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English abstract

Glutamate carboxypeptidase Il (GCPII, EC 3.4.17.21) is a type Il transmembrane
glycoprotein which has been discovered in nervous system as an enzyme responsible for
the hydrolysis of neuropeptide N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate to N-acetyl-L-aspartate
and L-glutamate and that has been hypothesized to influence glutamatergic signaling
processes. Except for brain, GCPIl was mainly found in prostate, kidney, and small
intestine. In small intestine, GCPII cleaves terminal glutamates from polyglutamylated
folates facilitating thus absorption of dietary folates. In prostate, this enzyme is known as
prostate-specific membrane antigen and is used as a cancer marker.

Mus musculus is an important model for studing GCPII and its homologs as
a therapeutic target. While human GCPII and its paralog GCPIII are relatively well
characterized, no biochemical study of their mouse orthologs is available. That is why
mouse glutamate carboxypeptidase 11l (mGCPIII) was cloned, prepared by recombinant
expression in insect cells and characterized.

We show that pure mouse GCPIII possesses a-glutamate carboxypeptidase activity
which is effectively inhibited by specific inhibitor GCPII, 2-PMPA. We also analyzed
sensitivity and specifity of monoclonal antibodies against mouse GCPIII. Immunoblots
demonstrate that antibody GCP-04 recognizes human GCPII as well as human GCPIII and
mouse GCPIII, but antibody GCP-3-02 recognizes only human GCPIII.

Key words: GCPII, GCPIII, 2-PMPA, glutamate, homologs



Slovensky abstrakt

Glutamatkarboxypeptidaza II (GCPII, EC 3.4.17.21) je transmembranovym
glykoproteinom II typu, ktory bol objaveny v nervovom systéme na zéklade degradacie
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu na N-acetyl-L-aspartat a L-glutamat, apreto sa
predpoklada jeho ti¢ast’ na nervovej signalizacii. Okrem mozgu, GCPII bola objavena vo
viacSe] miere taktiez V prostate, oblickach atenkom creve. V tenkom creve GCPII
napomaha vstrebdvaniu folatov zpotravy tym, ze odStepuje koncové glutamaty
z polyglutamylovanych folatov. V prostate nie je funkcia tohto proteinu doposial’ znama,
avsak vyuziva sa ako marker rakoviny.

Mus musculus je doélezitym modelom pre Stadium GCPII ajej homologov ako
terapeutického ciela. Ludska GCPII ajej paralog GCPIII si pomerne dobre
charakterizované, zatial ¢o ziadna biochemicka Stidia o ich mySich ortolégoch nie je
dostupna. Preto sme mysSaciu glutamatkarboxypeptidazu III (mGCPII) naklonovali,
pripravili rekombinantnou expresiou v hmyzich bunkach a chrakterizovali.

Ukézali sme, ze mGCPIII vykazuje a-glutamatkarboxypeptidazovu aktivitu, ktora
je inhibovatelna Specifickym inhibitorom GCPII, 2-PMPA. Taktiez sme testovali citlivost’
a Specifitu monoklonalnych protilatok vo¢i mysSacej GCPIIl. Imunochemicka detekcia
odhalila, ze protilatka GCP-04 rozpoznava l'udska GCPII rovnako dobre ako mysaciu
GCPIIL, na druht stranu protilatka GCP-3-04 rozpoznava iba 'udskit GCPIII.

KTlacové slova: GCPIL, GCPIIL, 2-PMPA, glutamat, homology



1 Predhovor

Glutamatkarboxypeptidaza II (GCPII, EC 3.4.17.21) je transmembranovym
proteinom II. typu. Expresia tohto proteinu bola zaznamenana predovsetkym v mozgu,
prostate aVvtenkom creve. Na zdklade charakteristickych vlastnosti glutamat
karboxypeptidazy II v tychto tkanivach dostal tento protein trojaké oznacenie. V. mozgu je
znamy ako NAALA dipeptidaza (neskor nazov upraveny na NAALADaza, z angl.
N-Acetylated-a-Linked Acidic Dipeptidase), v prostate ako PSMA (z angl. Prostate-
Specific Membrane Antigen) a v tenkom c¢reve ako folat hydrolaza.

V centralnej nervovej stistave GCPII hydrolyzuje neuropeptid N-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamat (NAAG) za uvolfiovania L-glutaméatu, ¢im prispieva k zvyseniu hladiny vol'ného
glutamatu v synaptickej Strbine. ZvySend koncentracia tohto excitaéného neurotransmiteru
pOsobi na nervové bunky toxicky. Inhibicia GCPII sa ukazala byt neuroprotektivna
Vv zvieracich modeloch. V tenkom ¢reve GCPII napoméha vstrebavaniu folatov ziskanych
Z potravy tym, Ze odStepuje koncové glutamaty z polyglutamatového ,,chvosta®. V prostate
funkcia GCPII je zatial nezndma. AvSak vyrazny narast tohto proteinu bol pozorovany
v suvislosti s karcindomom prostaty, a preto je vyuzivany ako marker tohto ochorenia.

So wvzrastajucou dodlezitostou GCPII v liecbe a diagnostike nadorovych aj
neurodegenerativnych ochoreni sa stile viacej pozornosti upriamuje na homology GCPII.
Zparaléogov sa do popredia dostavaju predovSetkym tie, ktoré vykazuji
a-glutamatkarboxypeptidazovi aktivitu. Dévodom je ich schopnost’ kompenzovat tato
aktivitu u organizmov, u ktorych je funkcia GCPII inhibovana, pripadne u organizmov
s vyradenym génom pre GCPII. Nielen tato skuto¢nost’, ale i d’alSie, doposial’ neodhalené,
charakteristiky paralogov GCPII by mohli vyrazne pozmenit' princip lie¢ebno-
diagnostickych metdd, a tym zaroven prispiet’ i K zlepSeniu vyvoja novych lieciv.

Ked’Ze jednym z najc€astejSich modelovych organizmov na testovanie novych lieciv
je mys, rozhodli sme sa naklonovat’ a charakterizovat’ mySaci paralog GCPII, protein

glutamatkarboxypeptidazy 111 (GCPIII).



2 Uvod

2.1 Gén pre 'udska GCPII :

Gén kodujuci glutamatkarboxypeptidazu 11 je oznaCovany ako FOLHI aje
lokalizovany na chromozome 11, presnejSiec na kratkom ramienku p11.2 [1]. Tento gén,
0 velkosti priblizne 62 kbp, pozostava z 19 exo6nov a 18 intrénov a uprostred intronu 3 sa

nachadza enhancer, ktory reguluje expresiu tohto génu v prostate [2].

2.2 Zostrihové varianty GCPII

Pri transkripcii génu FOLH1 vznika najdastejsie mMRNA o dizke 2653 nukleotidov,
ktorej translaciou vznika protein o velkosti 750 aminokyselin, nazyvany GCPII [3].

