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Abstrakt

Glutamatkarboxypeptidasa Il (GCPIl) je membranov&talopeptidasa, jez je
uclovéka exprimovana v mnoha tkanich, zejména pak v akgstentralni nervove
peptidovy neurotransmiter N-acetyl-L-aspariyl-glutamat na N-acetyl-aspartat a volny
glutamat. Volny glutamat je vyznamny exc¢ibd neurotransmiter a jeho uveéhim do
synaptické &trbiny se GCPIl podili na glutamatové neurotoXicyiii patologickych
stavech. Inhibice této proteolytické aktivity bypaokazana na potkanich modelech jako
neuroprotektivni. V lidském tenkémiat¢ GCPIlI odS¥puje koncové glutamatové zbytky
z polyy-glutamylovanych foldt, ¢imz umouje jejich vstebavani. Funkce GCPII
v prostat je stale neznama, avsak diky velmi vysoké expresidorech prostaty se GCPII
vyuZziva jako marker pro diagndézu nadorovych onerioicprostaty. GCPII by tak mohla
byt nejenom diagnostickym markerem, ale i perspakti cilem pro terapii nadorovych
onemocgni i pro I&bu mozkovych poruch Zigobenych glutamatovou excitotoxicitou.

Pro vyvoj a testovani novych Rela l&ebnych metod je nutné mit vhodny imdi
model. Vhodnym modelovym organismem je hapys (Mus musculuys ktera je hoji
uzivana v mnoha&deckych studiich. festo dosud nebyla provedena Zzadna studie tykajici
se porovnani mysi a lidské GCPII co s&etjejich enzymové aktivity, inhibniho profilu a
tkanové distribuce. RBpadné rozdily v expresi aktivité/inhibici mezi lidskym a mySim
orthologem by mohly byt velmi relevantni pro testoivnovych l&iv ¢i novych |&€ebrg-
diagnostickych metod zaloZzenych na GCPII (jak pédorovych, tak neuroprotektivnich).

Rekombinantni mySi GCPIl byla klonovana, exprimaapurifikovana afinitni
chromatografiii a nasledrcharakterizovana. V porovnani s rekombinantnkbdsGCPII
vykazuje mysi GCPII podobnou aktivitu, substratogpecifitu i citlivost ke specifickému
inhibitoru lidské GCPII. Protilatky vytyené proti denaturované lidské GCPII
rozpoznavaly i mySi GCPIl. Naopak protilatky vyktgné proti nativni lidské GCPII
neinteragovaly s mysi GCPII. Ekolika mySich a lidskych tkani byly pozorovany welk
rozdily v expresi GCPIl s\¥ici o porekud odlisSné tkaové distribuci GCPII v obou
organismech. Dale se pdda vytvoiit stabilni sa¢i buré¢nou linii inducibilns
exprimujici mySi GCPIIl. Bhem krystalizénich pokus byly ptipraveny mikrokrystaly
mySi GCPII; podminky budou déale optimalizovany pisk dostaténé velkych krystal a

nasledné vieSeni trojrozrérné struktury mysi GCPII rentgenovou krystalografii



English Abstract

Glutamate carboxypeptidase Il (GCPII) is a membnarstallopeptidase expressed
in many human tissues, predominantly in prostatainband small intestine. In brain it
cleaves the most abundant peptide neurotransrivittaretyl-L-aspartyl-L-glutamate into
N-acetyl-L-aspartate and free L-glutamate. Thus, PGCparticipates in glutamate
excitotoxicity through the release of free glutamiato the synaptic cleft. Inhibition of this
activity has been shown to be neuroprotective is. fa the human jejunal brush border,
GCPII cleaves off terminal glutamate moieties frpmly-y-glutamylated folates, which
can be then transported across the intestinal mucdse function of GCPII in human
prostate is unknown but it is overexpressed in tatescancer. Therefore, GCPIl is an
important marker of prostate cancer and its prajpesMoreover, it could become a
perspective target for treatment of prostate caasewxell as neuronal disorders associated
with glutamate excitotoxicity.

For the development and testing of novel drugs thedapeutics it is necessary to
have an appropriate animal model. Mougkei§ musculusis such a model and it is widely
used by many experimentators. However, no detaitedparison of mouse and human
GCPII orthologs regarding their enzymatic activityhibition profile and expression has
been provided yet. Possible variations in expresaml activity profiles among the human
and mouse orthologs are very relevant for the dgweént of novel GCPIl-based
anticancer and neuroprotective drugs and theraga uiethods.

We cloned, expressed, purified and subsequentlyacteized recombinant mouse
GCPII and compared it to its human ortholog. A¢yivsubstrate specificity and inhibition
of mouse GCPII are similar to human GCPII. We sliost monoclonal antibodies raised
against denatured human GCPII recognize mouse GQRilthe contrary, antibodies
raised against native human GCPIl do not interaith wnouse GCPII. Significant
differences in GCPII expression in several mouse lamman tissues were observed. We
also established stable mammalian cell line foruaiole expression of mouse GCPII.
Finally, microcrystals of mouse GCPIl were preparédring crystallization trials;
crystallization conditions will be further optimaéid for obtaining sufficiently large
monocrystals that could be used for mouse GCRIt&ire determination.

(In Czech)
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1. Uvod

Glutamatkarboxypeptidasa Il (GCPIl) je membranov&talopeptidasa, jez je
uclovéka exprimovana v mnoha tkanich, zejména pak v akgstentralni nervove
sousta¥, tenkém dew a ledvinach. GCPIl ma dvznamé fyziologické enzymové
aktivity.

V lidském tenkém sewe GCPIl od&¥puje koncové glutamatovée zbytky z paty-
glutamylovanych foldt, ¢imz umo#uje jejich vstebavani pes stevni mukosu.
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat na N-acetyl-aspartat a volny glutanvainy glutamat je
vyznamny exciténi neurotransmiter a jeho uveéhlim do synaptické &biny se GCPII
podili na glutamatové neurotoxieipti patologickych stavech. Inhibice této proteoly@ck
aktivity byla prokazana na potkanich modelech ja&oroprotektivni.

Funkce GCPII v prostat(a ostatnich tkanich) je ifgs intenzivni vyzkum stale
neznama. Prostata je dlovéka tkani s nejvySSi expresi GCPIl a tato expreselade
mnohonasobh zvySuje v pipact nadoroveého onemoéni prostaty. Z tohoto idvodu je
GCPII vyuzivana jako marker pro diagndzu onendacprostaty a jejiho vyvoje.

Z vySe uvedeného jergmé, Ze GCPIl by mohla byt nejenom diagnostickym
markerem, ale i perspektivnim cilem pro terapiiarégdych onemoami. Stejrik tak by
bylo mozné GCPII vyuzit pro ¢éu mozkovych poruch Zgobenych glutaméatovou
excitotoxicitou.

Pro vyvoj a testovani novych ela |&ebnych metod je nutné mit vhodny iedi
model. Vhodnym modelovym organismem je hapys Mus musculus ktera je hoja
uzivana v mnoha&deckych studiich. #¢sto dosud nebyla provedena Zzadna studie tykajici
se porovnani mysi a lidské GCPII co sgetjejich enzymové aktivity, inhibniho profilu a
tkanové distribuce. Rpadné rozdily v expresi aktivité/inhibici mezi lidskym a mySim
orthologem by mohly byt velmi relevantni pro testoivnovych léiv ¢i novych I&ebre-
diagnostickych metod zaloZzenych na GCPII (jak pédorovych, tak neuroprotektivnich).

Z tohoto divodu jsme se rozhodlifjpravit a charakterizovat mySi GCPII jako

rekombinantni protein.
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2. Teoreticka cast

2.1 Historie GCPII

GCPIl byla zpdatku studovana jako ¢kolik rozdilnych proteif, s iiznymi
aktivitami ¢i funkcemi, coz vedlo k&kolika riznym pojmenovanim. Tato jména v danych
oblastech vyzkumu dodneggdivaji acasto jsou pouzivaisi nez oficialni ndzev enzymu.

V roce 1987 Horoszewiczt al. detekoval monoklonalni protilatkou 7E11-C5.3 novy
antigen na lidskych prostatickych iikach. Specifita 7E11-C5.3 byla omezena &m
vyhradré na lidskou epitelialni tka prostaty; nereagovala s zadnou testovanou lidskou
buréénou linii (s vyjimkou imunogenni linie LNCaP) aniZ&dnym z testovanych
neprostatickych nadér Toto omezeni exprese antigenu na prostatu vedjehd
pojmenovani PSMA (z angl. prostate-specific membramtigen) [1].

Ve stejném roce Robinsoet al. identifikoval v krysim mozku novou peptidasu
Stepici neurotransmiter N-acetyl-L-aspartyl-L-glutanfAAG) a pojmenoval ji NAALA
dipeptidasa (pozgi upraveno na NAALADasa, z angl. N-acetylated-apimked acidic
dipeptidase) [2].

Roku 1996 Carteet al. zjistila, Ze PSMA vykazuje stejnou hydrolytickoltigitu
a farmakologicky profil jako NAALADasa a Ze se jédn jediny enzym [3].

Opct téhoZ roku Pintet al. pozoroval i folathydrolasovou aktivitu PSMA [4].

O rok pozdji byla vSechna jména na dopoemi Nazvoslovné komise IUBMB
sjednocena pod nazev glutamatkarboxypeptidasadty bude jednoth pouzivan v této

praci [5].

2.2 GCPII v lidskem genomu

Gen pro GCPIl se sklada z 19 exoa 18 introii a pokryva piblizné 62 kbp
genomové DNA [6]. Gen byl lokalizovan na chromosathiuv lokusu p11-p12 [6, 7].

Na chromosomu 11 byly lokalizovany i geny pro dvamielogy GCPIl. Gen pro
GCPIIl se nachazi v oblasti q14.3-g21 a gen pro NABasu L (NAALADasa-,like"
protein) v oblasti 11912 [8].
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2.3 GCPII na urovni mRNA

GCPIl je kodovana mRNA o délce 2653 nt. V prastaBak byly popsany i
alternativié sestizené mRNA; jednotlivé varianty byly pojmenovankgaPSM’, PSM-C,
PSM-D a PSM-E.

2.3.1 PSM’

Suet al.identifikovala v normalni prostatické tkani vegite popsané mRNA GCPII
i jeji alternativié sesfizenou variantu, jeZ pojmenovala PSM’ [9]. ¥gad mRNA PSM’
(2387 nt) dochéazi k deleci 266 nukledtida 5’ konci mRNA GCPII (nukleotidy 114 —
380). Tato delece zahrnuje kodon pro zahajeni lae@groteinu (AUG), stegnjako jeho
intracelularni a transmembranove@ast [9]. Translace mMRNA PSM’ tak vyuziva jiny
iniciatni kodon (Met-58), jejimZz vysledkem je cytoplazrokfi protein postradajici
prvnich 59 aminokyselintfiomnych v sekvenci GCPII (sekvence PSMtina Ala-60,
dochazi tedy pravghodobr k cast&né N-koncoveé proteolyze) [10].

Zajimavosti je fakt, Ze mMRNA odpovidajici GCPHeypaZzuje v maligni prostata
bunkach LNCaP, zatimco v normalni prostapievaZzuje sesiend varianta PSM'.
Vzajemny pondr mnozstvi obou mRNA (GCPII:PSM’) pak koreluje sapsem vyvoje
nadoru (karcinom prostaty 6 — 8, benigni hyperrgfrostaty 1,6 — 0,75 a normalni
prostata 0,45 — 0,075) [9].

2.3.2 PSM-C, PSM-D a PSM-E

PSM-C (o délce 2520 nt) vyuziva stejné shet/é donorové misto jako PSM’
(nt 114), ale jiné akceptorové misto uyniitronu 1 v genomové sekvenci GCPII. Tim
vznika mRNA obsahujici 133 nukleotisghavic oproti PSM’ [11].

PSM-D (2488 nt) vyuziva taktéz stejné donorové onjako PSM’, ale unikatni
akceptorové misto uviitntronu 1 v genomové sekvenci GCPII [11].

PSM-E se od GCPII lisi 97 nt usekem inzertovanynselkvence GCPIl a zarave
negitomnosti 93 nt itomnych v sekvenci GCPII. Exprese mRNA PSM-E jeadorech
prostaty stejé jako v gipadt GCPII zavisla na stupni malignity nadoru [12].

12



2.4 Struktura GCPII

GCPIl je membranovy glykoprotein Il. typu o délcelypeptidovéhotetzce
750 aminokyselin a zdanlivé molekulové hmotnostlok100 kDa [13]. GCPII vytva
symetricky nekovalenth asociovany homodimer [14, 15], podl€kterych autol je
dimerizace GCPII nutn& pro jeji enzymovou aktiyita].

GCPII ma kratkou N-koncovou cytoplazmatickiast (predikovany aminokyseliny
1 - 19), jedinou transmembranovéast (20 — 43) a rozsahlou C-koncovou extracelularni
¢ast (44 — 750), jez je zodp&ind za enzymovou aktivitu GCPII [13, 17]. Extra¢@ini
cast GCPII se sklada zi# lomén — proteasové, apikalni a C-koncové [15jkaxuje 28%
identitu (na aminokyselinové urovni) i celkovou gt@rovou podobnost s transferinovym
receptorem (obr. 1, str. 14) [14, 15, 18]. VSechinyomény se podili na rozpoznavani
substratu [15].

Vedle dvou zineénatych kationi v aktivnim mist, nezbytnych pro enzymovou
aktivitu, se v molekule GCPII nachazi dva dalSityorchloridovy anion podilejici se na
stabilizaci aminokyselinovych zbyikv S1 vazebném mis{19] a vapenaty kation, ktery
pravéEpodobre stabilizuje strukturu dimeru GCPII [15]

GCPIl je glykosylovana na vSech svych 10 poten@éliN-glykosyl&nich mistech
[20]. Glykosylace je zarowenepostradatelna pro enzymovou aktivitu GCPII [Zgdny
z oligosacharidovychrettzca vSak neni viimém kontaktu se substratem, proto vliv

glykosylace na aktivitu enzymu spea pravépodobr ve spravném sbaleni proteinu [15].
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membran

Obr. 1: Krystalova struktura extracelularni ¢éasti lidské GCPII.

GCPIl je homodimerni membranovy glykoprotein (meana je symbolicky naztana). Jeden
monomer je Sedy, druhy je barévrozliSeny na jednotlivé domény — apikalni doménker, proteasova
modre a C-koncova Zlgt Zinegnaté kationty v aktivnim migfsou znazorény rizovymi kulickami, blizky
chloridovy anion oranzovou a vapenaty kattenvenou. Oligosacharidovétzce jsou vyzné&eny oranZoy.
Struktura GCPII odpovida enzymu bez substéatohibitoru v aktivnim mist (PDB kod: 2oo0t, [21]).

2.5 Fyziologické funkce GCPII

2.5.1 Enzymoveé aktivity GCPII

Metalopeptidasa GCPII (EC 3.4.17.21)ipato klanu MH a rodiny M28 v databazi
metalopeptidas MEROPS. Peptidasy rodiny M28 se aygh pritomnosti ko-
katalytickych zinénatych kationi v aktivnim mist [22]. GCPII vykazuje d& enzymové
aktivity — tzv. NAALADasovou aktivitou, spdvajici v hydrolyze neurotransmiteru N-
acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG), a folathydasiovou aktivitou, kdy dochéazi
k odSgpovani koncovych glutamiat poly-y-glutamylovanych folatech [2, 4].

Purifikovana rekombinantni GCPIl ma pro hydrolyzAAG optimum v rozmezi pH
7 — 8; Kn= 1200 nM a kg = 1,1 §' [23]. Pro lyzat buek PC-3 (z angl. prostate cancer
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cells) transfekovanych lidskou GCPII byla publikogdhodnota k=50 nM pro NAAG
[24]. Nutno podotknout, Ze ziskané hodnoty zaleZkonkrétnich reakich podminkéach a

uspdadani experimentu.

2.5.1.1 Hydrolyza NAAG

V mozku GCPII hydrolyzuje peptidovy neurotransmittAAG, ¢imZ se uvaluje
N-acetyl-L-aspartat a volny L-glutamat (obr. 2) 5]. Produkce volného glutamatu a
zejména inaktivace dipeptidu NAAGigobi neurotoxicky (viz 2.6.1.1 a 2.6.1.2). Inhibice
této aktivity GCPII byla prokazana u potkajako neuroprotektivni [26].

HO HO
\(O o YO ©
o A |O NH H,N
" _NH GCPI| HOWOH +HN=C
HO | —0 I O
O HO HO
N-acetyl-L-Asp-a-L-Glu (NAAG) N-acetyl-L-Asp (NAA) L-Glu

Obr. 2: Hydrolyza N-acetyl-L-aspartyl-a-L-glutamatu.
GCPIl hydrolyzuje v lidském mozku N-acetyl-L-aspduit-glutamat, ¢imz se uvaiuje volny

glutamat, jenz je silnym excitaim neurotransmiterem.

2.5.1.2 Hydrolyza polyglutamylovanych folaii

Kromé hydrolyzya-peptidoveé vazby v dipeptidu NAAG je GCPII schognagovat
také jakoy-glutamatkarboxypeptidasa (folathydrolasa), kd§p&tpoly-y-glutamylované
substraty, nap poly-y-glutamylovany folat¢i methotrexat [4, 27]. Touto aktivitou se
GCPIl stava v tenkém isw¢ dulezitou sowasti metabolismu kyseliny listové (folatu),
neba’ umoziuje vznik volného folatu z poly-glutamylovanych folat prijatych v potra¥.
Volny volat pak niZze byt transportovan do tky, kde je vyuZit pro busny
metabolismus [28].
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2.5.1.3 Substratova specifita GCPII

GCPII vykazuje preferenci dipeptics kyselymi zbytky, zejména pro dipeptidy s C-
koncovym glutamatem a N-koncovym kyselym zbytkene-{(AAsp-L-Glu, Ac-L-Glu-L-
Glu a L-Glu-L-Glu), pop. N-koncovym malym nenabitym zbytkem (jako je gtyci
alanin) [2, 17]. DleZita je gitomnost volnéhg-karboxylu glutamatu v P1’ pozici (jeho
amidace sila sniZzuje afinitu), nel® karboxyl silré interaguje s postrannimi zbytky
aminokyselin ve vazebném nids{K699 a N257) [2, 15, 19]. iRomnost ki kladre
nabitych zbytk v S1 pozici (Arg463, Args34 a Arg536) dale v§tuje preferenci GCPII
pro kyselé dipeptidy [19].

Porekud prekvapiv Barinka et al. zjistil, Ze pongrné dobrymi substraty jsou Ac-L-
Asp-L-Met, Ac-L-Glu-L-Met a Ac-L-Gly-L-Met, které gJou ovSem 8&peny s nizsi

acinnosti nez vyse zméné dipeptidy [17].

