Abstrakt

Glutamatkarboxypeptidasa Il (GCPII) je membranogiaiopeptidasa, jez jedovéka
exprimovana v mnoha tkanich, zejména pak v prgstantraini nervové soustaa tenkém
sttew¢. V centralni nervové soustav GCPII hydrolyzuje nejrozEnejSi peptidovy
neurotransmiter N-acetyl-L-aspariylt-glutamat na N-acetyl-aspartat a volny glutamat.
Volny glutamat je vyznamny excitai neurotransmiter a jeho uveéhim do synaptické
Sterbiny se GCPII podili na glutamatové neurotoxigiti patologickych stavech. Inhibice této
proteolytické aktivity byla prokazana na potkanichodelech jako neuroprotektivni.
V lidském tenkém s$ew GCPIl odStpuje koncové glutamatové zbytky z poty-
glutamylovanych foldt, ¢imZz umo#uje jejich vstebavani. Funkce GCPII v prostgé stale
neznama, avsak diky velmi vysoké expresi v nadopecktaty se GCPII vyuziva jako marker
pro diagnézu nadorovych onemeon prostaty. GCPII by tak mohla byt nejenom
diagnostickym markerem, ale i perspektivnim cilenm erapii nadorovych onemasmi i pro
Ié¢bu mozkovych poruch Zigobenych glutamatovou excitotoxicitou.

Pro vyvoj a testovani novych eka I&ebnych metod je nutné mit vhodny iedi
model. Vhodnym modelovym organismem je ihamyS (Mus musculus), ktera je hoja
uzivana v mnohaddeckych studiich. ifeésto dosud nebyla provedena zZadna studie tyka&jici s
porovnani mysi a lidské GCPIl co se&dyjejich enzymové aktivity, inhibniho profilu a
tkénoveé distribuce. Rpadné rozdily v expresii aktivité/inhibici mezi lidskym a mySim
orthologem by mohly byt velmi relevantni pro testov novych léiv ¢i novych I&ebre-
diagnostickych metod zaloZenych na GCPII (jak madorovych, tak neuroprotektivnich).

Rekombinantni mySi GCPIl byla klonovana, exprimaarpurifikovana afinitni
chromatografiii a nasledncharakterizovana. V porovnani s rekombinantnikbds GCPII
vykazuje mySi GCPIl podobnou aktivitu, substratoamecifitu i citlivost ke specifickému
inhibitoru lidské GCPII. Protilatky vytwené proti denaturované lidské GCPII rozpoznavaly i
mySi GCPIIl. Naopak protilatky vytwvené proti nativni lidské GCPII neinteragovaly s mys
GCPIl. U rekolika mysSich a lidskych tkani byly pozorovany w&lkozdily v expresi GCPII
swedcici o porgkud odlisné tkaoveé distribuci GCPII v obou organismech. Déle sdgito
vytvorit  stabilni sa¢i burng¢nou linii inducibilné  exprimujici mysi GCPIIl. Bhem
krystalizanich poku& byly pripraveny mikrokrystaly mysi GCPII; podminky budoélel
optimalizovany pro zisk dostates velkych krystah a nésledné wgSeni trojrozrérné
struktury mysi GCPII rentgenovou krystalografii.