Pre-mRNA tohto génu moéze podlichat’ i alternativnemu zostrihu za vzniku d’al$ich
Styroch variant: PSM’, PSM-C, PSM-D a PSM-E (obr. 1). NajprestudovanejSou variantou
je PSM’, ktora je spolu s mRNA koédujucou cela GCPII pritomna vo va¢Som mnozstve
bunkach prostaty [3,4,5].

A (mRNA) B (protein)
IC ™ EXST
| | | | | 1 | ]

GCPII I 114 A%Q 380 2232 2324 2653 1 28 44 657 688 750

! [ | | | [ || |
PSM I 114 A$(i 1966 2058 2387 1 597 628 690

- [ | | || | [ || ]
PSM C 1 114 247 A%‘G 2099 2191 2520 1 597 628 690

- [ I [ | [ | | ]
PSM D 11 ]%_1[‘_021 1 2067 2159 2488 1 25 642 673 735

- [ | [ 1 | I ]
PSM E I 114 38%?_0477 2657 1 25 704

Obr. 1: Schematické znazornenie mRNA kédujucej GCPIL, jej moznych zostrihovych foriem a
proteinov vzniknutych translaciou danych mRNA.

Panel A: Vo variante PSM" je nukledotidovy tsek 114-380 (modra ¢ast’ v GCPII) odstraneny. Varianta
PSM-C obsahuje rovnako skrateny prvy exon arovnaky start kodon ako PSM’ anavySe obsahuje 133
nukelotidov dlhy tsek zobrazeny zeleno. PSM-D ma rovnaké zostrihové miesto ako PSM’ a jeho
nukleotidova sekvencia zahffia novy exén 0 velkosti 97 nukleotidov (pomaranéovy tsek). PSM-E vo svojej
nukleotidovej sekvencii zahffia novy exonu, ktory je zhodny sexonom PSM-D (pomaranova usek)
a zaroven obsahuje deléciu o velkosti 93 nukleotidov (Cerveny tusek v GCPII). V désledku pritomnosti
nového exoénu vo variantach PSM-E a PSM-D, ktery je dlhy 97 nukleotidov, ¢im narusuje povodny citaci
ramec, zacina pravdepodobne translacia obidvoch variant od nového Start kodonu v novom exoéne
(pomaran&ovy usek). Sipkou st zndzornené start kodény. Cisla predstavujii nukleotidy v sekvencii.

Panel B: Translaciou mRNA GCPII vznikd protein obsahujici 750 aminokyselin, ktoré formujt
intracelularnu oblast’ (IC), transmembranova (TM) a extracelularnu oblast’ (EXST). N-koniec PSM” proteinu
je skrateny o 57 aminokyselin v porovnani s GCPII, a preto sa predpoklada, Ze je cytosolovym proteinom.
PSM-C je identicky s PSM" a PSM-D obsahuje 24 novych aminokyselin na N-konci. PSM-E protein je
podobny s proteinom PSM-D, ale je skrateny o 31 aminokyselin pri C-konci proteinu. Cisla predstavuji
aminokyseliny v danej sekvencii. Pre vdc¢Siu prehladnost’ nie st jednotlivé useky nakreslené v mierke.
Prevzaté a upravené podrla [3,5].



2.3 GCPII na urovni proteinu:

GCPII je transmembréanovy glykoprotein II. typu o dizke 750 aminokyselin, patriacej
do rodiny di-zino¢natych metalopeptiddiz M28. Transmembranové proteiny II typu su
definované ako proteiny ktorych N-koniec je situovany do cytosolu a C-koniec vycnieva
do extracelularneho priestoru. Protein GCPII je pritomny na povrchu buniek vo forme

nekovalentného homodiméru o zdanlivej molekulovej hmotnosti 200 kDa [6,7,8].

2.3.1 Struktiira GCPII

GCPII je tvorena kratkym N-termindlnym cytoplazmatickym regionom
(aminokyseliny 1-18), jednym transmembranovym regionom bohatym na hydrofobne
aminokyselinové zvysky (aminokyseliny 19-43) a velkym extracelularnym regiéonom na
C-konci  (aminokyseliny 44-750) [6]. Cytoplazmaticky region obsahuje motiv
rozpozndvany pri endocyt(')ze-lMXXXL5 (kde X je akakol'vek aminokyselina) [9]
a viazbové miesto pre filamin A, ktory stabilizuje GCPII v membrane [10].

V roku 2005 skupina Dr. Bjorkmanovej rozlastila krystalova Struktaru GCPIL. Zistili,
ze GCPII je tvorena tromi doménami v extracelularnom regione, a to: protedzovu doménu
(doména I, aminokyseliny 57-116, 352-590), apikdlnu doménu (doména II, aminokyseliny
117-351) a C-koncovii doménu (doména III, aminokyseliny 591-750) (obr. 2) [11].
Trojrozmerna Struktara GCPII ako volného enzymu, tak iV komplexe so substratom,
inhibitorom alebo produktom Stiepenia bola nasledne prestudovana v sérii prac Bafinkou
etal. [12,13,14]. Vysledky je mozné zhrnut' tak, ze vSetky tri domény sa podielaju na

rozpoznani substratu a su preto nutné pre enzymovu aktivitu proteinu.[11,12].

Obr. 2: Krystalova struktura extraceluliarnej ¢asti homodiméru GCPIL.

Jeden monomér je zobrazeny Sedo a druhy je farebne rozliSeny na jednotlivé domény -apikalna doména silno
modra, proteazovad doména slabo modra a C-koncova doména fialova. Zino¢naté iony v aktivnom mieste
enzymu su znazornené cervenymi gul'6ckami, chloridovy anion zeleny a vapenaty kation zlty. Na obrazku st
zobrazené i glykozilacie v ty¢inkovom prevedeni. Prevzaté z [15].
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KedZze GCPII je metaloprotein, je potrebné zmienit’, Ze vV aktivnom mieste obsahuje
dva Zn* iény, ktoré su nevyhnutné pre enzymovu aktivitu. Tieto iény st od seba vzdialené
3,3 A astabilizované volnymi elektronovymi parmi hydroxidového aniénu, ktory je
umiestneny asymetricky vo¢i obom zino¢natym i6nom (v pripade nenaviazaného
substratu). Znl i6n, koordinovany postrannymi retazcami Asp387, Glu425 a His553, sluzi
ako katalyticky kov podielajuci sa na polarizécii viazby uhlik-kyslik, resp. karbonylovej
skupiny prislichajicej substratu. Zn2 i6n, koordinovany postrannymi retazcami His377,
Asp387, a Asp453 je oznaCovany ako ko-katalyticky kov podiel'ajuci sa na stabilizacii
prechodového stavu komplexu GCPII-substrat (obr. 3, panel A). [16]

A: B
Asp4s3 ‘2“.‘19., His653

Glu42s

TyrT00

Lyséod

His377

o\ e

activated water i /

|
! |Leudze Asn2sT

Glua24 Sludddhla mutailor, | |

Obr. 3: Panel A: Aminokyseliny koordinujtice zinky v aktivnom mieste GCPII. Atomy zinku, zobrazené
modro, su koordinované histidinmi a kyslymi aminokyselinami. Na obrazku je znazorneny tiez katalyticky
glutamat 424. Aminokyseliny su v ,ty¢inkovom® zobrazeni a atomy uhliku su Sedé, atomy kysliku cervené
a atomy dusiku modré. Prevzaté z [17].