Afinita GCPII k polyglutamylovanym folé&tn je @iblizné stejna jako afinita k Ac-L-
Asp-L-Glu [27]. Z&rové bylo ukédzano, Ze afinita je prakticky stejna padaty i
aminobenzoylpolyglutamaty, coz znamena, Ze ptavidin skupina ve folatu ma
zanedbatelny vliv na vazbu [27].

Pinto et al. dale ukazal, Ze-piipojeny glutaméat v methotrexatu je pro GCRtko
odsgpitelny, cozZ je v souladu s tim, Ze GCPIl ma vepudobnou afinitu pro jednotlivé
polyglutamylované derivaty folatu, avsak jeji afank monoglutamylovanym derivanh je
tisickrat nizsi [4, 27].

2.5.1.4 Inhibitory GCPII

Jiz v prvotni studii Robinsoet al. ukazal, Ze GCPII je inhibovana polyvalentnimi
ionty jako je fosfat¢i sulfat. Zarové prokazal, Ze fitomnost chelatamich slodenin
dvojmocnych katiorit (EDTA, EGTA, o-fenantrolin) vede ke ztr&@ktivity GCPII, coz je
zcela v souladu s faktem, Ze GCPIlI je metalopeptidabsahujici zid@até kationty
v aktivnim centru [2].

DalSi skupinou inhibitar jsou peptidy obsahujici C-koncovy glutamat, inap
kviskvalat (konformané omezeny analog glutamatdi) B-NAAG (N-acetyl-L-aspartyB-
L-glutamat) [2, 29]. Akoliv tyto peptidové inhibitory nikdy nebyly pouyit pro
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experimentalni terapii, ukazaly, ze C-koncovy giuda je nezbytny pro silnou vazbu
inhibitoru ke GCPII, zatimco pozadavky na P1 poiribibitoru jiz nejsou tak striktni [30].

Vysledkem dalSiho vyvoje byl prvni jiz vysoceininy a specificky inhibitor GCPII,
kyselina 2-(fosfonomethyl)pentandiova (2-PMPA) [38]hodnotou Kdosahujici 0,2 nM
(obr. 3) [31]. Vysoka schopnost inhibice je danaavgépodobré silnou chelataci
zingénatych kationi v aktivnim mist fosfonatovou skupinou 2-PMPA, st&jmak jako
interakci glutaratového zbytku inhibitoru s misteazeznavajicim C-koncovy glutamat
NAAG [32]. Vysoka specifita 2-PMPAG¢i GCPII, nizkd molekulova hmotnost a vysoka
rozpustnost a stabilita umoznily pouzit 2-PMPA vaha studiich se zkdcimi modely
zabyvajicich se fyziologickou roli GCPII a potericién terapeutickym vyuZzitim inhibice
aktivity GCPII [26, 33, 34].

Vysoka polarita fosfonatove skupiny 2-PMPAigpbuje Spatnou oralni dostupnost,
proto byla nahrazena m&molarni thiolovou skupinou. Tato substituce vekllaovému
inhibitoru, kyselig 2-(3-merkaptopropyl)pentandiové (2-MPPA), kterd jjg orélre
dostupna (obr. 3) [35]. 2-MPPA byl zardvervni inhibitor, ktery byl studovan také na
¢loveéku; zadné vedlejSimidinky v centralni nervové soustayCNS) nebyly pozorovany
[36].

Vedle fosfonatovych a thiolovych inhibitostoji za zminku také inhibitory zaloZzené
na maoving, jako nap. ZJ-43 (kyselina N-[[[(1S)-1-karboxy-3-methylbuymino]
karbonyl]-L-glutamova) (obr. 3) [37].

CO,H ccag CO,H
. pj ) ,\f
2 CO,H HO,C "N co H HS CO,H
Z-PMPA ZJ-43 2-MPPA

Obr. 3: Pi¥iklady inhibitor @« GCPII.

Fosfonatovy inhibitor 2-PMPA, vysoceifany a specificky, pouzivany v mnoha studiich zkajioi
fyziologickou funkci GCPII. Thiolovy inhibitor 2-MPA byl prvni oralé dostupny inhibitor a zaroieprvni
inhibitor testovany na&lovéku. ZJ-43, inhibitor odvozeny od raviny, je nyni v preklinickém vyzkumu.

Obrazek pevzat z [32]. Chemické nazvy skmnin jsou uvedeny v kapitole 2.5.1.4.
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2.5.2 Internalizace GCPII

Jak bylo zmiano, extracelularngéast GCPII vykazuje podobnost s transferinovym
receptorem (TfR) nejen na aminokyselinové Urovid,iar doménové strukta. GCPII je
stejre jako TfR schopna internalizace, za kterou je zedgoych prvnich pt
aminokyselin GCPIlI (. MWNLL) [38, 39]. Tento urékni internaliz&ni motiv
(MXXXL) pravdépodobr interaguje s adaptorovym proteinem AP-2 uvbitiiky [39].
GCPIl je internalizovdna z membrany konstituivravsak rychlost internalizace je
zvySena vazbou protilatky [38]. Zaravénilkumar et al. ukazal, Ze cytoplazmatickast
GCPII interaguje s filaminem A, fosfoproteinem po@picim aktin [40]. Tato interakce
GCPIl s filaminem A snizuje rychlost internalizaGCPII, ¢imZ reguluje endocytosu a
vhitrobureény transport GCPII [40].

VySe uvedené vlastnosti nazof, Zze GCPII by mohla mit i jinou, neenzymatickou,
funkci, nag. slouzit jako receptor pro dosud neznamy liganakovy interakni partner

(at’ uz proteinoveéi jiné povahy) vSak zatim nebyl nalezen.

2.6 GCPII jako terapeuticko-diagnosticky cil

2.6.1 GCPII a neuropatologie

GCPIl je v lidské CNS exprimovana na povrchu agfitgcnikoliv vSak na jiném
typu burgk [41]. Hydrolyzou neuropeptidu NAAG (N-acetyl-L-psi-L-Glu) prispiva ke
zvySovani koncentrace volného glutamatu, cdzenveést az k neurotoxiéit(viz 2.6.1.2).
Vyznam této aktivity v mozku neni protdils jasny; jednou z hypotéz jetast GCPII
v regulaci synaptické plasticity.

Praw v této oblasti byla &Sina tesi tykajici se funkce, inhibice a potenciélniho
vyuziti GCPIl provaédna na potkanicki mySich modelech. Z tohotoidodu je dilezité
védet, zda tyto zwvieci homology GCPII plni stejnou funkci jako jejiidsky progjSek,
stejre jako fakt, zda jsou po enzymatické strance dogtaggodobné lidské GCPII.
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2.6.1.1 Neurotransmiter NAAG

N-acetyl-L-aspartyl-L-glutaméat (NAAG) je nejhajn se vyskytujici peptidovy
neurotransmiter v s&v centralni i periferni nervové soustawkde dosahuje mikro- az
milimolarnich koncentraci [42].

NAAG funguje jako ko-neurotransmiter s malymi amigimi neurotransmitery,
véetns glutamatu, acetylcholinu, serotoninu a GABA (kys&ly-aminobutanova) [43]. Po
svém uvolgni NAAG aktivuje metabotropni glutaméatové recept¢mGlu receptory)
téidy 11, zejména pak receptory mGlu3 [44, 45]. Za&oje slabym aktivatorem N-methyl-
D-aspartatovych recepior(NMDA receptory) [46]. NAAG je po svém uvalni do
synaptické &rbiny inaktivovan dinkem GCPII (pop. GCPIIl) za vzniku N-acetyl-L-
aspartatu a volného L-glutamétu [2, 47].

Aktivaci presynaptickych mGlu3 receptopisobi NAAG neuroprotektiv) neba
inhibuje uvolrgni klasickych primarnich neurotransmitejako je glutamatti GABA.
Vedle toho zpsobuje uvolgni neuroprotektivnich transformujiciclistovych faktoé f
(TGF) [33, 48, 49].

2.6.1.2 Glutamatova excitotoxicita

v s

pienasi skrze dkolik typu receptoit [50]. ZvySend mnoZzstvi glutamatu jsou spojena
s mnozstvim mozkovych poruch, jako je cévni mozkpkidoda, neuropatické bolesti,
amyotroficka lateralni sklerogaschizofrenie [shrnuto v 51].

Excitotoxicita je proces nastavajidi gvySené excitaci receptofnag. patologicky
vysokymi koncentracemi glutamatu) vedouci aZz ketistmmky. Vysoka koncentrace
extracelularniho glutamatu @gobuje nad@rnou aktivaci NMDA receptdr, coZ vede ke
zvysSeni koncentrace intracelularnich vapenatychijgagjichz fyziologicka koncentrace je
velmi nizkd (~ 10 M). Narist koncentrace CGhaktivuje burcné endonukleasy,
fosfolipasy, proteasy apod. Aktivacéchto enzynmi vede spolu s dalSimi procesy az
k burg¢né smrti (obr. 4, str. 20) [shrnuto v 51, 52, 58, 5
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Obr. 4: Model inhibice GCPII a jeji vliv na excitotoxicitu p¥i ischemii.

Po svém uvoléni glutamét aktivuje NMDA receptory na postsynaptah neuronech, ipnadnérné
excitaci miZe tento proces vést k neurotoxiciPatologicky vysoka mnozstvi glutamatispbi excitotoxicky
skrze aktivaci NMDA receptér NAAG (N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat) je po svéamolréni inaktivovan
Gcinkem GCPII a GCPIIL. Inhibice této reakce (zdeilorem ZJ43) zvySuje koncentraci NAAG agobi
neuroprotektivd. NAAG inhibuje uvolini dalSiho excitotoxického glutaméatu aktivaci prestickych
mGlu3 receptar (proces je blokovan antagonisty mGlu2/3 recdptorzarovés stimuluje uvolgni
neuroprotektivniho transformujicihaistového faktorup (TGFf) aktivaci glidlnich mGIlu3 receptinr

Prevzato z [51].

2.6.1.3 Cévni mozkovéa fihoda a role GCPII

Pfi cévni mozkové phodk dochazi k posSkozeni mozkoveé tkadiky preruseni
krevniho zasobeni (ischemii). Ischemie méa za nékleedostatek glukosy a kysliku, coz
vede k zastavsyntézy ATP a naslednému naruSeni iontové rovnovésuice. Nasledna
depolarizace vede k uvani glutaméatu a nasledné excitotoxiqiviz 2.6.1.2) [55].

V souvislosti s GCPII byla provederada studii, které ukazaly, Ze inhibice GCPII je
neuroprotektivni a vyraznsniZuje excitotoxické poskozeni mozkii modelech ischemie
u potkari ¢i mysi, tzv. okluziarteria cerebri medigMCAQ; z angl. middle cerebral artery
occlusion) [26, 56, 57]. Slushet al. ukézala, Ze selektivni inhibice GCkilvivo pomoci
2-PMPA snizuje ischemické por&mi mozku po MCAO u potkan[26].
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Neuroprotektivnihno  &inku inhibici GCPIl se dosahuje jednak aktivaci
presynaptickych mGIlu3 receptofvede ke inhibici uvolkéni dalSiho glutamatu), jednak
aktivaci glialnich mGlu3, coz vede k uvein neuroprotektivnich trofickych faktbrjako
je transformujicitstovy faktorp (TGF-) [33, 48, 58].

MysSi s inaktivovanym genem pro GCPIlI byly méméchylné kischemickému
poskozeni mozkui perifernim neuropatickym bolestenti piznych modelech por&ni
(zahrnujici MCACXi porareni sedaciho nervu) ve srovnani se svymi normalpiotéjSky
[59]. Je zajimavé, Ze v této studii homozygotni indggostly bez probléindo dosplosti a
neliSily se od normalnich mysi [47], zatimco jiné& dtudie poukazaly na fakt, Ze delece
genu pro GCPII byla letalni jiz v raném embryondrstadiu naznaljic nepostradatelnost
GCPII pro ontogenezi [60, 61].

Inhibice GCPII se tedy jevi jako velmi nguly zpisob terapie. Mezi dalSi pozitiva
pafti fakt, Ze u inhibitoi GCPII se neprojevuji vedlejstiaky, na rozdil od &y pomoci
blokatofi mGlu receptar [26]. Zarovés 2-PMPA nema vliv na normalni koncentraci
extracelularniho glutamatu, snizeni nastava jemxcitotoxicky vysokych koncentracich

glutamatu [26].

2.6.1.4 Traumatické poraréni mozku

Traumatické porami mozku nastava ip poskozeni mozku \jsi silou (nap.
Guderem) a p#t mezi vysoce rozEné giciny smrti. Excitotoxicita, zfisobena zvysSenim
koncentrace glutamatu po primarnim p@ranje jednim z proceés které negativé pasobi
na okolni mozkovou tka[shrnuto v 62]. Podani inhibitoru ZJ-48 pnodelovém porami
mozku u potkaf zvySilo koncentraci NAAG, coz vedlo k niZz8i kontagi glutamatu a

nasledné redukci excitotoxického poskozeni mozRi. [6

2.6.1.5 Neuropaticka bolest a zaitliva bolest

Inhibitory GCPII také byly schopny sniZit vnimarmunopatické a z&tlivé bolesti u
potkam [64, 65, 66]. Analgetické dinky inhibice GCPII byly vé&chto in vivo studiich
zcela blokovany spolupodanim antagonisty glutanyovreceptat ttidy Il. To silng
podporuje hypotézu, Ze inhibitory GCPII igobuji analgesii zvySenim koncentrace

NAAG, ktery aktivuje mGlu receptoryitly I, coZ vede k analgesii [64].
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2.6.1.6 Neurodegenerativni choroby

(1) Amyotroficka laterélni skler6za (ALS) je neueggnerativni choroba #gobena
degeneraci motorickych neuffgrtato degenerace by mohla bytigpbena glutaméatovou
excitotoxicitou, avSak figsna picina vzniku ALS neni znama. Jako model pro ALS se
pouzivaji transgenni mysi exprimujici mutantni farsuperoxiddismutasy 1 (SOD1), ktera
je exprimovana u pacients ALS [shrnuto v 67]. # dlouhodobém oralnim podavani
inhibitoru 2-MPPA transgennim mySim byl vyr&zmopozdn néstup neurologickych
symptonii ALS a degenerace motorickych neutoistejreé tak inhibitor 2-PMPA snizil
miru umirani neuran pfi in vitro testu s bu&nymi kulturami transfekovanymi SOD1,
avSak tento efekt nebyl blokovan antagonisty m@teptoruitidy Il [68].

(2) Fi vzniku schizofrenie hraje pravdodobré hlavni roli dysfunkce dopaminové
neurotransmise, avsak je mozné, Ze i glutamatovéotransmise hrajeatezitou ulohu ve
VyVoji této choroby [69]. Podavani inhibitoru ZJ-4®tkarim vyrazré snizilo jejich
negativni motorické chovani (padarhem ctize, pohyby hlavy apod.) popsané u modelu
schizofrenie u potkan[70].

(3) U jinych neurodegenerativnich chorob jako jarkinsonova, Huntingtonoua
Alzheimerova nemoc byla navrzena hypotéza, Ze vehdeob uéitym zpisobem souvisi
s dysregulaci glutamatové neurotransmise [shrni@]vinhibitory GCPII by tak mohly
byt terapeuticky vyuZitelné i vifpac téchto chorob, avSak pgatné in vitro ain vivo

studie musi byt teprve provedeny.

2.6.2 GCPII jako diagnosticko-terapeuticky cil vna dorech

2.6.2.1 Exprese GCPII v normalni a nddorove prostit

| ptesto, Ze lidska prostata fiaimezi tkak s nejvyssi expresi GCPII [71], je
fyziologick& funkce GCPII v této tkani stéle nezréam

Studie prova&ghé na vSech typech lidskych prostatickych tkani zisientré
prokazaly vysokou expresi GCPIlI a jeji dalSi ustrv gipac prostatickych naddr
exprese GCPII rostla od benignich tkani k adenakanaim [72, 73, 74, 75]. Exprese
GCPIl je obvzla&t vysoka v pipac Spatr diferencovanych, metastatickych a agresivnich
nadofi prostaty [73]. GCPIl je v prostatexprimovana pouze epithelidlnimi ikami,

nikoliv bunkami basalniméi stromatickymi [75].
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DalSi zajimavou skudmosti je zmina pondru exprese na uUrovni mMRNA mezi
normalni GCPII a jeji zkracenou cytoplazmatickourfou PSM’ (viz 2.3.1) [9].

Exprese GCPII je v prostazvySena nejenomipchodem od normalni tkani k tkani
nadorove, ale také snizenim hladiny andragéti uz medikamentdéznci chirurgicky)
[76]. To je podstatny rozdil (a vyhoda) oproti gedEkému markeru PSA (prostate-
specific antigen), jehoz exprese je naopak snip#insnizeni hladiny androgén(pii tzv.

antiandrogenni tég).

2.6.2.2 Exprese GCPII v neovaskulatie neprostatickych nadoi

Expresi GCPII na endotheliu neovaskulatury v matigntkanich poprvé popsal
Silver et al, kdy protilatka 7E11-C5.3 pozitignreagovala s neovaskulaturou karcinomu
ledvin, tlustého $eva a méového néchyie [72]. Expresi GCPIl v neovaskulétunadoi
pak potvrdila Liuet al, kterd s pouzitim tehdy novych protilatek prottragelularnicasti
GCPIl imunohistochemicky detekovala pozitivitu véeeh 23 testovanych nadorovych
neovaskulaturach neprostatickych karcifioninag. ledvin, plic ¢i metastatického
adenokarcinomu jater) [77].

GCPIl je exprimovana specificky pouze na endothekovaskulatury v pevnych
neprostatickych nadorech, avSak neni exprimovankami €chto nadail, stejré jako
neni exprimovana na endotheliu normalnich cév [X&Imi piekvapiw je GCPII jen
velmi malo exprimovana neovaskulaturou adenokamsing@rostaty (pozitivni byly jen
2 z 12 testovanych vzoik 78], ostatni skupiny nepozorovaly dokonce Zadpouaitivitu
[72, 77].

Changet al. na zaklad téchto vysledk navrhnul hypotézu, Ze exprese GCPII
endothelialnimi  bitkami mize byt zm@sobena stimulaci angiogennimi faktory
sekretovanymi nadorovymi bkami. V souladu s touto hypotézou je fakt, Ze nasipl cév
(nag. angiosarkomy) neexprimuji GCPII; tim, Ze samakuk#ura je neoplasticka, tak
neprodukuje angiogenni faktory [78].

