dva zinec¢naté ionty. Nadmérnd exprese GCPIl v urcitych tkanich je spojena s
vyskytem neurologickych poruch a rakovinou prostaty. Soucasny biomedicinalni vyzkum v této
oblasti je proto zaméren na vyvoj inhibitortl vysoce specifickych pro GCPII. Tyto inhibitory obvykle
obsahuji funkéni skupinu vazajici zinek (ZBG), ktera interaguje se zine¢natymi ionty pritomnymi v
aktivnim misté GCPIl. Tato prace uvadi strukturni srovnani sulfonamidovych inhibitor( s
inhibitory na bazi fosforu, ve kterych obé funkéni skupiny slouzi jako ZBG. Uverejnéné studie

uvadéji, Ze slouceniny na bazi sulfonamidd maji 1000krat slabsi inhibi¢ni ucinek ve srovnani s



inhibitory na bazi fosforu, nicméné detailni vysvétleni tohoto jevu nebylo zatim podano.
Abychom detailné porozuméli vzajemnym interakcim mezi enzymem a inhibitorem, vyresili jsme
ve vysokém rozliSeni trojrozmérnou strukturu sulfonamidového inhibitoru v komplexu s GCPII.
Srovnani trojrozmérnych struktur sulfonamidového inhibitoru s inhibitory na bazi fosforu
odhalilo atypicky vazebny vzorec sulfonamidu, ve kterém jeden atom kysliku koordinuje
katalyticky atom zinku, zatimco druhy kyslik interaguje s molekulou vody v aktivnim misté.
Slouéeniny na bazi fosforu pfimo koordinuji ionty zinku v aktivnim misté, nahrazuji molekulu
vody, ¢imZ napodobuji prechodovy stav hydrolytické reakce. NaSe studie potvrzuje, Ze
sulfonamidova skupina je slabsi ZBG nez skupiny na bazi fosforu, a vysvétluje tak pozorované

nizké inhibi¢ni ucinky sulfonamidového inhibitoru v kombinaci s GCPII.