Panel B: Struktiirne porovnanie aktivneho miesta nemutovaného proteinu GCPIl a mutantu GCPII
(E424A) v komplexe s prirodzenym substratom NAAG. Struktara komplexu GCPII (E424A)-NAAG
(uhlikové atomy zndzornené zeleno) bola vyuzitad pre predikciu aktivneho miesta nemutovaného proteinu
GCPII (uhlikové atomy znazornené Sedo). Prerusovana Ciara predstavuje dolezité nekovalentné interakcie.
Atémy zinku st zobrazené ako Sedé gul'6¢ky, atomy chléru zIté guldcky a molekula vody ako cervené
gul’ocky. Aminokyseliny podielajice sa na koordinacii substratu st znazornené ako ,.tyéinky* a samotny
substrat je v ,.ty¢inkovo-guldckovom prevedeni®, v ktorom s atdomy kyslika zobrazené Cerveno a atomy
dusika modro Prevzaté z [16].

Okrem zino¢natych i6nov, Struktara GCPII ukryva aj d’alSie dva iony dolezité pre jej
enzymovu aktivitu, a to chloridovy a vapenaty (obr. 2, str. 10). Tieto iony sa podiel’aji na
stabilite proteinu [12].

Zasadnu ulohu v Struktire GCPII zohrava katalyticky glutamat 424, ktoré¢ho
substiticia za alanin Uplne odstranila hydrolyticki  aktivitu tohto enzymu.
Nenahraditel'nost’ Glu424 spociva Vv tom, Ze slizi ako donor-akceptor vodikového i6nu pri

hydrolyze peptidovej viazby (obr. 3, panel B) [16].
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S1” vézbové miesto GCPII je definované aminokyselinovymi zvySkami Phe209,
Arg210, Asn257, Gly427, Leu428, Gly518, Lys699 a Tyr700. Posledné dve aminokyseliny
su sucastou glutaratového senzoru. Pomenovanie glutaratovy senzor dostal na zaklade
interakcie lysinu a tyrosinu S C-koncom substratu, ktorym je ako inak glutarat alebo
glutamat. Glutaratovy senzor predstavuje pohyblivli slucku, ktora sa moze vyskytovat
v roznych konformaciach v zavislosti na priestorovej Strukture viazaného substratu [12,
14].

S1 vizbové miesto GCPII je definované aminokyselinovymi zvyskami Ser454, Glu
457, Asp465, Asn519, Gly548, Tyrd59 a Tyr552. Charakteristickou ¢rtou tohto vazbového
miesta je skupina troch kladne nabitych argininov: Arg463, Arg543 a Arg536, ktoré uréuju
selektivnost’ enzymu vo¢i negativne nabitym zvySkom umiestnenym v predposlednej
pozicii substratu [12,14].

GCPIl je silno glykozilovand ajej extracelularny region obsahuje 10 N-
glykozila¢nych miest: N51, N76, N121, N140, N153, N195, N336, N459, N476, N638,
pri¢om N336, N459 a N476 st stcastou katalytickej domény. Glykozilacia je nevyhnutna
pre spravne zbalenie proteinu, sekréciu a enzymov aktivitu GCPII [12,18,19]. Schopnost’
GCPII hydrolyzovat’ peptidovi viazbu pravdepodobne ovplyviiuje i skutocnost’, ¢i sa tento
protein vyskytuje vo forme monoméru alebo diméru [8]. Procesu dimerizacie sa zucastiuje
C-termindlna doména jedného monoméru, protedzova a apikdlna doména druhého
monoméru a napokon i Ca®* kation [12]. Ion Ca?* stabilizuje sludku jedného monoméru
pozostavajlcu z troch tyrosinovych zvyskov, ktoré utvaraju hydroféobnu kapsu. Tato slucka
interaguje s tyrosinovym zvySkom druhého monoméru a stabilizuje tak spojenie oboch

monomérov [12].
2.4 Enzymova aktivita GCPII

2.4.1 a-glutamatkarboxypeptidazova aktivita:

Prvou znamou aktivitou GCPII je hydrolyza NAAG, pri ktorej dochadza k Stiepeniu
a-peptidovej vizby v neurotransmiteru N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat (NAAG) za vzniku

L-glutamatu a N-acetyl-L-aspartatu (obr. 4, str. 13) [20].
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Obr. 4: Stepenie N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamétu (NAAG)
Stepenim N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG) vznika N-acetyl-L-aspartat (NAA) a L-glutamat

NAAG predstavuje najrozsirenejsi peptidovy neurotransmiter v centralnej nervovej
sustave (CNS) cicavcov [21], ktory sprostredkovava prenos nervového vzruchu medzi
jednotlivymi neurénmi a GCPII sa svojou enzymatickou aktivitou podiel'a na jeho

odburravani v synaptickej $trbine [22].

2.4.2 y-glutamatrkarboxypeptiddazovd aktivita:

Okrem a-glutaméatkarboxypeptidazovej aktivity vykazuje GCPII aj folat hydrolazova
aktivitu. Folat hydrolazova aktivita spoc¢iva v schopnosti odsStiepenia termindlneho

glutamatu z poly-y-glutamylovaného folatu ¢i methotrexatu (obr. 5) [20,23].
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Obr. 5: Stepenie folyl(n)-y-L-glutamatu.
Stepenim folyl(n)-y-L-glutamatu vznika folyl(n-1)-y-L-glutamat a L-glutamat.
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Folat, uvolneny postupnym odStepovanim glutamatu z polyglutamatového retazca,
je prostrednictvom Specifickych receptorov prendsany cez membranu buniek ¢revného
epitelu, kde dochadza k resyntetizovaniu polyglutamatového retazca [23]. Folat, znamy
tiez ako vitamin B9, zohrava v bunke doleziti tulohu pri syntéze aminokyselin a
purinovych bazi nukleovych kyselin, pretoze sluzi ako koenzym mnohych enzymov a ako
donor jednouhlikatych zvyskov [24]. GCPII sa tymto sposobom podiel'a na vstrebavani
folatov z potravy.

V stcasnosti sa mnoho vyskumnych timov sustred'uje na analyzu substratovej
Specifity GCPII. Barinka et al. testovali enzymovt aktivitu GCPII za pouzitia kniznice
dipeptidov Ac-Asp-Xxx, Ac-Xxx-Glu a Ac-Xxx-Met a objavili 4 nové substraty: Ac-Glu-
Met, Ac-Asp-Met, Ac-Ala-Gly a Ac-Ala-Met. Pozoruhodné na tomto objave je, ze C-
termindlnou aminokyselinou nemusi byt vzdy glutamét. V tomto pripade je treba tiez
podotknut’, ze substraty s C-koncovym methioninom su Stepené s mensou efektivitou [25].
Na zaklade analdgie so znamymi substratmi GCPII mohli byt navrhnuté a testované rozne

druhy inhibitorov, ktoré sa ukazuju byt’ zaujimavé [26].