2.6.2.2.1 GCPII a vztah k angiogenesi
Angiogenese (tvorba novych cév) jgknlika krokovy proces regulovany pro- a anti-

angiogennimi faktory. Praist a tvorbu metastdz gebuji nddory fisun kysliku a Zivin;
pro s\vij rist nad 1 — 2 mm jsou nadory zavislé na angiogg¢neki
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Diky zmirgné specifické expresi GCPIl v endotheliich neovestkuo bylo
studovano, zda-li GCPII nem& vliv na tvorbu nadéromeovaskulatury. U mysi
s inaktivovanym genem pro GCPIl bylo ukadzano, Zhopoost angiogenese je siln
snizena. Redpoklada se, ze GCPII reguluje angiogenesi fadsictvim ovliviovani
signalizace mezi lamininy a integriny a takéénou aktivity kinasy aktivované p21 (PAK-
1). V piipack inhibice ¢i delece genu GCPII dochazi ke sniZeni invaziuitgathelialnich
burgk prostednictvim integrif, coz vede k poruSe tvorby novych cév [80].

GCPII tak gedstavuje zajimavy cil pro nové typy antineovagkiilterapie — jednak
pro diagnostiku pevnych nadoprotilatkami konjugovanymi s radionuklidyf ptimo pro
terapeuticky zasah (viz 2.6.2.4.1).

2.6.2.3 Diagnostické metody zalozené na GCPII

GCPIl, jakoZzto membranovy protein vysoce exprimgvaradorovymi tkasmi
prostaty, je idedlnim prastdkem pro zjiovani gitomnosti nadoru, jeho velikosti,
lokalizace a @inku l&by. V piipadt GCPII se vyuzZivaji dvaifstupy — jednak protilatky
proti GCPII konjugované s radionuklidy a jednakkoinolekularni ligandy GCPII.

2.6.2.3.1 Protilatky proti GCPII konjugované s radonuklidy
NejstarSim imunokonjugatem znamym jako capromabdeigh ¢ci CYT-356 je

protilatka 7E11-C5.3 ziana radionuklidemt™!in. V roce 1997 byl schvélen k pouZiti
americkou FDA (Wad pro schvalovani & a potravin; z angl. Food and Drug
Administration) pod komeénim jménem ProstaScint [81]. Nevyhodou CYT-356 je
skut&nost, Ze protilatka 7E11-C5.3 rozpoznava epitoptrvacelularnicasti GCPII [82,
83]. To ma za nasledek, Ze v Zivychikéch neni epitopifstupny protilatce — vizualizuji
se tedy pouze mrtvw& umirajici buky [73, 82, 83].

Druha generace protilatek proti GCPII jiz rozpozh@xtracelularnéast GCPII a je
tak schopna vazat se na Zivéiky, coz s sebouimasi ¥tsi citlivost @i zobrazovani,
zejména kostnich metastaz [77, 84]. Monoklonalwotilatka J591 (oft znaiena**in),
testovana na tké@vych kulturach,fezech i zviecich modelech, byla ,deimunizovana®
nahrazenim mysSich proteinovych sekvenci lidskyratoThumanizovana verze J591ia
byt podavana pacieimh po dlouhou dobu bez vzniku imunitni odpdv[85, 86, 87].

24



S vyuzitim**in-J591 byla testovana i schopnost této protilatigpoznavat GCPII
na endotheliu neovaskulatur pevnych nadéirotilatka detekovala nadoryznych tkani

u 74 % pacierit, coz naznélo moznost anti-neovaskularniho pouziti konjugb91 [88].

2.6.2.3.2 Nizkomolekularni ligandy GCPII
Nevyhodou radio-imunokonjugaje delSicas, ktery pdebuji k difusi z cév do mist

nadoi (az dny). Blo maze byt navic vystaveno nadbyme radiaci zpisobené dlouhou
cirkulaci protilatek, pop se zvysuje jejich nespecificka vazba na Fc-rexgpt jatrech
[89]. Tyto problémy odpadaji u nizkomolekularnigahdi.

Fosset al. pripravili dvé nizkomolekularni latky (M~ 300), jednu ve forthpro
pozitronovou emisni tomografii (PET) s nuklidéfe, druhou pro jednofotonovou emisni

positasovou tomografii (SPECT) a-scintigrafii s nuklidem*®.

Ok¢ latky sein vivo
vazaly na extracelularniast GCPII, nily nizké pozadi a dokazaly v mySich detekovat
mista vyskytu GCPII (zejména ledviny a ¢nay mechyr) [90].

DalSim gistupem jsou nizkomolekularni fluorese¢pn latky specifické pro GCPII

(s emisnim maximem v blizké intrervené oblastiip 790 nm) [91].

2.6.2.4 Terapie

Protinadorové strategie vyuZzivajici GCPII jsou Zeloy (alespd ¢ast z nich) na
podobném principu jako diagnostické — protilatceotipr GCPIl  konjugované
s radionuklidem, cytotoxinendi jinym aktivnim agens. Jinyifstup speéiva v aktivaci

imunitniho systému pacienta.

2.6.2.4.1 Protilatky proti GCPII konjugované s radionuklidy
Nadory prostaty jsou vhodnym cilem pro radioimurepé (RIT), nebd jsou

ponerné dosti citlivé na zéeni radionuklid. Metastazy prostatickych nadojsou malé,
coz umo#uje jednodusSiifstup protilatek, navic seasto jedna o metastazy kosthéiat a
miznich uzlin, tedy tk&h jeZ @ijimaji velkd mnoZstvi cirkulujicich protilatek [R2
Protilatka J591 rozpoznavajici extracelula@dst GCPII je idealnim prastdkem pro
dopravu radionuklidl. Pro radioimunoterapii bylyijpraveny dva imunokonjugaty®Y-
J591 a'"Lu-J591.%%Y je cisty B-z&i¢, zatimco'’’Lu emituje jak, tak iy z&eni. Diky
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tomu mize byt'”’Lu zobrazeno mo vrEjs§imi gama-kamerami, ifpadt *°Y se musi
navic pouzit*in-J591 [92]. V klinickych testech vykazov&i’'Lu-J591 lep$i a fesr¥jsi
odpowdi, na druhou stranu m&Y kratsi pol@as rozpadu (2,7 dne, vs. 6,7 dne). Oba
imunokonjugaty vykazaly anti-nadorovou aktivitu, ppo alesp@é zastavily dalSi st
nadoru. Limitujici toxicitou byla myelotoxicita, déy vSak nedoséhly takovych hodnot,
aby ohrozily jiné organy (napjatra). \&tsi toxicitu vykazoval konjugéat zteny °°Y [93,
94].

2.7.2.4.2 Protilatky proti GCPII konjugované s toxny
Imunoterapie pomoci protilatky J591 @pmjenym Afetezcem ricinu prokazala

cytotoxicky &inek na bua¢nych liniich LNCaP. Bu&né linie neexprimujici GCPII byly
62-277krat meacitlivé k cytotoximim nez linie exprimujici GCPII [95]. DalSintigladem
je konjugat J591-maytansinoid-1. Po navazani @il je cely komplex internalizovan do
nadorové biky, kde antimikrotubuldrni antibiotikum maytansiddi (DM-1) brani
polymerizaci tubulinu, coz vede k poruSe &tmého dleni a nasledné smrti hky [96].
Na podobném principu funguje konjugat protilatkyawsistatinem, jenz je dnnym
mitotickym jedem. Ke zvySeni stability v séru jeito pripojen k protilatce vazbou, jez je

hydrolyzovana az intracelulafkathepsinem B [97].

2.6.2.4.3 Jiné typy terapie vyuZivajici GCPII
(1) Alternativou Kk protilatkam mohou byt aptamergyntetické oligonukleotidy

vazajici GCPIlI na nadorovych ikach [98]. Ri konjugaci toxinu geloninu s aptamerem
pro GCPII byly pozorovany vyborné cytotoxickéinky konjugatu na biky exprimujici
GCPII. Studie xenografickych nadolécenych timto aptamerem vSak nebyla provedena
[99].

(2) Zajimavym pistupem je terapie pomoci T-lymfoéyts arteficialnimi T-
bung¢nymi receptory rozeznavajicimi GCPII. Tyto receptobsahujicast imunoglobulinu
rozpoznavajiciho GCPII (ve fosmedndetézcové protilatky),cimz umo#uji vazbu T-
lymfocyti na GCPII nezavisle na hlavnim histokompatibilniomiplexu (MHC). Gonget
al. ukazal, Ze takto modifikované T-lymfocyty uxiolvaly cytokiny g setkani s GCPIl a

byly schopné it nadorové biiky exprimujici GCPII [100].
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(3) Jiny gistup vyuZzivajici bilky spaiva v pouziti pacientovych dendritickych
burék jako prostedku pro prezentaci antigenu, tj. pepti@GGCPIl, autolognim T-
lymfocytam. To vede k vyvolani bukiné imunitni odpo#di proti nadorovym bikam bez
vedlejSich dinka. U ¢tvrtiny testovanych pacieintdoslo k 50% sniZzeni v hodnotach

séroveho PSA, prostatického markeru pouzivanéhevpluaci nadar prostaty [101].

2.7 Orthology lidské GCPII

Orthologie je typem homologie (tj.fipuznosti dvou libovolnych znék kdy se
jedna o pibuznost dvou znak vzniklou od@lenim dvou biologickych druh ze
spole&ného prapedka [102]. Je tedyigjme, Ze orthologyasto plni stejnou funkci u dvou
rozdilnych organisiin neba@ oddilenim drulii si kazdy znak (&tSinou) ponechava svou

pavodni funkci.

GCPII se zda byt Siroce rog8ihym enzymem, vyskytujicim se u mnoha orgafiism
Mezi nejlépe prozkoumané orthology aBCPII mySi Mus musculus potkana Rattus
norvegicuy a praseteJus scrofa Stejreé tak byly tyto orthology (a organismy) pouzity
k mnoha experimefin zabyvajicich se fyziologickou funkci GCPII a mo&t
terapeutického vyuziti GCPII.

U vSech ti orthologh lidské GCPII se fedpoklada viceménpodobna topologie
a struktura jako u lidské GCPIIl. Mysi, potkani ag&i GCPII maji vysokou podobnost
aminokyselinové sekvence s lidskou GCPII (okolo%80identitu okolo 86 %), zejména
pak v gipad aminokyselin v oblasti aktivnino mista. U vSettlyt homolog: je pak
konzervovano celkem 7 potencialnich N-glykoggiah mist [103, 104, 105].

Biochemicka charakterizacechto zvtecich ortholod je potebnd pro zvoleni
spravného zwéciho modelu, ktery je nutny pro vyvoj a testovaovych latek a obeén
vSech I€ebnych a dignostickych metod zaloZzenych na GCRéinStak je zvieci model
dulezity i pro pochopeni fyziologické funkce GCPlle Jice nez jasné, Ze u daného
modelového organismu musi ortholog odpovidat lidSX€PII, zejména v enzymoveé
aktivit¢, moznostech jeji inhibice a distribuci v tkaniddeni-li shoda dostated, je

pravdEpodobné, Ze vysledky ziskané na nespravném moedgljde vztahnout naloveka.
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2.7.1 Mysi GCPII

MySi GCPII je 752 aminokyselin dlouha membranovdatopeptidasa, jez vykazuje
91% podobnost s lidskou GCPIlI na aminokyselinovévidr (obr. 5, str. 30). Ve své
sekvenci obsahuje 10 potencialnich N-glyko&yleh mist a zdanliva molekulova
hmotnost okolo 100 kDa nazhge, Ze pinejmensim Bktera z échto mist jsou skute¢
glykosylovana [104]. | kdyz cytoplazmatick&st GCPIl nese mezi jiz zndimymi
orthology jen velmi maly stuekonzervovanosti, zachovava si mysi GCPII intenaafii
motiv  MXXXL [104]. MySi GCPIl taktéz vykazuje jak ANALADasovou, tak i
folathydrolasovou aktivitu, které Ize inhibovat sgfiekymi inhibitory lidské GCPII [104].

Bacichet al. zjistil, Ze distribuce exprese mRNA mySi GCPIlpjakud odliSna od
lidské GCPIl. NejvysSi exprese byla pozorovanadvilgach a mozku, ménpak ve
varlatech, vajénicich a slinné ZzZlaze. Velmiigkvapiv vSak nebyla mRNA GCPII
pozorovana v mysi prostatcoz je ucloveéka tk& s nejvyssi expresi GCPII [104]. Navic,
Shafizadehet al. ukzal, Ze folaty jsou u potkarsgpenyy-glutamylhydrolasou, nikoliv
GCPIl. Je mozZné, Ze podobna situace existuje i 8i,nkyeré si jsou s potkany velmi
piibuzné [106]. Witou predstavu o expresi mMRNA GCPIllaxeme ziskat porovnanim
znamych informaci o expresi ziskanych sekvenovakimioven cDNA obou gen

(,expressed sequence tags®, EST) (tab. 1, str. 29).
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Tab. 1: Pfehled EST (expressed sequence tag) v mysich a lidsk tkanich.

Nazev tkans Mus musculus Homo sapiens
TPM | GCPII EST | celkov8 EST | TPM | GCPII EST | celkové EST
brzlik 0 0 121688 0 0 81182
déloha 0 0 6937 21 5 233964
embryonalni tkan 0 0 678081 0 215834
hypofyza 0 0 17552 0 16729
jatra 18 2 110518 14 3 208419
kost 0 33649 13 1 71799
kostni dren 0 139703 0 49119
krev 58 1 17231 0 0 124115
kize 0 0 118733 0 211658
ledviny 153 19 124083 42 9 212558
mizni uzlina 0 15221 0 0 91914
mlécna Zlaza 0 306396 1 154501
mocovy meéchyr 0 15163 0 0 30128
mozek 18 9 474385 66 73 1104749
nadledviny 0 0 2364 0 33344
oko 15 3 187911 0 0 211506
plice 0 99660 0 338185
pojivova tkan 0 0 19947 13 2 149585
prostata 0 30011 188 36 190663
slezina 21 2 95036 129 7 54049
slinivka bfisni 0 0 106615 0 0 215277
slinn& zlaza 0 0 19481 49 1 20271
srdce 0 0 53771 0 90302
stievo 0 0 85878 4 1 235719
sval 0 0 27501 18 2 108172
Stitna Zlaza 0 0 8890 0 0 47953
tukova tkan 0 0 1575 0 0 13157
ucho 0 0 38355 0 0 16341
vajecnik 0 0 54868 9 1 102639
varle 8 1 118217 0 0 331401
Zaludek 0 0 30565 0 0 97179

EST (expressed sequence tag) — tésti exprimovanych mRNA — v jednotlivych tkanichmysSi a
¢lovéka. ,Celkow EST" ukuje celkovy pdet EST nalezeny v dané tkani, ,GCPIl EST* pakgoEST
pochézejich z genu GCPIl. ,TPM" ozhge paet GCPIl EST v milionu celkovych EST (transcriptsrp

million).
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(1) 1 10 20 30 40 50 60
hGCPII (1) MWNLLEETDSAVATARRPRWLCAGALVLAG-GFFLLGFLFGWFIKSSNEAT-NITPKHNM
mGCPII (1) MWNALQDRDSAEVLGHRQRWLRVGTLVLALTGTFLIGFLFGWFIKPSNEATGNVSHSGMK

(61) 6° 70 80 90 100 110 120
hGCPII (59) KAFLDELKAENIKKFLYNFTQIPHLAGTEQNFQLAKQIQSQWKEFGLDSVELAKYDVLLS
mGCPII (61) KEFLHELKAENIKKFLYNFTRTPHLAGTQNNFELAKQIHDQWKEFGLDLVELSHYDVLLS

(121) 121 130 140 150 180 170 180
hGCPII (119) YPNKTHPNYISIINEDGNEIFNTSLFEPPPEGYENMSDIVPPESAFSPQGMPEGDLVYVN
mGCPII (121) YPNKTHPNYISIINEDGNEIFKTISLSEQPPPGYENESDMVPPHSAFSPOGTPEGDLVYVN

(181) 181 190 200 210 220 230 240

hGCPII (179) YARTEDFFKLERBMKINCSGKIVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGAKGHMILYSDPADYFAPE
mGCPII (181) YARTEDFFKLEREMKISCSGKIVIARYGKVFRGNMVKNAQLAGAKGMI LYSDPADYFVPA

(241) 241 250 260 270 280 290 300
hGCPII (239) VKSYPDGWNLPGCGGVQRGNILNLNGAGDPLTEGYPANEYAYRRGIAEAVGLPSIEPVHEIG
mGCPII (241) VKSYPDGWNLEGGGVQRGNMLNLNGAGDELTEFGYPANEHAYRHELTNAVGLPSIEVHEPIG

(301) 201 310 320 330 340 350 360
hGCPII (299) YYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSLEKVPYNVGPGFTGNFSTQKVKMHIHSTNEVTRIYNYV
mGCPII (301) YDDAQKLLEHMGGPAPPDSSWRGGLEKVPYNVGPGFAGNFSTOKVEKMHIHSYTKVTRIYNY

(361) 361 370 380 390 400 410 420
hGCPII (359) IGTLRGAWEPDRYVILGGHRDEWVFGGIDPQSGAAVVHEIVRSFGTLKKEGWRPRRTILE
mGCPII (361) IGTLEGALEPDRYVILGGHRDAWVFGGIDPOSGAAVVHEIVRSFGTLKKKGRRFERRTILF

(421) 421 430 440 450 460 470 480

hGCPII (419) AS’W’.‘-‘AE.EI:'GJ.J_.GB'J_‘}:;V\IAI:.J:‘-NSRLLQJ:‘.L{C\JAY INADSSIEGNYTLRV DC‘L‘-'_-’LMYS;VHN LT
mGCPII (421) ASWDAEEFGLLGSTEWAEEHSRLLQERGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVENLT

(481) 481 490 500 510 520 530 540
hGCPII (479) KELKSPDECFEGKSLYESWTKKSPSPEFSCMERISKLGSCNDFEVFFORLGIASGRARYT
mGCPII (481) KELQSPDEGFEGCKSLYDSWKEKSPSPEFIGMPRISKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARYT

(541) 541 550 560 570 580 590 600
hGCPII (539) KNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKYHLTVAQVRGEMVFELANSIVLPFDCR
mGCPII (541) KNWKTNKVSSYPLYHSVYETYELVVKEYDPTFEYHLTVAQVRGAMVEFELANSIVLPFDCOQ

(601) 601 810 620 530 540 650 660
hGCPII (599) DYAVVLRKYADKIYSISMEKHPQEMKTYSWVSFDSLEFSAVKNFTETIASKFSERLQDFDKSNE
mGCPII (601) SYAVALKKYADTIYNISMKHPQEMKAYMISEFDSLFSAVNNFTDVASKENQRLQELDKSNP

(661) 661 670 680 690 700 710 720
hGCPII (659) INLRMMNDOLMELERAFIDPLGLPDRPFYRHWIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALFDIESK
mMGCPII (661) THLREMNDQLMYL.ERAFIDPLGLPGRPFYRHETIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALFDISSK

(721) 721 730 740 752
hGCPII (719) VDPSKAWGEVKERQIYVAAFTVQARAETLSEVA
mGCPII (721) VNASKAWNEVKRQTSTATFTVQAAAETLREVA

Obr. 5: Srovnani aminokyselinové sekvence lidské GCPIl) a mySi GCPII (mGCPII).
Porovnani primarni sekvence lidské a mysSi GCPBntitké aminokyseliny jsou podbarveny 2|ut
podobné zeleha rozdilné bile. Nejmensi podobnost obou prdtgn/ cytoplazmatickéasti (aminokyseliny

1-19) a transmembranové (20-43).
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3. Cile prace

Tato prace si vytila nasleduijici cile:

1. pripravit vektor vhodny pro heterologni expresi mgCPIl v hmyzich
burnkéch

2. exprimovat a naslednpurifikovat rekombinantni extracelularni mysi
GCPII

3. srovnat enzymovou aktivitu, substratovou specifituinhibiéni profil
mysSi a lidské GCPII

4. porovnat tkédovou distribuci mySi a lidské GCPII na proteinovéuini

5. testovat citlivost protilatek (vytwenych proti lidské GCPII) &&i mysi
GCPII

6. vytvorit stabilni sawi bung¢nou linii inducibilre exprimujici mysi GCPII

7. krystalovat mysi GCPIl a vyt¥i jeji trojrozmérnou strukturu pomoci

rentgenové krystalografie
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4. Material a metody

4.1 Chemikalie, média, enzymy a dalSi material

Art Robbins Instruments (Sunnyvale, USA)

krystalizani destéka Intelli Plate 96-Flat

Bio-Rad (Hercules, USA)

5xBio-Rad Protein Assay Kit; n@gsAG 1-X8

Biotium (Hayward, USA)

GelRed

Biotika (Praha, CR)

ampicilin

Clontech (Mountain View, USA)

plasmid pTRE-Tight; puromycin; vektor pPur

Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemi)

kyselina 3-(N-morfolino)propansulfonova (MOPS)

Finnzymes (Espoo, Finsko)

Phusion DNA Polymerasa

Fluka (Buchs, Svycarsko)

tetramethylethylendiamin; N,N’-methylenbisakrylamid

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)

Protein G Sepharosa 4 Fast Flow

Gibco (Carlsbad, USA)

SF900II médium; 10% fetalni h&zi sérum (FBS); 100x definovany lipidovy koncentrat
50x kvasniny autolyzat; opti-MEM médium; L-glutamin; IMDM médn

Hampton Research (Aliso Viejo, USA)

pentaerythritolpropoxylat PO/OH 5/4

Hirschmann Geratte (Eberstadt, SRN)

Pasteurovy pipety

Invitrogen (Carlsbad, USA)

TOPO-TA Cloning Kit; TOP10 kompetentni iky; DrosophilaS2 Schneiderovy hiky;
plasmidy pMT/BiP/V5-HisA a pcDNA4/V5-HisA; vektor GoBlast; blasticidin-S;
hygromycin-B; agarosa; Calcium Phosphate Transfiedfit
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Koh-i-noor Hardtmuth ( Ceské Budjovice, CR)

96-jamkova pithledna mikrodestka s plochym dnem

Lach-Ner (Neratovice,CR)

kyselina chlorovodikovéa; octan sodny; éfliin sodny; hydroxid sodny; thiosiran sodny;
chlorid sodny; dughan stibrny; chlorid vapenaty

Millipore (Billerica, USA)

0,22um filtra¢ni nitrocelulosova membrana

New England BioLabs (Ipswich, USA)

restrikéini endonukleasy; T4 DNA-ligasa

Nextal Biotechnologies (Montreal, Canada)

krystalizani desttka

Nunc (New York, USA)

96-jamkova bild mikrodesta se Sgiatym dnem

Penta (Praha,CR)

methanol; kyselina octova; aceton; formaldehyd;plispanol; ethylenglykol; ethanol;
kyselina mravedi; glycerol

Perkin-Elmer (Wellesley, USA)

®H-NAAG (50 Ci/mmol)

Pierce (Rockford, USA)

D-biotin; NeutrAvidin konjugovany #enovou peroxidasou (1 mg/ml); SuperSignal West
Dura Chemoluminiscence substrate; kozi anti-my&igotilatka konjugovanaiknovou
peroxidasou (0,8 mg/ml); plastové kolonky pro dfinpurifikaci

Promega (Madison, USA)

Pfu DNA Polymerasa

Qiagen (Valencia, USA)

QIAprep Spin Miniprep Kit; QIAquick Gel ExtractioKit; 50 bp DNA marker; 500 bp
DNA marker X-Gal; JCSG+ Suite

ROCHE s.r.o. (Praha,CR)

Streptavidin Mutein Matrix

ROTH (Karlshure, SRN)

Rotiszint Eco Coctail

Sartorius Stedim Biotech S.A. (Aubagne, Francie)

Vivaspin 6 centricon
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Serva (Heidelberg, SRN)

Coomassie Brilliant Blue G-250; bromfenolova miotriton X100; ho¥zi sérovy albumin
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

PEG 3350; LB Broth; LB Agar; 2-merkaptoethanol; agyol; EDTA; glycin; Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan); akrylamid; dodiscyfat sodny; RNAsa A; kyselina
borita; sacharosa; trypanova nip@iween-20

Top-Bio (Praha, CR)

PPP Master Mix; deoxyribonukleotidy

4.2 Pristroje

e pH-metr: 9450 pH meter, Unicam (USA)
e pristroj pro PCR: T-Gradient Thermocycler, Biome@®&(\)
* spektrofotometr: NanoDrop 1000, Thermo ScientifiSA)
 spektrofotometrickétetky: GENios, Tecan (Svycarsko)
Infinite M200, Tecan (Svycarsko)
» autoklav: MLS-3020U Sanyo Labo Autoclave, Sany@@iesko)
» transiluminator: Electronic Dualwave TransillumiogtUltra-Lim (USA)
* laboratorni vahy: HL-400, A&D Engineering, Inc. (A5
EK-400H, A&D Engineering, Inc. (USA)
* vodni lazé: Grant Instruments Ltd.(UK)
Thermomix BUB.Braun (SRN)
* rotani inkubator: Sanyo-Gallenkamp Orbital IncubatoKjU
» agarosova elektroforéza: zdroj: MP-500P, MajoeBce (Taiwan)
aparatura: B1A Owl Separation Systems, Inc. (USA)
» vertikalni polyakrylamidova elektroforéza: SigmaSA)
* blotovaci gistroj: zdroj: PowerPac HC, Bio-Rad (USA)
aparatura: Trans-Blot SD, Bio-Rad (USA)
* inkubéatory: TCH 100, Laboratornfiptroje Praha (CZ2)
MCO-17Al CG Incubator, Sanyo (Japonsko)
« centrifugy: Biofuge Pico, Heraeus Instruments ($RN

Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments (SRN)
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Megafuge 2,0R, Heraeus Instruments (SRN)
Centifuge 5415R, Eppendorf (SRN)
mikroskopy: fluorescemi mikroskop Olympus IX81, Tokio (Japonsko)
swtelny mikroskop Nikon TMS (Japonsko)
swtelny mikroskop Nikon SMZ-660 (Japonsko)
CrysCam Digital Microscope, Art Robbins Instrumse(itSA)
fotoaparat: SP-5000UZ, Olympus (Japonsko)
CCD kamera: LAS-3000 CCD Camera, Fujifilm (Japonsko
laminarni box: BSB4A Laminar Flow Box, Gelaire (Audie)
scintilani kapalinovy péitac: Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer, Waltham (USA)
sonikator: Soniprep 150, Sanyo (Japonsko)
krystalizani robot: Gryphon, Art Robbins Instruments (USA)
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4.3 Metody

4.3.1 Polymerasova fretézova reakce (PCR)

Podminky pro polymerasovotettzovou reakci (PCR) byly voleny podle pokyn
vyrobce DNA polymerasy (Finnzymes) a jsou uvederghvy 2 a 3, sekvence pouzitych

primeri poté v tab. 5 (str. 74).

Tab. 2: SloZeni reakni smési PCR pro amplifikaci extracelularni ¢asti mysi GCPII

Komponenta PCR Mnozstvi
templatova DNA (pcDNA4_mGCPII) 10 ng
primer Fmus440K (2@QM) 1l
primer Rmus7520K2 (2(0M) 1l
smes deoxyribonukleoti@ (10 mM) 1l
Phusion™ HF pufr (5x) 10l
Phusioff HF DNA Polymerasa (2 W) 0,5l
HPLC-HO do 50ul

Tab. 3: Podminky pribéhu PCR

Pocet cyklia Teplota [°C] Délka trvani cyklu
1 98 30s
98 10 s
30 62 45 s
72 50s
1 72 8 min

Produkty PCR byly nasledrelektroforeticky rozéleny na horizontélni agarosové

elektroforéze (viz 4.3.2).
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4.3.2 Horizontalni agarosova elektroforéza

Roztoky:
Tris-acetatovy pufr: 40 mM Tris-HCI; 20 mM CHCOOH; 1 mM EDTA; pH 8,0

Vzorkovy pufr: 40% (w/v) sacharosa; 0,1% (w/v) bromfenolova mod
0,02% NaN

DNA byla analyzovdna pomoci horizontéalni gelové ketdorézy s pouzitim
1% (w/v) agarosy rozpuslié v Tris-acetatovém pufru a obsahujici fluorescebarvivo
GelRed (wedéni 1:100 000)

Pro odhad délky fragmaehDNA byl pouZit jako standard-DNA marker (tj. DNA
bakteriofagak S€pena restrikni endonukleasou BstEIl). Elektroforéza byla prawved i
125 V po dobu 20 - 30 minut. Fragmenty DNA byly vafizovany pomoci
transiluminatoru Electronic Dualwave Transillumimata vysledky zdokumentovany

fotoaparatem SP-5000UZ s filtrem pro ethidium brai@lympus).

Pro dalSi pouziti DNA, ktera byla ro#dna pomoci agarosové elektroforézy, byl
vzorek DNA vyiznut z agarosoveého gelu a DNA byla extrahovanalaz goomoci

»QIAquick Gel Extraction Kit" dle pokyi vyrobce (Qiagen).

w Va4

4.3.3 Restrik éni Stépeni, defosforylace a ligace DNA

Restrikkni S€peni DNA odpovidajicimi restrékimi endonukleasami bylo provedeno
v reakknim objemu 50ul podle navodu vyrobce restiikich enzymdi (New England
BioLabs). MnoZstvi DNA, doba &teni a reaéni teplota byly zavislé nacélu Stpeni
(obvykle 100 ng - 49 DNA; 1 - 8 hod).

Defosforylace DNA byla provedena v celkovém obje2@uul uzitim 2ul (= 10 U)
.-antarctic phosphatase* (New England BioLabs). Reakyla inkubovana 20 minfip
37 °C a naslednzastavena zaatim na 65 °C po dobu 5 min.

Fragmenty DNA &fpené tymiz restrignimi endonukleasami byly spolu ligovany

v objemu 10ul, p#i 16 °C, po dobu 10 hod. MnoZstvi T4 DNA-ligasy {Wé&ngland
BioLabs) v reakci bylo Ll (= 400 U). Ponir mnozstvi vektor:fragment byl asi 1:3.
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4.3.4 Transformace kompetentnich bakterii  E. coli DH5a

10 ul liga¢ni reakce d 1 pl plasmidové DNA) bylo smichano s fi0kompetentnich
burgk E. coli DH5a ainkubovano na ledu 30 minut. Poté byl provedspelny Sok:
90 s i 42 °C a nasledh60 s na ledu. Ke vzoikn bylo gidano 500ul studeného LB
média (Sigma) a poté byly inkubovany 1 had3y °C.

Po inkubaci bylo 20Qul burék nateno na Petriho misku s LB agarem (Sigma)
s ampicilinem (o koncentraci 10Qug/ml, Biotika). Misky byly poté inkubovany

v termostatu p 37 °C Fes noc.

4.3.5 Midipreparace plasmidové DNA

12 ml LB-média (Sigma) s ampicilinem (o koncentra®0 pg/ml, Biotika) bylo
inokulovano 1 kolonii transformovanych kikn E. coli a inkubovano § 37 °C a
220 ot./min po dobu 15 hod. Bakterialni kulturagbgbté centrifugovana (3362xg, 10 min,
4 °C) a supernatant odstegn lzolace plasmidové DNA z pelety obsahujici baébei
bunky byla provedena pomoci kitu ,QlAprep Spin Minipr&it* dle pokyni vyrobce
(Qiagen).

4.3.6 Sekvenovani plasmidové DNA

Koncentrace &istota DNA byla uéena n&fenim absorbanceip230, 260 a 280 nm
na spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Sdiehnt

Pro sekvenovani plasmidové DNA bylo do 200mikrozkumavky napipetovano
poZzadované mnozstvi DNA (100 ng DNA/1000 bp plasiigridano 3,2 pmol daného
primeru a dopléno destilovanou vodou do celkového objemuwill4Sekvence pouzitych
primeri (primery MT, BGH, Rmin3 a Zo02) je uvedena v talfstr. 74).

Vlastni sekvenovani DNA bylo provedeno RNDrgg#inkou Hrdou v Laboratd
sekvenace DNA (f* UK) na sekvenatoru 3130 Genetic Analyzer (Applidsystems)
pomoci kitu ,BigDye® Terminator v3.1 Cycle SequergKit“ (Applied Biosystems).
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4.3.7 Transfekce hmyzich bun ék a selekce stabilni bun é¢&né linie

Pro transfekci byly pouZzity Schneiderovy S2 hmyzmiiky (Invitrogen) stabila
transfekované plasmidem pMT/BiP/BirAKDEL (zajigicim biotinylaci proteif
v endoplasmatickém retikulu) a plasmidem pCoHygmm (rezistenci na hygromycin-B)
[107]. Buiky byly kultivovdny na 35mm misce v bezsérovém mé8F900I1l (Gibco)
obohaceném o 10% fetalni kav sérum (Gibco) i teplo& 25 °C dokud nedosahly
koncentrace 2 — 4x2mursk/ml. Transfekce butk byla provedena pomoci kitu ,Calcium
Phosphate Transfection Kit“ dle pokymyrobce (Invitrogen).

Roztok A 2 M CaC} 36ul
DNA (pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752)) Qg
pCoBlast 0,50
sterilni voda pro tki#oveé kultury do finalniho objemu 3G0

Roztok B 300ul 2x ,HEPES-buffered Saline* (HBS)
2x HBS: 50 mM HEPES; 1,5 mM NdPO;; 280 mM NacCl; pH 7,14

Selekni vektor pCoBlast, kotransfekovany s cilovym ve&to, zaji§uje rezistenci
burék na blasticidin-S a umagje selekci stabilni linie exprimujici mysi GCPII.

Roztok A byl po kapkachimlavan k roztoku B za jeho stasného michani na
vortexu a vysledny roztok byl inkubovan 40 mifi p5 °C. Roztok byl promichan a po
kapkach pidan k buikam, které byly poté inkubovany 16 — 24 hail 26 °C. Nasledé
byla buré¢na suspenze centrifugovana (500xg, 3 min, 20 °@gdium odebrano. Biky
byly resuspendovany ve 3 nderstvého kompletniho média (SF900Il, 10% FBS) a
inkubovany dalSich 24 hodtip25 °C. Poté bylo médium odebrano #&dpno cerstvé
kompletni médium obsahujici setek antibiotika hygromycin-B a blasticidin-S
(o koncentraci 30@g/ml, resp. 5ug/ml). Toto sele&ni médium bylo minéno po 4 — 5
dnech, dokud nezaly rist buiky rezistentni na hygromycin-B i blasticidin-S (gq=
3 tydnech, kdy dosSlo kselekci kibn obsahujicich zarove vektor pCoBlast i
pPMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752).
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4.3.8 Stanoveni po €tu Zivych bun ék uzitim trypanové mod Fi

Roztoky
Trypanova modi: 0,4% trypanova madSigma) v PBS; pH 7,4
PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM N&PQOy; 1,8 mM KH,POy; pH 7,4

Stanoveni je zaloZeno na faktu, Zze mrtvékyuse barvi trypanovou méig zatimco
Zivé buiky zastavaji neobarveny, nebaokazi transportovat barvivo ven ziky. 20 pl
bung¢né suspenze bylo smichano s 8®PBS. Po pidavku 100ul trypanové motl byl
roztok promichan a ponechan stat 5 — 10 niinppkojové teplat. Po promichani bylo
11 ul roztoku napipetovano pod sktio hemacytometru (Sigma). Za pouziti mikroskopu se
100x z¥tSenim (Nikon) byly séeny Zivé buky v 1mmétverci v hemacytometru a poté
byla sp@tena koncentrace békv pivodni buréné kultde (provedeno v pentaplikatech):

Paset burgk (v 1 ml) = p@et burgk ve &tverci x Zed’ovaci faktor (tj. 50) x 10

4.3.9 Exprese rekombinantni mysi GCPII

Stabilre transfekované Schneiderovy S2nkw rezistentni na hygromycin-B a
blasticidin-S (o koncentraci minim&ix10 bursk/ml) byly pievedeny do média SF90O0I
a pak pemistny do sterilni sklegtné 250ml nadoby pro expresi (Bellco) aedtny 100
ml média SF900II (bez antibiotik) na koncentraiiblizné 1x1¢ bursk/ml. Do média byl
piidan 1 ml 100x koncentrovaného chemicky definovandipidového koncentratu
(Gibco) a 2 ml 50x koncentrovaného kva@siiho autolyzatu (Gibco). Batna kultura
byla inkubovana # 25 °C a michani 100 ot./min. {iP dosaZeni koncentrace
1x10 bursk/ml (po 2 — 4 dnech) byla b&&na suspenzeipmistna do &tsi (3000ml)
nadoby, do které bylo fgano dalSich 400 ml média SF900Il spolu se4 ml
100x koncentrovaného chemicky definovaneho lipitdaviéoncentratu (Gibco) a 8 ml 50x
koncentrovaného kvasmého autolyzatu (Gibco).

Po dosaZeni koncentrace 8%Hursk/ml byla produkce rekombinantniho proteinu
indukovéana fidavkem 100 mM CuSfXdo vysledné koncentrace 1 mM). Prvnfetitden
po indukci bylo pidano 5 ml 20% D(+)-glukosy a 2,5 ml 200 mM L-gliau. Po
indukci byla kontrolovana koncentrace Blkin pontr poctu zivych/mrtvych budk a
produkce rekombinantniho proteinu. iy byly sklizeny v dob, kdy se produkce
proteinu jiz dale nezvySovala. Btima kultura byla poté centrifugovana (500xg, 30 min,
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25 °C); dekantované médium obsahujici rekombingmtoiein bylo dale centrifugovano
(3360x%g, 30 min, 4 °C) a nasledaskladrno v -80 °C do dalSiho pouZziti.