2.4.3 Inhibitory GCPII

Fyziologicka a potencialna patologicka funkcia GCPII v mozgu (kap. 2.6.1) ajej
vyskyt pri rakovine prostaty (kap. 2.6.2) boli hlavné motivacie vyskumnikov pre
intenzivny vyvoj potentnych a farmako-kineticky vhodnych inhibitorov GCPII [27].

Prvé cesty pri hladani a syntéze novych inhibitorov viedli k analégom substratu
GCPII, NAAG (N-acetyl-a-aspartyl-glutamat). Mnohé timy zistili, ze B-NAAG (N-acetyl-
[B-aspartyl-glutamat) nepodlieha hydrolyze, ¢o naznacuje, ze mdze slazit ako inhibitor
GCPII (obr. 6).

CH
HoOC o 3
coon HOOC_ _NH
HN HW
)\ O  COOH H cooH
0 CH,
O  COOH
a-NAAG B-NAAG

Obr. 6: N-acetyl-a-aspartyl-glutamat a N-acetyl-p-aspartyl-glutamat. Hodnota K; pre B-NAAG je
700nM. Prevzaté a upravené podla [17].

Prvy tc€inny inhibitor GCPII bol navrhnuty v roku 1996 Jacksonom et al., ktori pri
svojom navrhu inhibitora zamerali svoju pozornost na menSie molekuly s takymi
funkénymi skupinami, o ktorych sa vedelo, Ze inhibuji metalopeptiddzy. Syntézou
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atestovanim roznych hydroxyfosfinylovych derivatov, zistil, Zze prave 2-PMPA
{[2-(fosfonomethyl)pentandiova] Kkyselina} ma najvacsiu schopnost’ inhibicie (obr. 7,
panel A, str.16,) [26]. Fosfonatova skupina 2-PMPA silno chelatuje zino¢naté iony
v aktivnom mieste enzymu a pentandiova kyselina je stabilizovana interakciou s miestom v
GCPII rozpoznavajuce C-koncovy glutamat [28]. Dalsou prednostou molekuly 2-PMPA je
vysoka selektivita voc¢i GCPII [27]. Neskorsie Studie tohto inhibitora ukazali, ze jeho dva
enantioméry nemajui rovnaku inhibi¢na schopnost’. S-enantiomér (zhodna konfigurécia s
L-glutamatom), ktory je v aktivnom mieste enzymu viazany pevnejSie ako R-enantiomér,
bol hodnoteny ako uc¢innejsi inhibitor [29].

Na druhu stranu vSak farmako-kinetické vlastnosti 2-PMPA boli nepostacujuce, a
preto rastla snaha vyskumnych timov i farmaceutickych firiem o objavenie dalSich
efektivnejsSich inhibitorov. Na zaklade tejto snahy sa vznikla druha generacia inhibitorov.
Tato generaciu mozno rozdelit” do niekol’kych skupin a to:

1. thiolové a indol-thiolové derivaty
2. PBDA a inhibitory ako derivaty mocoviny

3. hydroxamatové derivaty

Hlavnym predstavitelom prvej skupiny je 2-MPPA [2-(3-
merkaptopropyl)pentandiova kyselina] (obr. 7, panel B, str. 16) znama tiez ako GPI5693.
Tato molekula predstavuje vylepSenie doposial’ navrhnutych inhibitorov, pretoze obsahuje
menej polarnu thioalkylovu skupinu, ktora zvysuje oralnu dostupnost’ [30].

Druha skupina derivatov, zahtnia analogy NAAG, Vv ktorych je odstranend amidova
vizba medzi asparagovou kyselinou a glutamatom a taktiez N-acetylova skupina.
Z mnohych syntetizovanych zli¢enin bola najic¢innejsia zluc¢enina 4,4’-fosfinikova(butan-
1,3-dikarboxylova)kyselina  (PBDA). Jej modifikaciou, nahradenim  skupiny
CH,P(O)(OH)CH; molekulou mocoviny, vznikli d’alSie inhibitory, ako napriklad ZJ43
(obr. 7, panel C, str. 16) [31,32].

Tretia skupina derivatov bola navrhnutd na =zéklade analogie s 2-PMPA.
Hydroxymatova skupina v molekule tychto derivatov, podobne ako fosfonatova skupina u

2-PMPA, chelatuje Zn®* v aktivnom mieste enzymu (obr. 7, panel D, str. 16) [33].
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Obr. 7: Prehlad inhibitorov GCPII.

Panel A: 2-PMPA {[2-(fosfonomethyl)pentandiova] kyselina}, K; = 0,2 nM;

Panel B: Inhibitor patriaci do prvej skupiny derivatov: 2-MPPA, [2-(3-merkaptopropyl)pentandiova
kyselina], jeden z u¢innych inhibitorov GCPIL, K; = 90 nM. Prevzaté a upravené podl'a [30].

Panel C: Inhibitory patriace do druhej skupiny derivatov: PBDA [4,4-fosfinikova(butan-1,3-dikarboxylova
kyselina)], K; = 7 nM; 2343 {(S)-2-[3-[(S)-1-karboxy-3-methylbuthylJureo]pentandiova kyselina}, K; = 0,8
nM. Prevzaté a upravené podl'a [32].

Panel D: Hydroxymatové derivaty. Uginnost inhibicie zavisi na poéte methylovych skupin medzi
hydroxymatovou skupinou a pentandiovou kyselinou, n= 1 ICsy = 220 nM, n = 3 I1Csy = 940 nM. Prevzaté
a upravené podl'a [33].

2.5 Funkcie GCPII v organizme.

2.5.1 GCPII v nervovom systéeme

GCPIl, ako o-glutamatkarboxypeptidaza, zohrava dolezita ulohu v CNS, kde
vystupuje ako faktor ovplyvilujuci rovnovdhu medzi neurotransmitermi NAAG

a glutamatom [34].

2.5.1.1 Glutamat ako neurotransmiter

Glutamat, hlavny excitaény neurotransmiter v CNS, je zodpovedny za signalizaciu
medzi neurénmi, schopnost’ ucenia sa avyvoj pamiti [35]. Molekuly glutamatu st
lokalizované v sekre¢nych vackoch v presynaptickych neurdonoch, pripravené na svoje
uvolnenie po prislusnom nervovom stimule. Po exocytéze tychto vackov, molekuly
glutamatu difunduji cez synapticki Strbinu aviazu sa na glutamatové receptory
Vv postsynaptickej i presynaptickej membrane neurénov a V membrane gliovych buniek.
Molekuly glutamatu uvolnené do synaptickej Strbiny, st taktiez spitne odCerpavané

transportérmi na neurénoch a astrocytoch do vnatrobunkového priestoru [35].
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Glutamatové receptory st reprezentované dvomi triedami receptorov, a to
Ionotropnymi a metabotropymi.