4.3.10 Purifikace rekombinantni mysi GCPII afinitni
chromatografii

Purifikace rekombinantni GCPII a jejiho homologummei afinitni chromatografie
vyuZivajici interakce biotin-streptavidin byla podné popsana Janem Tykvartem [107].
Ve strienosti, rekombinantni mysi GCPII byla hmyziminkami produkovana s N-
koncow umistnou purifika&ni zna&kou (tzv. avi-tagem), kterd je uvhitburgk
biotinylovana progednictvim biotin:protein-ligasy (BirA-ligasa). Powgio afinitni
chromatografie za uziti streptavidinové matricerdftavidin Mutein Matrix; Roche) lze
specificky purifikovat biotinylované proteiny; peihy jsou poté z matrice eluovany 2 mM
biotinem. Nespornou vyhodou této afinitni purifikaje krong rychlosti a jednoduchosti
také fakt, Ze vSechny jeji kroky Ize pro¢étlez komplikovaného vybaventig °C.

Roztoky
Ekvilibra ¢ni purf: 300 mM Tris-HCI, 450 mM NacCl; pH 7,2

Promyvaci pufr: 200 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; pH 7,2

Eluéni pufr: 200 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; 2 mM D-biotin; pHZ
Regenerd&ni pufr: 100 mM glycin-HCI; pH 2,8

Uchovavaci pufr. 20 mM MOPS; pH 7,0; 0,2% (w/v) NaN

Nosk: Streptavidin Mutein Matrix (Roche)

Zmrazené médium z kultury S2 htkn produkujicich mysi GCPIl (viz 4.3.9)
obsahujici rekombinantni mysi GCPII bylo rozmraZemo 4 °C. Poté bylo médium
centrifugovano (3360xg, 60 min, 4 °C) a ziskanyesoatant byl filtrovan fes 0,22m
nitrocelulosovy filtr (Millipore). Nost byl mezitim ekvilibrovan promytim 10nasobkem
objemu nosgie (CV) promyvaciho roztoku. Filtrované médium byoté smichano
s ekvilibra&nim pufrem a k roztoku byliman ekvilibrovany nosi(1/500 objemu média).
Roztok byl s nogiem inkubovan $ 4 °C po dobu min. 12 hod (za michani). Kolonka pr
afinitni chromatografii (Pierce) byla ekvilibrovapeomytim 10 ml promyvaciho roztoku a

poté byl na ni aplikovan inkubovany roztok. Nobyl separovan filtraci na fitkolonky
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(filtrat z prvni ¢asti purifikace ozngen FT, z druhécasti pak FT) a poté byl promyt
celkem 12 CV promyvaciho roztoku, v krocich po 2 @V1), 5 CV (W2) a 5 CV (W3).
Biotinylované proteiny byly z no& eluovany elénim pufrem v krocich po 1 CV (E1),
2 CV (E2), 2 CV (E3) a 5 CV (E4),figemz Ehem prvniho kroku byl nosiinkubovan
s elienim pufrem po dobu 1 hodiédl regenaraci bylo odebrano diOnosice pro analyzu
piipadnych zachycenych protéin(R). Frakce protekla ip filtraci (FTY) byla znovu
nanesena na kolonkii giruhém kole purifikace.

Nosk byl nakonec regenerovan: promyt 5 CV promyvacibiryp 6 CV eléniho
pufru a 5 CV regenetaiho pufru. Nasledhbyl opstovré ekvilibrovan a pouzit pro druhé
kolo purifikace s frakci proteklou kolonkou. Po ukeni purifikace byl nosgi po své
regeneraci feveden do uchovavaciho roztoku a uskéadve 4 °C pro dalSi pouZziti.

Jednotlivé frakce byly poté analyzovany pomoci etdlrézy v polyakrylamidovém
gelu v gitomnosti SDS (SDS-PAGE) a naslednym obarvenim, gelsp. detekci mysi
GCPIl specifickymi protilatkamii proteiny po peneseni protein na nitrocelulosovou
membranu (Western blot Far-Western blot, viz 4.3.13).

4.3.11 Dialyza
Eluéni frakce obsahujici mySi GCPIl byly dialyzovany 12x hod proti

tisicinasobnému objemovémuepytku pufru 20 mM MOPS, 20 mM NacCl, pH 7,4.
Dialyza probihala za michaniig °C.

4.3.12 Diskontinudlni elektroforéza v polyakrylamid  ovém gelu za
denaturujicich a redukujicich podminek (SDS-PAGE)

Roztoky:
Zaostrovaci gel (6%):250 mM Tris-HCI (pH 6,8); 5,5% (w/w) akrylamid,1%%
(w/w) N,N'-methylen-bis(akrylamid); 0,1% (w/v) doddsulfat sodny (SDS); 0,005%
(v/v) tetramethylethylendiamin; 0,1% (w/v) peroxsidan amonny
Separa&ni gel (10%): 313 mM Tris-HCI (pH 8,8); 9,25% (w/w) akrylamid,
0,25% (w/w) N,N'-methylen-bis(akrylamid); 0,1% (W/wdodecylsulfat sodny (SDS);
0,001% (v/v) tetramethylethylendiamin; 0,1% (w/€rgxodisiran amonny
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Vzorkovy pufr (6x): 350 mM Tris-HCI (pH 6,8); 30% (v/v) glycerol,
10% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS); 6% (v/v) 2-kagtoethanol; 0,012% (w/v)
bromfenolova motl

Elektrodovy pufr (5x): 125 mM Tris-HCI; 1,25 M glycin; 0,5% (w/w)
dodecylsulfat sodny (SDS); pH 8,8

Proteiny byly rozdleny podle svych elektroforetickych pohyblivosti npaci
diskontinualni elektroforézy v redukujicim polyalaypidovém gelu (SDS-PAGE). Po
piipraw a ztuhnuti byly gely fipevnény do istroje pro vertikalni SDS-PAGE (Sigma) a
horni i dolni komora byla napina elektrodovym pufrem.

Pred nanesenim do gelu byly vzorky smichany se vzgrkopufrem a varem
denaturovany (4 min). Separace probihal&epnstantnim nafii 150 V po dobu fiblizné
1 hod. Proteiny v gelu byly poté detekovany’lpomoci barveni #bremc¢i pienosem na

nitrocelulosovou membranu a naslednou imunodetekci.

4.3.13 Elektrop fenos protein G na nitrocelulosovou membranu
(Western Blot)

Roztoky:
Transferovy pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris-HCI; 10% (v/v) CiDH;

0,1% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS); (pH neupramy)
PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM N&lPQy; 1,8 mM KHPOy; pH 7,4

Po ukorteni elektroforézy byl gel 1 min ekvilibrovan spotunitrocelulosovou
membranou v transferovém pufru. Vlastriiempos proteifi z gelu na membranu byl
proveden pouzitim konstantniho gHpl5 V po dobu 15 min.

Membrana byla poté oplachnuta PBS + 0,05% Tweem2kubovana v 5 ml
Casein Blockeru (Pierce) pro blokovani nespecifislezby protilatky (1 hod, 4 °C).
Nasled# byla membrana inkubovana s mysi primarni protatkGCP-04 proti lidské
GCPIl (200 ng/ml v Casein Blockeru, 16 hod, 4 °@)yripact detekce biotinylovanych
proteini byla membrana 1 hod inkubovana s NeutrAvidinemjigovanym s kenovou

peroxidasou (Pierce; 400 ng/ml v Casein BlockeriC}
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Membrana byla poté promyta 3x5 min PBS + 0,05% haZ@&a po jejim feneseni
do 5 ml Casein Blockeru bylatigdna sekundarni kozi anti-mySi protilatka konjusyod
s kienovou peroxidasou (Pierce; 32 ng/ml v Casein Blockl hod, 25 °C). Po inkubaci
byla membrana ap promyta 3x5 min PBS + 0,05% Tween-20 a 5 min bduéna
v roztoku chemiluminiscemiho ¢inidla ,SuperSignal West Dura Chemiluminiscence
Substrates” (Pierce). Po osuSeni membrany byk&erra luminiscence naiptroji LAS-
3000 CCD Camera (Fujifilm).

4.3.14 Barveni polyakrylamidového gelu

Pro zviditelrgni elektroforeticky rozélenych proteid bylo pouZito barveni gél
sttibrem. Intenzita barveni byl&ipptisobena &elu pouZiti.

Roztoky:
1. fixace: 12% (v/v) CEHCOOH; 50% (v/v) CHOH;

0,02% (v/v) HCHO 30 min
2. promyti: 50% (v/v) CEDH 3 x 15 min
3. exponace: 0,02% (w/v) N&O35H,0 1 min
4. promyti: destilovana voda 3x20s
5. impregnace: 0,2% (w/v)AgN$0,02% (v/v) HCHO 20 min
6. promyti: destilovana voda 3x20s
7. vyvolani: 566 mM NzCOs;, 16 uM NapS,03-5H,0;

0,02% (v/v) HCHO 10 saz 5 min
8. promyti: destilovana voda 3x20s
9. zastaveni: 12% (v/v) GBOOH; 50% (v/v) CHOH 10 min

10. uchovani:  50% (v/v) C4OH

4.3.15 Koncentrovani purifikované rekombinantni myS i GCPII

Koncentrace purifikované mySi GCPII byla pro dagéuziti zvySena pomoci 6 ml
centrifug&niho zaizeni (10 kDa MWCO; Vivaspin 6 centricon, Sartoyius
Centrifugaci (3360xg, 4 °C) byl objem roztoku smizna pozadovanou hodnotu a

koncentrace proteinu byla &ena stanovenim dle Bradfordové (viz 4.3.16).
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4.3.16 Stanoveni koncentrace protein 0 podle Bradfordové

Stanoveni koncentrace proteéitylo provedeno metodou dle Bradfordové [108]
pomoci kitu ,5xBio-Rad protein Assay Kit* (Bio-RadPro kalibraci byla pouzita kdu
koncentréni fada standafd BSA nebo rekombinantni extracelularni hGCPII sanzou
koncentraci (Wenou aminokyselinovou analyzou); kazdy vzorek b§ten v duplikatech.

Do 96 jamkové prhledné mikrodestky (Koh-i-noor) bylo napipetovano 200l
¢inidla Bradfordové (Bio-Rad), kémuz bylo gidano utité mnoZstvi roztoku proteinu
(0,5 - 20ul). Poté byl objem dopbn vodou na 22@l a zmétena absorbance roztokii p
595 nm na spektrofotometrickéecce GENios (Tecan).

4.3.17 Radiometrické m éreni peptidasové aktivity s pouzitim

znaéeného substratu

Roztoky:
Reakéni pufr: 20 mM MOPS; 20 mM NacCl; pH 7,4

Roztok k zastaveni reakce200 mM KHPO;, pH 7,4; 2 mM 2-merkaptoethanol
Substrat: [*H]-N-Ac-Asp-Glu (o fiznych koncentracich)
Nosi: AG 1-X8 Resin (ve formiatovém cyklu, Bio-Rad)

V mikrozkumavce byl v celkovém objemu 9d smichan reatni pufr, vzorek
enzymu a roztok inhibitoru (jen proé&eni inhibovanych reakci) a vznikly roztok byl
preinkubovan 5 min ip 37 °C. Reakce byla iniciovanafiganim 10 ul substratu a
ponechéna probihat 20 mi 87 °C. Poté byla reakce zastavetiadnim 100ul 200 mM
KH.POy, pH 7,4. VSechny vzorky byly ztfeny v duplikatech.

Separace od&dpeného radioaktivnino glutamatu byla provedena xoweu
chromatografii na no&i AG 1-X8 (Bio-Rad). Skleéné Pasteurovy pipety (Hirschmann
Laborgerate) byly napémy 2 ml nosie rozsuspendovaného v destilovanéavddl). Poté
byla kolonka promyta dvakrat destilovanou vodou. pomyté kolonky bylo naneseno
195ul vzorku a navazany glutamat byl nasléa@tuovan 2x1 ml 1 M HCOOH. Paidani
6 ml scintilaéniho roztoku RotisziffiEco-Plus (Roth) byly vzorky tkladns protepan
S pouzitim vortexu a scintilace 2iena na kapalinovém scintilsim spektrometru Tri-
Carb 2900TR (Perkin Elmer).
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4.3.18 Testovani substratové specifity mysi GCPII

Roztoky:
Reakéni pufr: 20 mM MOPS; 20 mM NaCl; pH 7,4

Substrat: 1 mM dipeptidy N-Ac-X-Glu, resp. N-Ac-Asp-X

Roztok KCN: 8 mM KCN; 0,2 M borat sodny; pH 10

Roztok NDA: 0,8 mM naftalen-2,3-dikarbaldehyd (NDA); 0,2 Mrhb sodny;
pH 10

Na 96 jamkové bilé mikrodegte se Sgiatym dnem (,V-shaped®; Nunc) byl
v kazdé jamce smichén roztok proteinu (do vyslekioécentrace 8 ngl) s reaknim
pufrem ve vysledném objemu 90. Reakce byly zapmty pidanim 10pul substratu
(o vysledné koncentraci 1QM) a inkubovany 1 hodip37 °C. Kazdy vzorek byl gfen
v triplikatech.

Reakce byly zastavenyiganim 50ul roztoku KCN a 50ul roztoku NDA a poté
byly inkubovany 15 min § 25 °C (viz obr. 6). Kvantifikace od§ienych aminokyselin
byla provedena zdéiienim fluorescenceipiedrlem = 420/480 nm na spektrofotometrické

¢tecce Infinite M200 (Tecan).

CHO CH=NR

+ ANHp =
CHO CHO
[s)
CN
N—R
>~

\‘:

Obr. 6: Derivatizace odS&penych aminokyselin naftalen-2,3-dikarbaldehydem (BA).

Pti hydrolyze dipeptid N-Ac-X-Y se uvohuje N-acetylovana N-koncova aminokyselina a C-kedco
aminokyselina s volnou primarni aminoskupinou. Teaguje v fitomnosti kyanidu s naftalen-2,3-
dikarbaldehydem (NDA) za vzniku vysoce fluoresa®ho aduktu, ktery je poté stanoven fluorometricky.
Obrazek byl pevzat z [109].
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4.3.19 Imunoprecipitace mysi GCPII protilatkami

Roztoky
Vzorkovy pufr (1x): 90 mM Tris-HCI (pH 6,8); 5% (v/v) glycerol;
1,7% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS); 6% (v/v) 2+keptoethanol; 0,002% (w/v)
bromfenolovéa moti
PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM N&lPQy; 1,8 mM KHPOy; pH 7,4

K 500 pul vzorku obsahujici mysi GCPII bylaigano 25ul ekvilibrované Protein G
Sepharosy 4 Fast Flow (GE Healthcare) a vzorek&yhichani inkubovan 1 hodig °C
(tato preinkubace slouZi k odst&amn proteini nespecificky vézajicich se na Protein G
Sepharosu). Suspenze byla centrifugovana (3362 gnifh, 4 °C) a k supernatantu bylo
piidano 6ug protilatky (GCP-05, J591, J415). Vzorek byl inkun za michani 16 hod
pii 4 °C; poté bylo fidano 30ul ¢erstw ekvilibrované Protein G Sepharosy a vzorky byly
inkubovany 2 hodip 4 °C. Suspenze byla &vreé centrifugovana (2000xg, 5 min, 4 °C),
supernatant byl odebran (frakce FT) a agsomyt 3x50Qul studeného PBS (frakce W1 —
W3). Nakonec byl nosisuspendovan ve 10@ vzorkového pufru a 10 min z&kan
k varu (frakce E).

Jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci elektréay (SDS-PAGE), pdp
imunochemickou detekci protilatkami (viz 4.3.13)

4.3.20 Transfekce sav €ich bun ék a tvorba stabilni bun éc¢né linie

Pro transfekci byla pouZita b&ma linie gipravend v nasi laborafoPaviem
Sachou, Janou Starkovou a Karolinou Sramkovou pigowané vysledky), ktera je
odvozena od U373MG. By byly kultivovany na 35mm misce v IMDM médiu (it);
pii transfekci dosahly 60% konfluence. V mikrozkumavaylo do bezsérového média
Opti-MEM (Gibco) na@edéno 2,3ug DNA do celkového objemu 118 (2,19 ug plasmidu
PTRE-Tight_ mGCPII a 0,12g plasmidu pPur zafsjiciho rezistenci &i puromycinu).

K roztoku bylo gidano 6,9ul transfekniho ¢inidla FUGENE HD (Roche) a s® byla
inkubovana 20 min ip 20 °C. Nasled& byl transfekni roztok po kapkéach fman
k bunkdm, miska byla jempromichana a hiky byly inkubovany 24 hodip37 °C a 5%
CO.. Po 24 hod byly hiky premistny nactyii 100mm misky, aby se dosahlo optimalniho
ziedkni pro fist jednotlivych kolonii. Bitkkdm bylo gidano cerstvé IMDM médium
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obsahuijici seleii antibiotikum puromycin o koncentraci Qu8/ml. Selekce probihala 10
— 15 dnii,, po této dob zataly rast kolonie butk rezistentni na puromycin. Setek

médium bylo nénéno kazdé 4 dny. Jednotlivé kolonie byly izolovamymmci klonovacich
valetki a roztoku Trypsin/EDTA. Kolonie byly potérgmisény do IMDM média se

seleknim antibiotikem a ponechangst.

4.3.21 Homogenizace sav €ich bun ék (pFiprava bun ééného lyzatu)

Roztoky
RIPA pufr: 100 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl; 1% (v/v)ifon X-100;

0,1% (v/v) NP-40
PBS:137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM N&PQOy; 1,8 mM KHPOy; pH 7,4

Bunkam rostoucim na 24-jamkové deést@ bylo odebrano médium a poté byly
dvakrat promyty PBS. Biky byly nésledd rozsuspendovany v 501 RIPA pufru a
inkubovany 1 hod i 4 °C. Vytva‘ena bugcna suspenze byla centrifugovana (16100xg,
10 min, 4 °C). Supernatant byl odebran a uskiadn-20 °C pro dalSi pouZziti.

4.3.22 Homogenizace tkani

Jednotlivé vzorky tkani byly zmraZzeny v kapalném silu a nasledh
homogenizovany v 50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH 8,&hibitory proteas (Complete
Mini, EDTA-free, Roche). Vzorky byly poté sonikowama ledu 3x10 s (sonikator
Soniprep 150, Sanyo,fipamplituc® 10um) a poté byl fidan Triton X-100 do finalni
koncentrace 1%. Po 30 min inkubace na ledu bylyrkszaentrifugovany 16100xg,
10 min, 4 °C a supernatant byl uchovan pro dal&Zpov -80 °C.

4.3.23 Krystalizace mySi GCPII

Pro krystalizaci mySi GCPII byly zvoleny dvdigiupy — jeden manudlni a druhy
vyuzivajici pro smichani kapek krystakiného robotu:
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4.3.23.1 Krystalizace difusi par (visici kapka)

Roztoky:
Precipita¢ni roztok: 33% (v/v) pentaerythritolpropoxylat PO/OH 5/4; 184/v)
PEG 3350; 100 mM Tris-HCI; pH 8,0

Krystalizace mysi extracelularni GCPIl byla testtw& podminkach, jaké byly
pouzity pro lidskou extracelularni GCPII [21]. BybBvoleny ti rizné usptadani —
krystalizace se substratem (N-Ac-Asp-Glu), krygtade se specifickym inhibitorem (2-
PMPA) a krystalizace bez dalSich slenin. Zasobni roztok N-Ac-Asp-Glu (10 mM), resp.
2-PMPA (10 mM) byl smichan s precipitdm roztokem do vysledné koncentrace 1 mM.

Na vicko krystaliz&ni misky (Nextal Biotechnologies) bylo napipetovédd@® pl
extracelularni mysi GCPII (o koncentraci 10 mg/napka byla pak smichana s Gi8
0,4ul precipita&niho roztoku (¢etrg/bez aditiv). Rezervoar byl nagim 1 ml
precipit&niho roztoku (bez aditiv) a §ko bylo zaSroubovano do krystaliza misky.
Miska byla uloZzena v 19 °C a kapky byly pravidelmozorovany pouzitim mikroskopu
SMZ-660 (Nikon).

4.3.23.2 Krystalizace difusi par (sedici kapka) sywzitim krystalizaéniho
robotu

Pro otestovani &Siho pd@tu krystaliz&nich podminek a zarowepro snizeni
mnozstvi spdebovaného proteinu byla provedena krystalizace porkoystaliz&niho
robotu Gryphon (Art Robbins Instruments). Pro kalighci byla pouZita extracelularni
mysSi GCPIl (15 mg/ml) a sada 96 precipitech roztok JCSG+ Suite (Qiagen).
Krystalizace byla provedena bez dalSich aditipe substratti inhibitoru.

Nejprve byly do rezervoarna krystalizani desttce ,Intelli Plate 96-Flat* (Art
Robbins Instruments) roboticky napipetovartisiusné precipiténi roztoky (vzdy 5Qul).
Poté byl roboticky smichan roztok proteinu s damymecipitanim roztokem v celkovém
objemu 450 nl (vzdy dvkapky v pondru objenti roztoku proteinu a precipitantu 2:1 a
1:2). Desttka byla po pelepeni pithlednou folii uloZzena do 19 °C. Kapky byly pravidtel
pozorovany a dokumentovany uzitim kamery CrysCauwitdli Microscope (Art Robbins
Instruments).

Prace s krystalizaim robotem byla provedena pod vedenim Petra Pachla
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5. Vysledky

5.1 Klonovani extracelularni mysi GCPII

Cilem bylo gipravit expresni vektor pro hmyzi fiky obsahujici extracelulargast
mySi GCPIl (aminokyseliny 44 — 752) s N-koncovouiftkacni znakou, tzv. Avi-tag,
umoziujici afinitni chromatografii.

Plasmid pcDNA4_mGCPII (s celou sekvenci mysi GCa&ithinokyseliny 1 — 752)
byl ptipraven v nasi laboratiog110]. V kratkosti, DNA mGCPII obdrZzena od Dr. Wena
Hestona (Cleveland, USA) obsahovala mutace vedkeid znénam v aminokyselinové
sekvenci proteinu oproti sekvenci mGCPIl v databdmteini GenPept, NCBI. Tyto
mutace byly odstramy cilenou mutagenezi (QuikChange Site-Directedademesis Kit,
Stratagene). Opravend DNA mGCPII byla nasteklonovana do expresnich vekigoro
sawi buiky — pcDNA4/V5-HisA (Invitrogen) a pTRE-Tight (Cleech). Plasmid
pcDNA4 mGCPIl byl pouzit pro ffpravu DNA koédujici extracelularnfast mGCPII,
kterd byla naslednflzovana s purifikéni znakou (viz obr. 7, str. 51).

DNA kédujici extracelularncast mGCPII byla amplifikovana pomoci PCR (viz
4.3.1) s pouzitim primérFmus440K a Rmus7520K2 a plasmidu pcDNA4_mGCP jak
templatu (obr. 8, str. 52, panel A). Do sekvenck lmarové primery vnesena restiiRi
mistaBglll a Xhol. Amplifikovand DNA byla poté 8pena restriknimi endonukleasami
Bglll a Xhol a nasled& ligovana do plasmidu pMT/BiP/Avi_hGCPI1(44-750F@ného
tymiz endonukleasami, jenz bykipraven v naSi laboratioJanem Tykvartem a Pavlem
Sachou (plasmid byl vyt¥en modifikaci plasmidu pMT/BiP/V5-HisA (Invitrogen107].
Vysledny plasmid pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752) umade inducibilni expresi
sekretované extracelularni mGCPII v hmyziclikach a jeji naslednou purifikaci afinitni

chromatografii (viz obr. 8, str. 52, panel B).
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- CMV promotor
N KpnlI(922)

pcDNA4_mGCPII
7293 bp

K

Rezistence proti zeocinu\/

1 ori Xho1(3187)
BGH polyA signél

Rezistence proti ampicilinu = MT promotor
y Signal BiP

AVIi-TEV
Byl (996)

DMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752) |

5791 bp
pUC ori

SV40 polyA signél

Obr. 7: Expresni plasmidy pcDNA4_mGCPII a pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752).

Plasmid pcDNA4_mGCPIl (nale) byl pouzit jako vychozi vektor pro amplifikackteacelularni
¢asti mGCPII. Vektor pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752) (d9lslouzici pro heterologni expresi sekretovanych
proteini v hmyzich S2 bitkdch obsahuje ve své sekvenci gen pilaktamasu zajidijici ampicilinovou
rezistenci, pdatek replikace E. coli (pUC ori), signal SV40 polyA pro ukdéani transkripce a naslednou
polyadenylaci mRNA, metalothioneinovy (MT) promotpro inducibilni expresi, sektpi signal BiP pro
expresi sekretovanych protéira sekvenci Avi-TEV s purifikini znakou a Stepicim mistem pro TEV
proteasu. Extracelulardést mGCPII je oznigna mGCPII(44-752).
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Spravnost vytvteného plasmidu byla ékena restrikni analyzou — $penim
enzymyBglll aXhol pro owteni gitomnosti ligované DNA (obr. 8, panel Bjlscl aBglll
pro kontrolu pitomnosti Avi-tagu aNhel pro odliSeni mysi a lidské GCPIl (data

neuvedena). Definitivni spravnost sekvence bykiena sekvenovanim (viz 4.3.6).

B:
bp:
5686—
4822 —
3675— <3000
2323 — -~—2500
1929— ~—2000

Obr. 8: Klonovani extracelularni ¢asti DNA mysi GCPII.

Jednotlivé fragmenty DNA byly rozteny agarosovou elektroforézou a néstedsizualizovany
fluorescetinim barvivem GelRed (viz 4.3.2).

Panel A Amplifikace extracelularnéasti DNA mysSi GCPII. Draha 2:-DNA marker; drdha 2: PCR
reakce (6ekavana velikost 2145 bp).

Panel B Restrikini analyza fipraveného plasmidu pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752). baal:A-DNA
marker; draha 2: pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-752)@kavano 5791 bp); draha 3: pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-
752) / Bglll,Xhol (atekavano 2133 bp a 3658 bp); draha 4. pMT/BiP/AviCIr8(44-750) / Bglll, Xhol
(otekavano 2133 bp a 3658 bp); draha 5: 500 bp DNAendQiagen).

5.2 Heterologni exprese rekombinantni extracelularn i
mysSi GCPIlI v hmyzich S2 bu nkach

Schneiderovy S2 hmyzi blay byly transfekovany plasmidem pMT/BiP/BirAKDEL
kodujici biotin:protein-ligasuBirA (plasmid byl vytvéen v naSi laborat) [107].
Sekvence proteinBirA je ve fuzi se signalnim peptidem BiP na svém Nekdsmeiujici
protein do endoplasmatického retikula (ER)) a tetimokyselinovou sekvenci KDEL na
svém C-konci (sekvence vedouci k zadrzeni proteinER). ProteinBirA katalyzuje
naslednou biotinylaci exprimovanych protieprochazejicich ER.

Stabilni transfektanty (resistentni na hygromyc)ndxprimujici BirA byly poté
transfekovany plasmidem pMT/BiP/Avi_mGCPII(44-79&)dujicim extracelularni mysi
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GCPIl (viz 4.3.7). Po selekci stabilnich transfeltia(resistentnich na hygromycin-B i
blasticidin-S) byly biiky preneseny do nadoby pro expresi a kultivovany v rexgén
meédiu SF900II bez antibiotik (viz 4.3.9).
Produkce rekombinantni mysi GCPII byla analyzovydoraoci SDS-PAGE (obr. 9).
A: B:

kDa: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 23 456 78 910

100 — | -
e e —— a— - . »
75 — ]

Obr. 9: Exprese rekombinantni mysSi GCPIlI hmyzimi buikami.

Po indukci exprese byly odebirany vzorky média bbgai sekretovanou rekombinantni mysi GCPII.
Produkce byla analyzovana jednak n#&bsem barveném polyakrylamidovém gelu (panel A)ingk
imunodetekci biotinylovanych protdimNeutrAvidinem konjugovanym si&novou peroxidasou (panel B).

Panel A Jednotlivé vzorky odpovidaji dm po indukci exprese mGCPIl. Draha 1: standard
extracelularni hGCPII (50 ng); drdha 2: 2 dny pdukci (I+2); draha 3: [+3; drdha 4: 1+5; drdha %6
draha 6: 1+7; drdha 7: 1+8; draha 8: 1+9; drah&+22. Objem nanesenych vzdrkyl 10ul.

Panel B Draha 1: standard extracelularni hGCPII (0,5 wggha 2: standard extracelularni hGCPII
(2,5 ng); draha 3: 2 dny po indukci (1+2); drahd+B; draha 5: 1+5; drdha 6: 1+6; drdha 7: 1+7;lthd: 1+8;
draha 9: [+9; drdha 10: [+12. Objem vzbidpovida 0,1l média.

5.3 Purifikace rekombinantni mysi GCPII afinitni

chromatografii

Rekombinantni extracelularni mysi GCPII byla pudfiana afinitni chromatografii
z média S2 butk stabilré transfekovanych fiislusSnym plasmidem. Médium obsahujici
extracelularni mysi GCPII bylo centrifugovano, rokano a smichano s ekvilildram
pufrem. Ke vzniklému roztoku byliglan nosé Streptavidin Mutein Matrix a inkubovano
pies noc (experiment 1). Nésbyl poté separovan, promyt a proteiny eluovany (vi
4.3.10). Frakce Fbyla pouZita pro druhé kolo purifikace (experimet

Pribéh purifikace a slozeni jednotlivych frakci bylo &zmvano pomoci SDS-
PAGE (obr. 10, str. 54), popdetekci biotinylované mGCPIl pomoci NeutrAvidinu
konjugovaného siknovou peroxidasou (viz 4.3.13) (vysledky neuvedlengytézek
purifikace byl uten stanovenim proteirdle Bradfordové v eltnich frakcich E1, E2 a E3
(tab. 4, str. 54). ¥Sina ziskaného proteinu byla obsazena ve frakEiZhkteré byly

nasledg smichany, dialyzovany a dale pouzity.
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A: B:

kDa:
4 1234 567 8 9101112 1234567 89101112
150> &= & E=O
100 —> == ®— — - -~
75— - — ..: -
50— - | :‘5
37> & -~ "-
- t 2
25— 1§ -8 -
20— N ~ ..

Obr. 10: Purifikace extracelularni mysi GCPII afinitni chromatografii.
Panel A se vztahuje k prvriiasti purifikace (experiment 1), panel B ke drutésti purifikace
(experiment 2). Vzorky byly elektroforeticky raddny na 11% polyakrylamidovém gelu, ktery byl ndste

obarven gibrem.

Panel A:Draha 1markerzdanlivychmolekulovychhmotnostigraha2: standareéxtracelularni hGCPII
(25 ng); draha 3: médium po filtraci (1); draha 4: frakce FT(10pl); draha 5: frakce W1 (10l); draha 6:
frakce W2 (10ul); draha 7: frakce W3 (1Ql); draha 8: frakce E1 (10l); draha 9: frakce E2 (jtl = 600ng
celkovych proteii); draha 10: frakce E3 (10); drdha 11frakce E4 (1Qul); draha 12: frakce R (1@).

Panel B Draha 1: marker zdanlivych molekulovych hmotnostiaha 2: standard extracelularni
hGCPII (25 ng); draha 3: frakce E{1Opl); draha 4: frakce FT(10pl); draha 5: frakce W1 (1(l); draha 6:
frakce W2 (10ul); draha 7: frakce W3 (1(l); draha 8: frakce E1 (10l); draha 9: frakce E2 (@l = 130 ng
celkovych proteifl); drdha 10: frakce E3 (10); draha 11: frakce E4 (4d); draha 12: frakce R (1).

Celkové mnozstvéistého proteinu ziskané po dvou kolech purifikagk Ipriblizné
3 mg (viz tab. 4)Cistota proteinu byla gena na 90 — 95 %Cast purifikované mysi
GCPIl byla poté koncentrovdna na hodnotu 15 mg/rtdta koncentrovana frakce byla
pouzita ke krystalizanim pokugm (viz 5.7).

Celkové mnozstvi biotinylované mGCPIl v 1000 ml maébdylo densitometricky

stanoveno na 20 mg (data neuvedena)2ek purifikace tak byl fiblizné 15 %.

Tab. 4: Porovnani mnozstvi mySi GCPII v jednotlivyt frakcich purifikace.

Mnozstvi purifikovaného enzymu [mg]
Frakce
Experiment 1 Experiment 2
El 0,01 0,05
E2 2,4 0,5
E3 0,08 0,1

Mnozstvi proteinu bylo v jednotlivych frakcich stareno metodou dle Bradfordové (viz 4.3.16).

V prvni ¢asti purifikace (experiment 1) je Wek zhruba gtkrat wtSi nez wasti druhé (experiment 2).
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5.4 Porovnani enzymové aktivity mysi a lidske
rekombinantni GCPII

5.4.1 Kinetické parametry pro hydrolyzu endogenniho substratu
N-Ac-Asp-Glu

Pro stanoveni proteolytické aktivity byly pouZitgkombinantni extracelularni
MGCPII a hGCPII (viz 4.3.17). Vyhodnoceni ziskanyai bylo provedeno v programu
GraFit 5.0.4 (Erithacus Software Limited).

Analyzou grafu dle Michaelise a Mentenové byly aisk pro hydrolyzu NAAG
extracelularni mGCPII hodnoty K= 1300 + 190 nM a = 0,3 + 0,01 $ (obr. 11,
panel A, B).

Paraleld byly provadno meieni kinetiky i pro lidskou GCPII, porovnani obou
enzymi je uvedeno v obr. 11 (panel B). J&jme, Ze oba enzymy vykazuji podobné
enzymové vlastnosti pro hydrolyzu NAAG,; lidsk& reMainantni GCPIl ma dvojnasobnou
katalytickou @&innost ve srovnani s mysi rekombinantni GCPII.

0 —m 17—
0 20000 40000
¢ (NAAG), [nM]
B: Enzym | Ky [nM] K cat [S7] KealKm [¥10° s™™M ™
mGCPIl | 1300 +190 0,3+0,01 2,2
hGCPIl | 1100+ 160 0,5+0,02 4,9

Obr. 11: Srovnéni proteolytické aktivity mysi a lidské extracelularni GCPII.

Panel A:Graf dle Michaelise-Mentenové pro hydrolyzu N-AspAGIlu extracelularni mysi GCPII,
ktery byl pouzit pro ziskani kinetickych parantetr

Panel B:Tabulka s porovnanim kinetickych paranielrydrolyzy dipeptidu N-Ac-Asp-Glu mysi a

lidskou extracelularni GCPII.
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5.4.2 Inhibice proteolytické aktivity mysSi GCPIl po  moci 2-PMPA

Inhibitor 2-PMPA je vysoce specificky &iany inhibitor lidské GCPII a p&tmezi
nejpouzivagsi inhibitory ve studiich zabyvajicich se GCPIto® bylo dilezité zjistit,
zda je mySi GCPII podobncitlivd k tomuto inhibitoru jako jeji lidsky homod. Pro
charakterizaci inhibice pomoci 2-PMPA byly radiogmbpvou metodou za pouZziti 100nM
N-Ac-Asp-Glu jako substratu éeny hodnoty 1G, pro rekombinantni extracelularni mysi i
lidskou GCPII (viz 4.3.17).

Hodnoty 1Go pro mySi GCPII (Igo= 110 + 70 pM) a lidskou GCPII (Kg= 250 +
30 pM) byly obdrzeny analyzou ziskanych dat v paogu GraFit 5.0.4 (Erithacus
Software Limited) (viz obr. 12).

A: B:
Enzym ICs0 [PM] 1
mGCPII 110 + 70 N
T (@)

hGCPII 250+ 30 Q 06 Q
=
0,4 —
0,2 —

0 H‘ T \HHH‘ T \HHH‘ T \HHH‘ T \HHH‘
102 10* 1 10t 10?
¢ (2-PMPA), [nM]

Obr. 12: Porovnani inhibice hydrolyzy N-Ac-Asp-Glu extracelularni mGCPIl a
hGCPII inhibitorem 2-PMPA.

Panel A Tabulka s porovnanim hodnot s§dnhibitoru 2-PMPA pro mysSi a lidskou extraceluléarn
GCPII.

Panel B:Graf pro stanoveni l§g mysi extracelularni GCPII pro 2-PMPA &eno pro 100nM N-Ac-
Asp-Glu) bylo provedeno pouzitim koncermarady inhibitoru v rozmezi od 15 pM do 100 nM.

Pfi porovnani hodnot 16 pro 2-PMPA u lidské a mysi extracelularni GCPII je
patrné, Ze jsou k tomuto inhibitoru podeébaitlive. Mysi GCPII je tak v tomto ohledu

dobrym farmakologickym modelem lidského homologu.
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5.4.3 Substratova specifita rekombinantni mysi GCPIl |

Substratova specifita mySi extracelularni GCPllabygstovana s pouzitim dvou
substratovych knihoven odvozenych od endogennibstsatu N-Ac-Asp-Glu. Knihovna
dipeptidi obecného vzorce N-Ac-X-Glu umidje testovat preferenci enzymu na P1 pozici
substratu, zatimco knihovna N-Ac-Asp-X potom naigioPl’ (kde X je libovolna
proteinogenni aminokyselina vyjma prolinu a lysinBjo porovnani bylo pouzito stejné
mnoZstvi lidské extracelularni GCPII (viz 4.3.18).