Ionotropné receptory, vyskytujuce sa iba na postsynaptickych neurénoch, mozno
d’alej delit na AMPA, NMDA akainatové receptory. Vizba glutamatu na AMPA a
kainatové receptory vyvolava transport Na* ionov do bunky a K* iénov z bunky. V pripade
NMDA receptorov dochadza k transportu vapenatych asodnych i6nov do
postsynaptického neurénu [36]. AvSak pre maximalne otvorenie ionového kanalu NMDA
receptoru nestaci len vézba glutamatu, ale sti¢asne st vyzadované d’alSie dva podnety, a
to vizba L-glycinu alebo D-serinu (pdsobia ako Kko-agonistia glutamatu) a Ciasto¢na
depolarizacia membrany. Depolarizdcia membrany je potrebna na uvolnenie katiénu
horéika, ktory pri pokojovom membranovom potencialy blokuje ionovy kanal NMDA
receptora. Aktivacia vSetkych troch kanalov vedie k depolarizacii postsynaptického
neurdnu [37].

Metabotropné receptory (mGluR), asociované¢ s G-proteinmi, reguluju produkciu
druhych poslov. mGluR mozno rozdelit’ do troch skupin. I. skupinu receptorov (mGIluR1
amGIuRS), ktoré stimuluji produkciu inositol-1,4,5-trifosfatu a diacylglycerolu, ¢o
aktivuje proteinkinazu C a nasledné uvolnenie Ca®* do cytozolu. Tato skupina receptorov
sucasne aktivuje idraselné kanaly, v dosledku ¢oho dochddza k uvolneniu draselnych
i6nov z bunky, zvySeniu napdtia a depolarizacii membrany. Jedna sa teda o excitacné
receptory. Naopak Il. alll. skupina mGluR st inhibi¢né receptory (napr. mGIuR2,
mMGIuR3), prevazne presynaptické, ktoré znizuju napédtie na membrane a spdsobuju tak

hyprepolarizaciu, tym, ze svojou aktivaciou inhibuju ¢innost’ adenylatcyklazy [31].

2.5.1.2 Glutamatova excitoxicita

Za normalnych fyziologickych podmienok sa pri prenose nervového vzruchu medzi
neurénmi koncentracia glutamatu uvolneného do synaptickej Strbiny nahle zvysi, ale
v priebehu niekol’kych milisekind opédt klesne na zékladna uroven. V pripade, Ze
abnormalna hladina glutamatu zotrva v synaptickej Strbine po dlhSiu dobu, dochadza
k nadmernej aktivacii ionotropnych receptorov, ¢o podnecuje proces vedtci k odumieraniu
neurénov. Tento proces je Casto oznaCovany ako glutamatova excitoxicita (obr. 8, str. 18)
[35]. Vidzba glutamatu na NMDA receptory vyvold nadmerny prenos vapenatych
a sodnych 16nov do postsynaptickej bunky. Vstup sodnych iénov do bunky vyvold zmenu
membranového potencidlu a sposobi tak jej depolarizaciu. Prebyto¢ny vapnik v cytozole
zasa spoOsobuje apoptozu, na ktorej sa podielaji protedzy, lipdzy, NO synthdza a rdzne

dalsie enzymy [38].
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Mnozstvo Ca®*v postsynaptickom kompartmente sa okrem otvdrania NMDA
receptorov vizbou glutamatu méze zvysit aj aktivaciou 1. skupiny mGluR, ktoré uvoliiuju

vapenaté idny z vnutornych zdrojov cez fosfatidyl-inozitolova kaskadu [36].
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Obr. 8: Glutamatova excitoxicita.

N-acetyl-aspartyl-glutamat (NAAG) uvolneny z presynaptickej bunky je v synaptickej Strbine Stiepeny
GCPII a GCPIII za vzniku glutamatu (Glu). Glutamat sa viaze na NMDA receptory Vv postsynaptickej bunke
a aktivacia tychto receptorov vyvola tok vapenatych ionov do bunky. V pripade zvySenej hladiny glutamatu
dochadza k nadmernej aktivacii NMDA receptorov, ¢o vedie k apoptdze. Inhibicia GCPII a GCPIII
inhibitorom ZJ43 s javi ako neuroprotektivna. NAAG sa okrem NMDA receptorov moze viazat’ i na mGIuR3
receptory na presynaptickych i postsynaptickych neurénoch ¢i na gliovych bunkach. Vizba NAAG na
MGIUR3 na gliovych bunkach sposobuje uvolnenie neuroprotektivneho rastového faktoru. Vizba NAAG na
mMGIuURS3 receptory na presynaptickom neuréne zasa inhibuje uvolfiovanie glutamatu. Prevzaté z [31].

2.5.1.3 NAAG ako neurotransmiter

NAAG je dipeptid najdeny v centralnej 1 periférnej nervovej sustave cicavCoVv
v milimolarnej koncentracii [21]. Pomocou imunohistochémie bol lokalizovany v
neuronoch a gliovych bunkédch, kde dochadza k jeho syntéze z N-acetylaspartatu
a glutamatu, ktora katalyzuje N-acetylaspartat-L-glutamat ligaza [34]. Naopak,
v synaptickej Strbine je NAAG odburavany enzymom GCPII, ktory je exprimovany na
povrchu astrocytov [20,39]. NAAG moze vSak vystupovat’ nielen ako neuropeptid, ale aj
ako glutamatovy prekurzor, pretoze glutamat uvol'neny hydrolyzou NAAG sa viaze na
glutamatové receptory a aktivuje ich [34]. Ako uz bolo spomenuté, prili§ velké
uvolnovanie glutamatu pdsobi na nervové bunky toxicky [35].

NAAG je uvoltiovany do synaptickej Strbiny, kde vystupuje ako Specificky a
selektivny agonista mGluR3 receptorov [40]. Pri d’alSom sktimani NAAG sa zistilo, Ze
vystupuje aj ako Ciastocny agonista (nizka koncentrdcia NAAG) a antagonista (vysoka

koncentracia NAAG) NMDA receptorov [41].
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Pri vyskume akutnych ¢i chronickych neurodegenerativnych ochoreni sa mGluR2 a
MGIUR3 receptory stali potencialnym cielom vyskumu, pretoze ich aktivacia poskytuje
bunkam nervového systému ochranu voéi excitoxickej smrti (kap. 2.5.1.2) [42]. Hlavhym
mechanizmom neuroprotekcie je inhibicia NAAG hydrolytickej aktivity GCPII, pricom
dochadza k zvyseniu koncentracie NAAG v nervovom tkanive a naslednej aktivacii mGlu3
presynaptickych receptorov a blokacii NMDA receptorov [27]. Nadmerné mnozstvo
NAAG nielenZze vyvola inhibiciu uvolnenia neurotransmiteru (glutamat, GABA), ale
dokonca sposobuje 1iuvolnenie neuroprotektivneho rastového a trofického faktoru

aktivaciou mGluR3 receptorov na gliovych bunkach (obr. 8, str.18) [31].

2.5.2 GCP Il v prostate

Okrem neurodegenerativnych ochoreni st v popredi zaujmu vyskumnych timov aj
farmaceutickych firiem i onkologické ochorenia. V pripade rakoviny prostaty predstavuje
viac ako 95 % vsetkych nadorov adenokarcinémy, produkujuce GCPII vo zvysenej miere
[43,44].

Vyskyt GCPII v bunkéach prostaty je mapovany prostrednictvom protilatky 7E11-C5.3.
Tato protilatka rozpoznava intracelularny epitop GCPII (aminokyseliny 1-6) [45], ktory je
vSak nedostupny az do chvile, kym nepride k rozruseniu bunkovej steny. To znamena, ze
7E11-C5.3 nerozpoznava zivé bunky, ale iba bunky mrtve [46]. | napriek tejto skuto¢nosti,
ktora by sa mohla na prvy pohl'ad javit' ako prekazka, sa tato protilatka stala zakladom
novej zobrazovacej techniky ProstaScint Scan [44]. Jedna sa o protilatku 7E11-C5.3
znacenu indiom (In)I11 s polcasom zivota 2,8 dni, ktord je mozné detegovat gama
fotoaparatom. Tento imunokonjugat, **In-CYT-356, je znamy pod komerénym nazvom
ProstaScint®. Uginnost’ tejto protilatky pri zobrazovani nadorov spoéiva v tom, Ze
podstatnd cast’ naddorovych buniek po svojom odumreti podlieha lyze, a tym dochadza
Kk spristupneniu intracelularneho epitopu [46].

Lopes et. al vo svojich sudiach odhalili, ze CYT-356 len vel'mi slabo interaguje so
zdravymi bunkami prostaty, zatial’ ¢o s ostatnymi zdravymi bunkami v tele neinteraguje
takmer vobec [47]. Imunohistologicka analyza nadorovych tkaniv zasa prezradila vysoku
selektivitu imunokonjugatu vo¢i adenokarcindmu prostaty, hoci Ziadna reaktivita nebola
zaznamenana pre nadorové bunky inych tkaniv. Tato selektivita bola vyuzita pre primarnu
aplikaciu imunokonjugatu pri diagnéze vyskytu adenokarcinomu prostaty [44, 47]. V¢asna
detekcia umoziiuje odhalit’ karcindom, ktory sa vo forme metastdz eSte neroz$iril do
okolitych tkaniv a je mozné ho tispesne liecit’ [44].
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Laboratérium prof. Bandera =z New Yorku pripravilo druhtit generaciu
monoklonalnych protilatok J591, J553, J415 a E99, ktoré uz rozpoznavaji extracelularny
epitop GCPII, ¢o umoziuje tymto protilatkam vézbu na zivé bunky [48,49]. Modifikacia
protilatky J591 bola vyuzitd ako d’alSia stratégia pri detekcii nadorov. Deimunizovana J591
je dostato¢ne citliva a Specifickd na to, aby okrem metastaz v mékkych tkanivach
rozpoznala i metastazy v kostiach [49]. Jej vyhodou je, Ze po jej vstupe do organizmu
nevznika imunitna odpoved’, pretoZze mySacie aminokyselinové sekvencie Fc fragmentu
boli nahradené Pudskymi. Stadie d’alej ukazujt, e J591 moZzno pouZit' ipre cielenu
terapiu, kedy J591 dopravi do nadorovych buniek cytotoxicky izotop, a to bez vedl'ajsich
ucinkov na zdravé bunky [49]. Aby tato protilatka bola schopna chelatovat’ radionuklidy,
bola k nej kovalentne naviazana kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N’ N>’ N”*’-
tetraoctova (DOTA). Takto modifikovana protilatka sa nachadza v prvej faze klinickych
testov [50].

Vo vyvoji protiladtok rozpoznavajice extracelularnu cast’ proteinu GCPII pokracoval
i Murphy et al., ktori pripravili tieto protilatky 3F5.4G6, 3E11, 3C2, 4E10-1.14, 3C9 a 1G3
[51].

Predpoklada sa, ze protilatky viazuce sa na extracelularny epitop GCPII dramaticky
zosilnia citlivost’ zobrazovania nadorov v prostate, pretoze rozpoznaju vacsi pocCet buniek.
Na druhu stranu, by vSak mala zostat’ zachovana ich Specifita voc¢i karcindmu prostaty, tzn.

Ze by sa nemali viazat’ na bunky inych tkaniv, obsahujuce GCPII.

2.6 Homolégy Pudskej glutamatkarboxypeptidazy I1 (hGCPII)

Na tvod tejto Casti je nutné presne definovat’ niektoré pojmy tykajiice sa homologie
proteinov. Podl’a Fitcha je

Homolégia -pribuznost dvoch znakov, ktoré pochadzaji zo spolo¢ného
predchadzajiiceho znaku.

Paralogia -pribuznost dvoch homoldégnych znakov pochadzajicich z duplikacie
geénu.

Ortolégia -pribuznost’ dvoch znakov, ktora vznikla oddelenim dvoch biologickych

druhov zo spolo¢ného predka [52].

2.6.1 Paralogy Pudskej GCPII

S ohl'adom na vyskyt ochoreni, vktorych sa uplatiuje GCPIL, je zrejmé, Ze
adekvatna diagnostika aliecba je zasadnym zdravotnickym problémom. Zikladnym

krokom k d’alsiemu vyvoji v tejto oblasti je dokonale porozumiet’ ochoreniu, spravne ho
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stanovit’ a lokalizovat. Doposial pouzivané metddy Casto zlyhavaju alebo st natol'ko
nepresné, ze ich mozno pouzit’ len na orienta¢né stanovenie. Po dlhii dobu sa nepoznala
priCina ich nizkej UCinnosti, ale s hladanim novych markerov pre jednotlivé ochorenia,
prislo k objasneniu tejto pric¢iny. Pri hladani konkrétnych ,,indikatorov® ochoreni boli
odhalené 1 dalSie proteiny, Casto paralogy prislusného ,indikatoru®. Ukézalo sa, ze
skiimanie paralégov zvoleného markeru na biochemickej Grovni mé svoje opodstatnenie,
pretoze tieto paralogy moézu disponovat rovnakymi vlastnostami ako su vlastnosti
markeru, ¢o ru$i jeho funkciu v diagnostike a vedie k falosnym pozitivnym vysledkom.
Konkrétnym prikladom je pokles Specifity protilatky pouzivanej na rozliSenie a lokalizaciu
markera v tkanive. S tymto problémom sa stretivame aj u GCPII pri hodnoteni jej vyskytu
v nddorovych bunkach pomocou protilatok. Nizka Specifita protilatky vnasa chybu do
merani, ktora sa v koneénom dosledku prejavi chybnou diagnozou a napokon i nespravnou

lie¢bou pacienta.