Lidskd GCPII Stpila N-Ac-Glu-Glu a N-Ac-Asp-Glu mnohonascbriépe nez
jakykoliv jiny dipeptid v obou knihovnach, coz jeevshod s dive publikovanymi
vysledky (viz obr. 13) [17, 23]. Nejlépe¢penymi substraty vifpact mysi GCPII byly
taktéZ N-Ac-Glu-Glu a N-Ac-Asp-Glu, které bylypeny mnohem Iépe nez jiné dipeptidy
(v knihovre N-Ac-X-Glu). Ve srovnani s lidskou GCPIl vSak byhaira jejich Stpeni

priblizné ¢tyrikrat mensi (viz obr. 13).

N-Ac-X-Glu
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Obr. 13: Hydrolyza dipeptidi obecného vzorce N-Ac-X-Glu extracelularni mysi a
lidskou GCPII.

Dipeptidy obecného vzorce N-Ac-X-Glu byly hydrolyzmy stejnym mnozstvim mySi a lidské
GCPII, uvolrgné C-koncové aminokyseliny byly po derivatizacinsteeny fluorimetricky. Nejlépe byly
obéma enzymy $peny substraty N-Ac-Asp-Glu a N-Ac-Glu-Glu, tedypeptidy s kyselymi zbytky.

V piipact knihovny N-Ac-X-Glu SEpila mySi GCPII stejné substraty jako lidska
GCPIl, pouze s mensiimnosti (jde o N-Ac-Gly-Glu, N-Ac-Ala-Glu, N-Ac-Se€Blu, N-
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Ac-Cys-Glu, N-Ac-Met-Glu, N-Ac-GIn-Glu a N-Ac-Asn4@). Pon#r téchto roz&penych
dipeptidi lidskou a mySi GCPII jefblizné stejny jako porér pro N-Ac-Glu-Glu a N-Ac-
Asp-Glu (viz obr. 13, str. 57). To naznge, Ze oba enzymy maji velmi podobnou specifitu

pro substraty vzorce N-Ac-X-Glu, avSak mysSi GCP# nizSi katalytickou &innost.

V piipact knihovny N-Ac-Asp-X Stpila lidskd GCPII vedle dipeptidu N-Ac-Asp-
Glu i N-Ac-Asp-Met, coz bylo publikovano jizitbe [17]. MySi GCPII tento dipeptid
Stpila také, avSak pakud pekvapiw dvakrat lépe nez lidska GCPIl. Jest
piekvapiwjsim vysledkem je, Ze N-Ac-Asp-Met byl mySi GCPiégen giblizné stejré
dohie (i lIépe) jako endogenni substrat N-Ac-Asp-Glu (Mix.dl4).

N-Ac-Asp-X
40000
35000 ==
30000
25000 4
2 20000
& B hGCPII
15000 A B mGCPII
10000 1
5000
0,_|:E_'_|j‘-- e ‘.——‘l-.‘.-—‘ e :

Gy Ala Val Leu lle Trp Phe Tyr Thr Ser Cys Met Arg His Glu GIn Asn

aminokyselina X

Obr. 14: Hydrolyza dipeptidi obecného vzorce N-Ac-Asp-X extracelularni mySi a
lidskou GCPII.

Dipeptidy obecného vzorce N-Ac-Asp-X byly hydrolyZmy stejnym mnozstvim mysi a lidské
GCPII; uvolrené C-koncové aminokyseliny byly po derivatizaci nsteeny fluorimetricky. Nejlépe
Sttpenymi substraty byly N-Ac-Asp-Glu a N-Ac-Asp-Meipeptid N-Ac-Asp-Asp nebyl testovan, nebo
nebyl k dispozici.

Porovnani substratové specifity obou ensyadhalilo, Zze mySi GCPII ma velmi
podobnou substratovou specifitu jako lidska GCRllSak jeji katalyticka dinnost je
mensi (piblizné étyiikrat). Jedinou odchylkou je dipeptid N-Ac-Asp-Métery byl velmi
dohe S€pen mysi GCPII.
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5.5 Imunochemické studie mysi a lidské GCPII

5.5.1 Imunochemické stanoveni mySi GCPII s pouzitim  protilatek
pFipravenych proti denaturovanému lidskému enzymu

Monoklonalni protilatky proti denaturované lidskéCBIl — GCP-01, GCP-02 a
GCP-04 (vytvéené v laborath prof. Horejsiho, UMG AV CR, Praha) jsou v nasi
laboratdi pouzivany pro detekci lidské GCPII. U vSethprotilatek byla testovana jejich
piipadna reaktivita i proti denaturované rekombinamxtracelularni mysi GCPII. Po
elektroforetickém rozéleni standanidl lidské a mysi GCPIlI o znamych koncentracich byla
GCPIl imunochemicky detekovana jednotlivymi pratimi (viz obr. 15).

kDa: 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
100 o™ o @GP o "o o@D e @

75— el g TRy i

-® > ®— 3 -’

GCP-01 GCP-02 GCP-04

Obr. 15: Imunochemickd detekce extracelularni mySi GCPII monoklonalnimi
protilatkami GCP-01, GCP-02 a GCP-04.

Dréha 1: extracelularni hGCPII (4 ng); draha 2:kaearzdéanlivych molekulovych hmotnosti; drdha 3:
extracelularni mGCPIl (4 ng); draha 4: extracella&rmGCPIl (8 ng); drdha 5: extracelularni
mGCPII (16 ng).

Z obr. 15 je rejmé, Ze vSechnyitprotilatky rozpoznavaji oba proteiny s podobnou
citlivosti. Densitometrickou analyzou koncegtrechiad extracelularni mGCPIl a hGCPII
byly ziskany poréry citlivosti jednotlivych protilatek &i obéma proteiim: GCP-01 je
zhruba fikrat citlivéjsi k lidské GCPII, GCP-02 a GCP-04 maiji prakticitgjnou citlivost

k obéma proteiim.

JelikozZ epitopy vSechrit protilatek jsou znamy (nepublikované vysledky rifigka
Sedladka v naSi laborath je mozné je porovnat u lidské a mysi GCPII (alar. 16,
str. 60). VSechnyti epitopy se liSi v zagn¢ jedné aminokyseliny, vliv zagny vSak

nemusi byt stejny — u epitopu pro GCP-04 bylo &ji§t Ze posledni aminokyselina (serin
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v pripadt lidské GCPIl) hraje jiz spiSe vedlejSi roli opropifedchozim sedmi
aminokyselindm (nepublikované vysledky FrantiSkdl&a v naSi laboraii).

GCP-01 GCP-02 GCP-04

270 280 280 100 110
hGCPII 1.T[PGYPANEXRYR PGYPANEYAYRR SQWKEFGLDS|VEL
mGCPII LTPGYPANEHAYR PGYPANEHAYRH DOQWKEFGLDLIVEL

Obr. 16: Srovnani epitopi protilatek GCP-01, GCP-02 a GCP-04 u lidské a mysi
GCPIL.

Porovnani epitofp vSech ti protilatek u lidské GCPII (horni sekvence) a m@CPIl (spodni
sekvence). Epitop protilatky je vyzten zelenym obdélnikem, identické aminokyseliny jpmabarveny
Zluté, podobné zelena rozdilné bile. Epitopy protilatek experimentabtanovil FrantiSek Sedlak v naSi

laboratdi (nepublikované vysledky).

5.5.2 Imunoreaktivita mySi GCPIl v aéi protilatkdm p Fipravenych
proti nativni lidské GCPII

Protilatky GCP-05 (vytviiena v laboratio prof. HorejSiho), J591 a J415 (dar Dr.
Bandera, Weill Medical College of Cornell UniveysiNew York, NY) byly testovany,
zda-li rozpoznéavaji nativni mySi GCPII. Tyto prétky byly vytvaeny proti nativnimu
proteinu lidské GCPII a rozpoznavaji epitopy Vv jeixtracelularnéasti.

MySi GCPII byla imunoprecipitovana z média S2 #unbsahujiciho extracelularni
mySi GCPIl (viz 4.3.19). Jako pozitivni kontrola ldbypouzita imunoprecipitace
extracelularni lidské GCPII (taktéz z média S2dkynjako negativni kontrola byl pokus
proveden bez fidani protilatky, pouze inkubaci média S2 &kr(obahujiciho mySEti
lidskou GCPIl) s nogem Protein G Sepharosou. Po réedi proteii pomoci SDS-
PAGE byla mysi a lidska GCPII detekovana specifickootilatkou GCP-04 (viz obr. 17,
str. 61).
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Obr. 17: Imunoprecipitace extracelularni mysi a lické GCPIl monoklonélnimi
protilatkami GCP-05, J591 a 415.

Extracelularni mGCPII byla imunoprecipitovana péikami proti nativni hGCPII. Jako pozitivni
kontrola byla zvolena imunoprecipitace extracehild@GCPII, jako negativni kontrola pak imunopretpe
bez gidané protilatky. Proteinyipnesené na membranu byly detekovéany protilatkou-GL®iz 4.3.13).

Drahy 1,8: vzorek média S2 htknobsahujici mGCPII/hGCPII pouzity k inkubaci (2; drahy 2,9:
frakce FT (2Qul); drahy 3,10: frakce W1 (2Ql); drahy 4,11: frakce W2 (2Ql); drahy 5,12: frakce W3
(20 ub); drahy 6,13: frakce E (4u); draha 7: standard extracelularni hGCPIl (3 rigo detailni popis
jednotlivych frakci viz 4.3.19.

Z vysledki je Z'ejmé, Ze zadna z testovanych protilatek GCP-051 J%9J415
nerozpoznava extracelularni mysSi GCPIl. Pro pr#iila GCP-05 bylo stejného
(tj. negativniho) vysledku dosaZzeno i imunofluosssd s pouzitim butk HEK293

stabilre transfekovanych mySi GCPII (data neuvedena).

5.5.3 Porovnani tka noveé distribuce GCPIl v Mus musculus a
Homo sapiens

Pro testovani tkéove distribuce byla pouzita sada 20 lidskych a otygkani. Tkaa
byly homogenizovany (viz 4.3.22) a nasledyly proteiny elektroforeticky rozdeny (viz
4.3.12). Po fenosu proteib na membranu byla GCPII imunochemicky detekovana
pouzitim monoklonalni protilatky GCP-04 (viz 4.3)1%rotilatka GCP-04 rozpoznava
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mysi i lidskou GCPII fiblizné se stejnou citlivosti (viz 5.5.1). Pro moznostqurani bylo
do kazdé drahy naneseno vzdy stejné mnozstvi cgthaproteiri (100ug) (viz obr. 18).

A: B:
1 23 4 5 6 7 8 9 10 1112 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H. sapiens R e an - ™
M. musculus o« S = - - e » e -

Obr. 18: Porovnéni tkainoveé distribuce GCPIl v Mus musculus a Homo sapiens.

Jednotlivé mysi a lidské tkérbyly homogenizovany a po elektroforetickém réedi proteirii a
jejich preneseni na membranu byla GCPIl imunochemicky degele pouzitim protilatky GCP-04. Do
kazdé drahy bylo naneseno 1@ celkovych proteit.

Panel A:Draha 1: standard extracelularni hGCPII (0,5 dgaha 2: mozek; draha 3: maéek; draha
4: slezina; draha 5: plice; draha 6: srdce; drahatia; draha 8: slinivkait$ni; drdha 9: Zaludek; draha 10:
jejunum; draha 11: tlustéfewo; draha 12: standard extracelularni hGCPII §@)5

Panel B:Draha 1: standard extracelularni hGCPII (0,5 dgdha 2: mléné Zlaza; draha 3: vajeik;
draha 4: dloha; draha 5: prostata; drdha 6: varle; drahafieniné véky; drdha 8: ledvina; drdha 9: slinna
Zlaza (zena/samice); drédha 10: slinna zlaza (mungsg draha 11:#e; draha 12: standard extracelularni
hGCPII (0,5 ng).

V pripack tkanové distribuce obou ortholédgyly pozorovany podstatné rozdily. Pro
oba enzymy je spatea vysoka exprese v mozku (viz obr. 18, panel &hdr2; ,A2"),
moze&ku (A3) a ledvinach (B8). Mysi GCPIl je mnohem viegprimovana ve slezin
(A4), vajeniku (B3), ¢loze (B4) a ve varleti (B6). Vyrazrvyssi exprese lidské GCPII je
v prostat (B5) a muzské slinné Zlaze (B10). U ostatnich itka® — Al1l, B2, B7, B9 a
B11) je exprese GCPII mnohem mensi nez u vySe &méh. ,Negitomnost GCPIIl v
téchto tkanich tak rize byt zfisobena jen tim, Ze dané mnozstvi GCPII je jiZz pari

detekce protilatkou GCP-04.

5.6 Tvorba stabilni sav €i buné€éné linie exprimujici
mySi GCPII

Pavodni linie U373MG je odvozena od lidského astrooyi. NasSim cilem bylo
vytvorit stabilni burénou linii za &elem sledovani vlivu mysi GCPII nast nado#

v xenograftech mysich model

62



Pavodni linie U373MG byla v naSi labord@tanodifikovana transfekci plasmidem
pTet-Off-Advanced (Clontech) zafidjicim expresi regutaiho proteinu v Tet-Off
systému (Tet-Off® Advanced Inducible Gene Exprassgystem, Clontech). Poté byly
tyto buiky transfekovany plasmidem pcDNA4mKate2 kédujicirKate2, fluorescemni
protein ve vzdalenéervené oblasti pro vizualizaci btk (nepublikované vysledky Pavila
Sachy, Jany Starkové a Karoliny Sramkové). Nakobgly buiky transfekovany
plasmidem pTRE-Tight mGCPIl (vytyeny v naSi laborato [110]), jenZ umo#uje
inducibilni expresi mysi GCPIl v séieh buikach. Expresi mySi GCPIl je mozné
regulovat doxycyklinem: v négomnosti doxycyklinu je mysi GCPIl kkami
exprimovana, po ifdani doxycyklinu do kultivéniho média (do vysledné koncentrace
100 ng/ml) je exprese mGCPII utlumena. Jednotlis&ané klony byly testovany jednak
Z hlediska exprese a regulace exprese mysi GCRIlopr. 19, panel A), jednak byla
sledovana i fluorescence hikndiky expresi mKate2 (viz obr. 19, panel B). &alika
obdrzenych kloa (cca 20) byl vybran jeden (klox 6), ktery vynikal vysokou expresi

mySi GCPII i vynikajimi regukénimi vlastnostmi (viz obr. 19, panel A).

A B:
kDa: 1 2 3 4 5 6 7
150—

100 — .

Obr. 19: Imunochemické detekce regulace exprese myGCPIl a fluorescence proteinu

mKate2 v buiikach stabilni bunééné linie odvozené od U373MG.

Panel A:Tii klony stabilni buséné linie odvozené od U373MG inducibdlprodukuji mysi GCPII
v zavislosti na fitomnosti/nepitomnosti doxycyklinu (dox). Pofpnosu proteith na membranu byla mysi
GCPII detekovéana protilatkou GCP-04.

Draha 1: extracelularni hGCPII (2 ng); draha 2nkBp draha 3: klon 3+dox; drdha 4: klon 6; draha 5:
klon 6+dox; drdha 6: klon 15; draha 7: klon 15+ddx/zorki kloni bez doxycyklinu byl nanesen vzdyud
celkovych proteii, u vzorki kloni s doxycyklinem pak 5Qg celkovych proteit.

Panel B: Fluorescence bghk stabilni bugéné linie, ktera konstitutivh exprimuje fluorescemi
protein mKate2. Snimek byl giaen fluorescetnim mikroskopem Olympus 1X81, expomi doba byla
500 ms.
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5.7 Krystalizace mysi GCPII

Krystalizatni experimenty byly provedeny jednak v krystalizi@h podminkach
publikovanych pro lidskou GCPIl [21], jednak bylopeden test 96 krystalizaich
podminek (kit JCSG+ Suite, Qiagen) pomoci krystéh#o robotu (viz 4.3.23).
Extracelularni mySi GCPII netita dostaténé velké monokrystaly v Zzadné z testovanych
podminek. U #kolika z nich (giblizné 15) ovSem doSlo k vyt¥eni jemného(i
mikrokrystalického precipitatu (viz obr. 20, pari®), pog. velmi mnoha mikrokrystél
(viz obr. 20, panel A). Vippadt asi 5 podminek doSlo k vytieni Utvaé pripominajici
krystaly, avSak rize se jednat o separaci fazi apod. (data neuvedémé)né podminky
budou dale pouzity pro jejich budouci optimalizaci.

Vyhodnoceni podminek bylo provedeno s pomoci K@rgntz-Saskové.

A: B:

Obr. 20: Priklady utvari obrzenych pi pokusech o krystalizaci extracelularni mysi
GCPII.

Panel A:Velké mnozstvi mikrokrystéalobrzenych fi krystalizaci mySi GCPIl ve 200 mM Mg&l
100 mM Tris-HCI, 10% (w/v) PEG 8000, pH 8,0 (podkdr. 20 v kitu JCSG+ Suite, Qiagen). Krystalizace
mySi GCPII byla provedena bez inhibitoku substratu a smichani kapek bylo provedeno rokpt{wiz
4.3.23.2).

Panel B: Krystalicky mikroprecipitat vytvteny @i krystalizaci mySi GCPIl v podmince pro
krystalizaci lidské GCPII (33% (v/v) pentaerythiimpoxylat PO/OH 5/4, 100 mM Tris-HCI, 1% (w/v)
PEG 3350, pH 8,0). Krystalizace mySi GCPII bylayedena s fidanym specifickym inhibitorem 2-PMPA a
smichani kapek bylo provedeno mangdhiz 4.3.23.1).
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6. Diskuze

Teoreticka ¢ast této prace shrnuje zakladni poznatky o lidskePIB a jejim
sowasném i potencialnim budoucim terapeutickém vyuZifirover se zabyva mysim
orthologem GCPII, nehomys je velice roz&ny modelovy organismus. V praktickasti
prace byly oba proteiny porovnany z hlediska jegetzymovych vlastnosti, st&jjako i
jejich tkaiové distribuce.

Jelikoz GCPII vyZzaduje pro své spravné shaleninkdupostranskni modifikace
(predevSim N-glykosylaci), je nutné pouzivat gon¢ slozity a narony eukaryotni
expresni systém namisto jednoduchého prokaryot(ribg. E. coli). Proto byla DNA
kodujici extracelularnéast mysi GCPII klonovana do vektoru umojciho heterologni
expresi sekretovaného proteinu v hmyzich Sikhoh (vektor odvozeny od pMT/BiP/V5-
HisA). Vytézek rekombinantni mySi GCPII byla srovnatelna skai GCPII (piblizn¢
20 mg biotinylovaného proteinu/1 litr média); podiky pro expresi proto nebyly nijak
upravovany (viz 5.1 a 5.2).

Rekombinantni extracelularni mysi GCPII byla exmwdina ve fuzi s purifikai
znakou (avi-tag), kterd umadje snadnou, rychlou a efektivni purifikaci afinitn
chromatografii. Bive jsme v naSi laborafopurifikovali nékolikakrokovym procesem
sestavajicim ze dvou ionexovych chromatografii lavgepermeéni chromatografie [17].
Tento protokol, & byl vicemég univerzalni, musel byt pro kazdy novy protein gom
sloZit a predevSim zdlouhayvoptimalizovan. Mysi GCPII byla v naSi laborattretim
proteinem, jenZ byl purifikovan novym protokolenejiJpurifikace potvrdila vysokou
univerzalnost afinitni purifikace — bylo dosazemgjrseho vy&zku acistoty jako v pipac
lidské GCPII a jejiho homologu NAALADasy L (okolor8g proteinu/1 litr média; viz tab.
4, str. 54). Diky této purifikaci je mozné snadnodukovat dostateé mnozstvi velmi
Cistého rekombinantniho proteinu, coZz je vyhodnémeeja pro krystalizaci protein

tvorbu protilatek a jiné metody sgebovavajici velka mnoZzstvi proteinu.
Dulezitym uUkolem bylo srovnani enzymovych vlastnostysi a lidské GCPII.

vvvvv

GCPIl, je nezbytné &dét, zda-li jsou si oba proteiny opravdu podobny. mbsebyla
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pripravenacistd rekombinantni mysi GCPIl a tak neexistuje Zminé porovnani obou
enzymi.

Proteolyticka aktivita extracelularni mysi GCPIlldystanovena radioenzymovou
metodou vyuzZivajici tritiem zkdany endogenni substrat N-Ac-Asp-Glu. Pro jeho
hydrolyzu bylo stanoveno K= 1300 + 190 nM a = 0,3 + 0,01 8. Obs hodnoty jsou
velmi blizké lidské GCPIl (i = 1100 + 160 nM a & = 0,5 + 0,02 3); lidska
extracelularni GCPIlI ma dvojnasobnou katalytick@indost (ka/Kyv) ve srovnani s mysi
extracelularni GCPII (viz obr. 11, str. 55). Obawny si tak jsou velmi podobné, co se
tyce jejich proteolytické aktivity a &eni N-Ac-Asp-Glu.

Pro charakterizaci inhibice mySi GCPII byl zvolehibitor 2-PMPA,; vysocedinny,
specificky a velmicasto pouzivany inhibitor lidské GCPII. Hodnotys§®yly stanoveny
pro 100 nM substrat N-Ac-Asp-Glu pro oba enzymytopadioenzymovou metodou
(ICso= 110 £ 70 pM pro mySi GCPII; Kg= 250 + 30 pM pro lidskou GCPII). Citlivost
obou enzyn vici 2-PMPA byla i v tomto fipad velmi podobna (viz obr. 12, str. 56)

Substratova specifita mysi GCPII byla testovanawpim dvou dipeptidovych
knihoven: N-Ac-X-Glu a N-Ac-Asp-X (kde X je libovo& proteinogenni aminokyselina
vyjma lysinu a prolinu). Tyto dipeptidové knihovrjgou odvozeny od endogenniho
substratu GCPII, tj. N-Ac-Asp-Glu. Jejich pouZitize testovat poZzadavky aktivnhiho mista
na @itomnost skupin nutnych pro interakci s aminokysmlymi zbytky, které tvid
aktivni misto a podili se na vazbubstratu. Z fedchozich vysledkbylo znamo, Ze lidska
GCPII preferuje kyselé dipeptidy N-Ac-Asp-Glu a N-4lu-Glu, ale také N-Ac-Asp-Met
[17]. Tento vysledek byl potvrzenggrchozi vysledky byly dosaZzeny s rekombinantnim
enzymem bez purifikani zna&ky avi-tag. MysSi GCPIlI vykazovala prakticky stejnou
preferenci Sipenych dipeptid, avSak s pblizné ¢tyiikrat nizsi katalytickou €&innosti (viz
obr. 13 a 14, str. 57 a 58). Jedinou vyjimkou byA&tAsp-Met, ktery byl Stpen mysi
GCPII I1épe nez lidskou GCPII. Zaraveyl N-Ac-Asp-Met pro mySi GCPIlfnejmensim
stejré dobrym substratem jako endogenni substrat N-Ac-@kp Vysoka chyba vifppads
N-Ac-Asp-Met (u mysi GCPII) byla Zgobena jednim vzorkem v daném triplikatu, ktery
meél oproti zbyvajicim d¥éma vyrazg nizSi hodnotuiszoAsgo (3096 RFU vs. 9658 a
10242 RFU). Skutsa hodnota\,o0/hsago pro N-Ac-Asp-Met je tedy pravghodobré jese
vySSi nez aritmeticky jgmér vzorka triplikatu (tj. 7665 RFU).

Celkow vSak lzefici, Zze mySi GCPII je z pohledu enzymovych vlasthdsbrym

modelem lidské GCPII, neBmba enzymy si jsou v tomto ohledu velmi podobné.
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DalSi rozsahloucasti diplomové prace bylo testovani schopnosti ilptek
vytvoienych proti lidské GCPII rozpoznavat i mySi GCBHk plyne z vysledk vSechny
testované protilatky (GCP-01, GCP-02 a GCP-04),réktdyly vytvaeny proti
denaturované lidské GCPIlI rozpoznavaji i mySi GCRBRjich citlivost Wi obéma
proteimim je [iblizn¢ stejna (viz obr. 15, str. 59). FrantiSek Sedlakil uepitopy
jednotlivych protilatek (nepublikované vysledkygjich srovnanim lze zjistit, Ze se ve
vSech pipadech liSi v za#né jedné aminokyseliny. Nakolik je tato 2ma dilezitd pro
rozpoznavani epitopu je diskutabilni, zalezi saimo® na typu zarny, stej jako na
»vyznamnosti“ pozice aminokyselinyfiRladem niize byt epitop protilatky GCP-04, kdy
posledni aminokyselina hraje jiz gedrgjSi roli oproti fredchozim aminokyselinam (viz
5.5.1), nebo dvojice protilatek GCP-01 a GCP-02iohggodobné epitopy, avSak odliSné
citlivosti k mySi GCPII (viz 5.5.1).

Naprosto opé&ny vysledek byl ziskan u protilatek vytemych proti nativni lidské
GCPIl. Ani jedna z protilatek, které byly kdispozi (GCP-05, J415 a J591)
nerozpoznavala mysi GCPII (viz obr. 17, str. 6it@p ®chto protilatek v lidské nativni
GCPIl je neznamy (stefnjako trojroznérna struktura mysSi GCPII), takze nemohou byt
porovnany dané oblasti obou protieide vSak iejmé, Ze u vSecltitprotilatek je epitopem
oblast, ktera se liSi v lidské a mysSi GCPII. Tougitym zpisobem zajimavé, nebo
proteiny maji 86% identitu (91% podobnost) a jejichjrozmerna struktura tak bude
pravdEpodobré velmi podobna. Epitopem by tak mohla byt spi§@ké nekonzervovana
oblast vytvéejici flexibilni ¢ast proteinu.

V souwasné dob je ve spolupraci s laboratoprof. Ha'ejSiho vyvijena protilatka
proti nativhi mySi GCPIl, kdy byly laboratorni my3munizovany rekombinantni

extracelularni mysi GCPII.

Ackoliv si jsou oba orthology velmi podobné z hledisknzymovych vlastnosti,
jejich exprese v jednotlivych tkanich byla gkod odliSnd. Podobna situace byla
pozorovana jiz v fedchozi studii s pragea potkani GCPII, kdy se enzymové vlastnosti
proteinu podobaly, zatimco v jejich expresi bytsi ¢i mensi rozdily [76]. U mysSi i
¢lovéka byla spoléna vysoka exprese v mozku a ledvinach. GCPII byteohem vice
exprimovana v mysi slezin vajeniku, ctloze a varleti. Naopak vyrazna exprese byla

pozorovana v lidské prostata muzské slinné Zzlaze, zatimco odpovidajici mig&net
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GCPIl neexprimovaly (viz obr. 18, str. 62). Zajirhaje dvojice tk&ni prostata/varle a
muzska/zenska slinna zlaza. U mysSi se GCPII v ptogeexprimuje & jen velmi malo),
zatimco ve varleti se exprimuje ve velkém mnozdiuvilovéka je situace pr&opana.

Ve sho@ s pedchozi studii (provedené na urovni mRNA) byla pozéna exprese
GCPIl v mySim mozku, ledvi vajeinicich, varlatech a (sa#i) slinné Zlaze. Ve studii
byla ovSem mysi slezina bez exprese GCPII, zatimum paiila k tkdnim s vysokou
expresi [43]. V pipadt dalSich neshod (plice, srdce, jatra, slinivikarh a semenné vky)
byla exprese GCPIl velmi mala a je tudiz pggpatiobné, Ze se ji na urovni mRNA
nepodalo detekovat.

Tyto rozdily v expresi obou protgirby mohly byt dilezité @i vyuZziti mysi jako
modelového organismu a je nutné byt si jiédam @i navrhovani i testovani novych kek

¢i metod terapie.

V souvislosti s funkcemi GCPII se spekuluje o jgjli ve vzniku a #@stu nadoi.
Proto byla vytveéena stabilni buitna linie odvozena od lidského astrocytomu, ktera
inducibiln¢ exprimuje mySi GCPII. Tato b&&na linie bude v budoucnu pouzita pro
implantaci do mysi. Potencialnfist nadof je pak mozno {mo sledovat vizualizaci
proteinu mKate2 fluoreskujiciho ve vzdalamdvené oblasti, ktery tato linie konstituté/n
exprimuje (viz obr. 19, str. 63, panel B). Jelikeprese mysSi GCPII je indukovatelna
negitomnosti ¢ pritomnosti  doxycyklinu, je mozné pouzit jako xendgra
exprimujici/neexprimujici mysi GCPIl stejnou kanou linii. To je vyhoda tohoto
systému, neh pripadné rozdily virstu nadoru nemohou byt igobeny odliSnostmi
v burg¢né linii. V sowkasnosti se ifipravuji tyto experimenty s lidskou GCPII a pouziti

mySi GCPII se nabizi (vzhledem k pouzitému mysSinodetu) jako dalSi logicky krok.

Trojrozmérnd struktura lidské GCPIlI je jiz di znama a existuje ¢kolik
krystalovych struktur siznymi ligandy v aktivnim mist [15, 19, 21]. Jak jiz bylo
zmirgno, oba enzymy vykazuji vysokou sek¥eh podobnost, stefnjako podobné
enzymové vlastnosti. Proto Izeegdpokladat, Ze celkova trojroZma struktura mysi
GCPII bude velmi podobné svému lidskému ge&ku. Resto jsme se rozhodli krystalovat
mySi GCPII, nebo pripadné rozdily v architekta aktivnhiho mista by mohly vystit

odliSné vysledky P testovani substratove specifity obou entym
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Jelikoz @i pouziti podminek uzivanych pro krystalizaci lids&CPIl se nepodio
ziskat Zadné monokrystaly mySi GCPII (pouze krickgl mikroprecipitat), byl proveden
test dalSich 96 podminek pomoci krystalidgao robotu. Ani v tomtoifpact vSak nedoSlo
k tvorbé velkych monokrystdl mysi GCPIl. Podd@o se vSak identifikovat #kolik
podminek, ve kterych doslo k tv@rgemnych precipitdt, krystalickych precipitdi ci
dokonce mikrokrystél (viz obr. 20, str. 64). Zthto rekolika je teba vybrat ty
nejvhodrjSi a pokusit se o jejich optimalizaci (fagnmenou koncentrace preciptiaiho

¢inidla ¢i proteinu, znénou pH, gidanim inhibitoruei substratu apod.).

Cilem této prace bylo porovnani mysi a lidské GCPkhodnotit, zda-li je mysi
GCPIlI dobrym modelem pro 8ylidsky ortholog. Z dosazenych vysledke zZejmé, Ze
celkow si oba enzymy odpovidaji svymi enzymovymi vlastmos— jejich aktivita,
substratova specifita i citlivostawi inhibitoru 2-PMPA byly velmi podobné. V tomto
ohledu je mysi GCPII vhodnym modelem pro lidskouRHECAvSak na druhé stranje
nutné mit na pati fakt, Ze se oba proteiny liSi svou expresi \ngtivych tkanich a
castén¢ i substratovou specifitou. Rozdilny expresni prefobou organismech e
nazn&ovat na dosud neznamy substrat GCPII,ipoa novou neenzymovou funkci GCPII
v téchto tkénich.
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7. Zaver

1. extracelularni mySi GCPIl byla klonovana do vhodnékektoru,
exprimovana v hmyzich S2 tkéch a purifikovana afinitni chromatografii
ve velmi dobr&istote a vygzku

2. afinita extracelularni mysi a lidské GCPIl k endugienu substratu N-Ac-
Asp-Glu byla velmi podobng; lidska GCPIl vykazujerallrat vysSi
katalytickou @innost

3. extracelularni mysi a lidska GCPIl byly podébnoitlivé k inhibici 2-
PMPA, specifickému inhibitoru lidské GCPII

4. substratova specifita mysSi a lidské extraceluld&@PIl pro dipeptidy
vzorce N-Ac-Asp-X a N-Ac-X-Glu byla velmi blizka {gyjimkou N-Ac-
Asp-Met), mySi GCPII vSak vykazovala niZSi katallgtu (Einnost

5. protilatky vytvarené proti denaturované lidské GCPIl rozpoznavaly
denaturovanou mysi GCPII (vSechnybfizné se stejnou afinitou); naopak
protilatky vytva'ené proti nativni lidské GCPII neinteragovaly svrat
mySi GCPII

6. tkanova distribuce mysi GCPIl je odliSnd ve srovnaniidskym
orthologem: GCPII je exprimovana ve velkém mnozstviySi slezis,
vajetnicich, ¢loze a varletech, odpovidajici lidské tk&xprimuji GCPII
jen v malém mnoZstvi; naopak exprese GCPIl v lidgkéstat byla

vysoka, zatimco v mysi prostdiyla velmi mala az nulova
7. krystalizaci se pod#o piipravit mikrokrystaly mySi GCPII; podminky

budou déle optimalizovany k ziskani dostatevelkych monokrystédl a

nasledné vieseni trojrozrérné struktury mysi GCPII
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[*HINAAG
2-PMPA
2-MPPA
7E11-C5.3
AP-2

ALS

BSA

CNS

cv
CYT-356
DM1
EDTA
EGTA
EST

FDA

FBS
GABA
GCPII
GCPIII
hGCPII
IUBMB

J415
J591
LNCaP

MCAO

mGCPII

mGlu receptory
MHC

8. Seznam zkratek

N-acetyl-L-aspartyle-L-glutamét zn&eny tritiem

kyselina 2-(fosfonomethyl)pentandiova

kyselina 2-(3-merkaptopropyl)pentandiova

mysSi monoklonalni protilatka proti GCPII

adaptorovy protein 2
amyotrofickd lateralni skler6za

howzi sérovy albumin

centralni nervova soustava
objem nosie (z angl. colume volume)

protilatka 7E11-C5.3 ztena radionuklidem™in
maytansinoid

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykoltetraoctova
¢ast exprimované mRNA (z angl. expressed sequegge ta
Utad pro schvalovani & a potravin (z angl. Food and Drug
Administration)

fetalni hovzi sérum (z angl. fetal bovine serum)
kyselinay-aminobutanova

glutaméatkarboxypeptidasa Il

glutamatkarboxypeptidasa

lidska GCPII

Mezinarodni unie pro biochemii a molekulahidlogii

(z angl. International Union of Biochemistry analelcular
Biology

mysSi monoklonalni protilatka proti GCPII

mysSi monoklonalni protilatka proti GCPII

bur¢na linie odvozena od metastaz karcinomu prostaty v
lymfatickych uzlinach (z angl. lymph node carciroof the
prostate

uzaweni cévyarteria cerebri medigz angl. middle cerebral
artery occlusion)

mysi glutamatkarboxypeptidasa Il

metabotropni glutamatoveé receptory

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. majbistocompatibility

complex)
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MOPS
MWCO
NAAG
NAALADasa
NAALADasa L
NDA

NMDA
PAK-1

PBS

PC-3

PET

PSA

PSM'
PSMA

PSM-C
PSM-D
PSM-E

RIT

SDS
SDS-PAGE
SOD1
SPECT

TEV proteasa
TfR
TGF$

Tris
ZJ-43

viv
wiv

wiw

kyselina 3-(N-morfolino)propansulfonova

limit molekulové hmotnosti (z angl. moleculaeight cut off)

N-acetyl-L-aspartyk-L-glutamét

z angl. N-acetylated-alpha-linked acidipeptidase (= GCPII)
z angl. N-acetylated-alpha-linked acidipeptidase-like

naftalen-2,3-dikarbaldehyd

N-methyl-D-aspartéat

kinasa aktivovana p21

fosfatovy pufr (z angl. phosphate bufferechgli

bur¢na linie odvozena od bk karcinomu prostaty
pozitronova emisni tomografie

antigen specificky pro prostatu (z angl. prasta

specific antigen)

alternativy sestizena forma GCPII

membranovy antigen speficicky pro prostatar{gl. prostate-

specific membrane antigen); identicka ke GCPII
alternativéy sestizena forma GCPII

alternativy sestizena forma GCPII

alternativéy sestizena forma GCPII

radioimunoterapie

dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecytsatky)
redukujici polyakrylamidova elektroforézaritomnosti SDS

superoxiddismutasa 1

jednofotonova emisni@tacova tomografie (z angl. single photon

emission computed tomography)

proteasa z viru tabakové mozaiky ¢t. avbacco etch virus)
transferinovy receptor
transformujici #istovy faktorp (z angl. transforming growth
factor)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

kyselina N-[[[(1S)-1-karboxy-3-methylbutytignolkarbonyl]-L-
glutamova
objemovy zlomek (objem slozky/objem roztoku)
pomer hmotnost sloZzky/objem roztoku

hmotnostni zlomek (hmotnost sloZky/hmotnostaoka)
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9. Priloha

Tab. 5: Seznam pouzitych primefi

Nazev primeru Sekvence primeru
Fmus440K 5-AAA AGA TCT AAA CCT TCC AAT GAA GCT ACTGG-3'
Rmus7520K2 5-AAA CTC GAG TTA AGC TAC TTC CCT CAG@Y C-3'
MT primer 5'-CAT CTC AGT GCA ACT AAA-3
BGH primer 5'-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3'
Rmin3 5'-CAT AGA CAC TGT GAT AGA GAG GAT AGC TGC-3'
Z002 5'-CTC CAC TCT GAG GGT CAATGC CAC C-3'
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