2.6.1.1 DLudska glutamatkarboxypeptidaza I1I1 (hGCPIII)

Gén, NAALAD?2, kédujuci hGCPIII, je lokalizovany na 11 chromozdéme rovnako
ako gén pre hGCPII, presnejsie v oblasti 11914.3-g21 [53]. hGCPIII je 740 aminokyselin
dlhy transmembranovy glykoprotein. Predikovand molekulovd hmotnost’ proteinu bez
postranslaénych modifikacii je 83 kDa [53]. Tento protein patri do rodiny metalopeptidaz
rovnako ako hGCPII, transferinovy receptor ¢i acetyltransferaza. Obsahuje sedem
potencialnych N-glykozilaénych miest a ma 67 % identitu a 81 % podobnost’ s hGCPII
(obr.12, str. 26) [54].

Expresia hGCPIII na proteinovej trovni nebola doposial objasnend z dovodu
nedostatku Specifickych protilatok vo¢i tomuto proteinu. Beznym javom, ktory rusi
stanovenie hGCPIII v jednotlivych tkanivach je kros-reaktivita protilatok s hGCPIIL. Touto
sa vyznacuje i protilatka GCP-04, ktord rozpoznava extracelularny epitop hGCPII tvoreny
aminokyselinami 100-104, ale iepitop hGCPIII, iked asi s desatkrat nizSou afinitou.
Pric¢innou tejto Kkros-reaktivity je vysoka podobnost aminokyselinovych usekov
rozpoznavanych touto protilaitkou. Zobr.9 na str.22 je zrejmé, ze v epitope
rozpoznavanom GCP-04 je v hGCPIII v porovnani hGCPII iba jedna aminokyselinova

substitucia Glu102—Lys92, ktora pravdepodobne sposobuje pokles afinity protilatky GCP-

04 vo&i hGCPIII [39,54].
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I'udska GCPII QI QSOWKEFGLDSWVE
Pudskd GCPIII KIQTQWKKFGLDSAK

Obr. 9: Porovnanie epitopov u Pudskej GCPII a GCPIII, rozpoznavanych monoklonalnou protilitkou
GCP-04. V epitope hGCPII je viditelna jedno aminokyselinova zamena kyseliny glutdmovej za lyzin, ktora
ovplyviiuje afinitu protilatky GCP-04 vo¢i hGCPIIIL. Nepublikované data (Frantisek Sedlak)

2.6.1.1.1 Struktiira hGCPIII v porovnani s hGCPII

Co sa tyka $truktarnych vlastnosti, v roku 2009 Hlouchova et al. rozriesili $truktiru
extracelularneho regionu hGCPIII(36-740). Tento region je tvoreny proteazovou
(aminokyseliny 46-106 a 342-580), apikalnou (aminokyseliny 107-341) a helikalnou
doménou (aminokyseliny 581-740). Mapa elektronovych hustdt prezradila pritomnost’
dvoch zino¢natych kovov aktivnom mieste hGCPIII [56]. Rovnako ako v pripade hGCPII
je Zn1 i6n je koordinovany aminokyselinovymi zvySkami Asp377, His543, Glu415 a ko-
katalyticky Zn2 16n je koordinovany Asp377, His367, Asp443. Koordinaéni sféru
zinoénatych idnov dopia aj hydroxidovy anion (alebo molekula vody), ktory je
umiestneny asymetricky vo¢i obom i6nom. NavySe, druhd molekula vody, pritomna
Vv Struktire, prispieva k stabilizacii Zn2. Podobné usporiadanie tychto idnov ndjdeme aj
v Strukture hGCPII, avSak stym rozdielom, ze vzajomna vzdialenost’ i6nov zinku

v hGCPII (3,3 A) je kratiia ako v hGCPIII (3,7 A) (obr. 10) [12,56].

GCPil / E414 JE424

=/ E415 o/ E425

H367 > H377
$509 N519 | /

H543 H553
D377 D387

Obr. 10: Koordina¢na sféra zino¢natych ionov v hGCPIIl a hGCPII.

Aminokyseliny podiel’ajuce sa na stabilizacii atdbmov zinku v Struktare hGCPII a hGCPIII st tplne totozné.
ZinocCnaté atomy su zobrazené ako pomarancové gul'ocky, atdmy uhlika st zobrazené Sedou farbou, atomy
kyslika Cervenou aatomy dusika modrou. Jednotlivé aminokyseliny st v tyCinkovom prevedeni a
medziatomové vzdialenosti su zakreslené prerusovanou &iarou. Cisla udavaju vzdialenosti v angstrémoch.
Prevzaté z [56].

S1 a S1° vidzbové miesto enzymu hGCPII je formované rovnakymi
aminokyselinami ako vdzbové miesto hGCPII az na zamenu Asp519 za Ser509 (obr. 11,

str. 23). Tato zdmena Ciasto¢ne ovplyviuje i vysledny ndboj vdzbovej dutiny. Spodna Cast’
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vizbovej kapsy sa vyznacuje pritomnostou pohyblivého ,,glutamatového senzoru®, ktory
zahfna I1e681 az Ser694 [56].
Na zaklade ziskanych poznatkov o priestorovej Struktire hGCPII a hGCPIII mozno

povedat’, ze su si tieto proteiny na Strukturnej urovni vel'mi podobné.

R210 Y700

R200

N257

D453

Obr. 11: Superpozicia aminokyselin tvoriacich vizbovu dutinu hGCPII a hGCPIII.

RuZovou farbou je znazornena vizbova dutina hGCPIII, (pdb kod 3FEC GCPIII). Sedou farbou je
znazornena vizbova dutina inaktivného mutantu hGCPII Glu424Ala (pdb 3BXM GCPII, klusak). Z pozicie
aminokyselin je zrejmé, Ze vdzbova dutina obidvoch proteinov je takmer totoznd, az na zamenu Ser509
(Struktara hGCPIII) za Asp519 (Struktiira hGCPII). Substrat NAAG je v ,ty¢inkovo-gul'o¢kovom® prevedeni,
jednotlivé aminokyselinové zvysky st zobrazené ako ,,tyCinky“, atomy zinku prislichajuce hGCPIII su
zobrazené ako ruzové gul'6¢ky a zinky prisluchajuce hGCPII s zobrazené ako Sedé gul'dcky. Atomy dusiku
st zobrazené silno modrou farbou, atdmy uhliku slabo modrou a atomy kysliku farbou ¢ervenou. Prevzaté
a upravené z [16,56].

2.6.1.1.2 Enzymova aktivita hGCPIII

Uz wvroku 1987 Robinson et al. zistili, Zze GCPII vlastni o-glutamat
karboxypeptidazova aktivitu [20]. S cielom potvrdit’, ¢i vyvratit' tato aktivitu aj pre iné
enzymy ako len pre GCPII, rozhodli sa dva odlisné timy skonStruovat’ model GCPII
knocked-out (KO) mysi [57,58]. Tsai et al. publikovali, ze delécia GCPII génu je u mysi
smrtel'na uz v embryonalnom §tadiu, zatial’ o Bacich et al. ukézali, ze GCPII KO mys sa
vyvijala normdlne az do dospelosti a prejavovala zdkladné znamky neurologickych
odpovedi aspravania sa. Tento vysledok bol dostatocne zaujimavy na to, aby sa
pokracovalo v d’alSom testovani KO mysi, ktoré odhalilo pritomnost’ nového enzymu
GCPIIL kompenzujuceho chybajucu aktivitu GCPII [57].

Z prirodzene sa vyskytujucich substratov v tele: N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
a folyl-poly-y-glutamat, hGCPIII odstepuje C-terminalny L-glutamat, ale S mensou
efektivitou ako hGCPII [54]. K rozdielnosti v enzymovej aktivite méze taktiez prispievat’

23



zmenS$enie substratovej dutiny a zmena jej povrchového naboja v dosledku zdmeny dvoch
aminokyselinovych zvySkov tvoriacich tuto dutinu a pripadne taktiez aminokyselinova
zamena Asn519 u GCPII za Ser509 u GCPIII [54].

Pre rozSirenie informacii o substratovej Specifite hGCPIII, boli navrhnuté panely
dipeptidov 0 v§eobecnom vzorci Ac-X-Glu-OH a Ac-Asp-X-OH. hGCPII silno preferovala
Ac-Asp-Glu-OH a Ac-Glu-Glu-OH, naproti tomu hGCPIIl sa pri hydrolyze substratu
javila menej 0¢inna. Zvlastne taktieZz je, ze hGCPIII na rozdiel od hGCPII nestiepi
Ac-Asp-Ala-OH ani Ac-Asp-Met-OH [54].

2.6.1.2 Prostate-Specific Membrane Antigen-like (PSMA-like)
Gén pre PSMA-like je lokalizovany na chromozome 11q14.3 [1,63]. Najdlhsi

otvoreny Citaci ramec mRNA PSMA-like zacina v oblasti 6smeho intrénu génu GCPII
ajeho translaciou vznika protein o 422 aminokyselinach a relativnej molekulovej
hmotnosti 46 kDa, ktory zdiela 97 % identity a 98 % podobnosti s proteinom hGCPII
(obr. 12, str.26) [59].

Skumanie PSMA-like na nukleotidovej turovni odhalilo deléciu v oblasti
odpovedajucej promédteru , exénu 1 a 371 nukleotidom intrénu 1, génu FOLHI. Téato
oblast FOLHI obsahuje Start kodon a celt intraceluldrnu a transmembranovi doménu,
apreto strata tejto oblasti v géne PSMA-like naznaCuje, ze PSMA-like protein je
lokalizovany v cytozole. Ba ¢o viac, odstranenie dlhSiecho aminokyselinového tseku z
N-konca GCPII by malo viest’ k strate enzymovej aktivity PSMA-like proteinu. Funkcia

tohto génu nie je doposial’ znama a MRNA bola najdena v oblickach a peceni [59].

2.6.1.3 N-acetylated a-linked acidic dipeptidase-like (NAALADaza L)

Gén, koédujuci T'udski NAALADazu L, sa nazyva NAALADLI. Je dlhy priblizne
14 kbp a lokalizovany na chromozome 11912 [53].

Protein NAALAD4za L, o relativnej molekulove; hmotnosti 100 kDa, je tvoreny
740 aminokyselinami, vlastni sedem moznych glykozilatnych miest a patri medzi
transmembranové proteiny typu II. Proteinova sekvencia je 35 % identickd a54 %
podobna s hGCPII (obr. 12, str. 26) [53,60].

Na zaklade porovnania aminokyselinovych sekvencii je védzbova dutina
NAALADazy L tvorend z vacSej Casti odlisSnymi aminokyselinami ako védzbova dutina
hGCPII, ale na druhej strane katalyticky glutamat 424 a aminokyseliny koordinujlce zinky
zostali pre oba enzymy identické (obr.12, str.26).
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COS bunky transfekované DNA  koédujucou NAALADazu L ataktiez
imunoprecipitovand NAALADaza z mysaciecho ilea nevykazovali  Zziadnu
a-glutamatkarboxypeptidazovi  aktivitu. Okrem mySacieho ilea bola preukazana

pritomnost’ MRNA i v 'udskom tenkom ¢reve, slezine a semennikoch [53].
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hGCPIII (1) ~—=========~ MAESRGRLYLWMCLAAALASFLMGFMVGWFIKPLKETTTSVRYHQSIRWKLVS
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hGCPIIl (244) QRGNVLNLNGAGDPLTPGYPAKEYTFRLDVEEGVGIPRIPVHPIGYNDAEILLRYLGGIAPPDKS
hNaalL (245) ERG--SYYEYFGDPLTPYLPAVPSSFRVDLANVSGFPPIPTQPIGFQDARDLLCNLNGTLAP-AT
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hPSMAL {11) WRGSLKVSYNVGPGFTGN---FSTQKVKMHIHSTNEVTRIYNVIGTLRGAVEPDRYVILGGHRDS

hGCPII (319) WRGSLKVPYNVGPGFTIGN---FSTQKVEKMHIHSTNEVTIRIYNVIGTLRGAVEFPDRYVILGGHRDS

hGCPIII (309) WKGALNVSYSIGPGFTGS---DSFRKVRMHVYNINKITRIYNVVGTIRGSVEPDRYVILGGHRDS

hNaalL (307) WQGALGCHYRLGPGFRPDGDFPADSQVNMSVYNRLELRNSSNVLGIIRGAVEPDRYVLYGNHRDS
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hPSMAL (73) WVFGGIDPQSGAAVVHETVRSFGTLKKEG-WRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEDNSRLLQE

hGCPII (381) WWFGGIDPQOSGAAVMHEIVRSFGTLKKEG-WRFRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEENSRLLQE
hGCPIIl (371) WWEFGAIDPTSGVAVLQEIARSFGKLMSKG-WRPRRTIIFASWDAEEFGLLGSTEWAEENVKILQE
hNaalL (372) WVHGAVDPSSGTAVLLELSRVLGTLLKKGTWRPRRSIVFASWGAEEFGLIGSTEFTEEFFNKLQE
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hPSMAL (137) RGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVYNLTKELKSPDEGFEGKSLYESWIKKS--PSPEFS
hGCPII (445) RGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVHNLTKELKSPDEGFEGKSLYESWIKKS--PSPEFS
hGCPIII (435) RSEAYINSDSSIEGNYTLRVDCTPLEYQLVYKLTKEIPSPDDGFESKSLYESWLEKD--PSPENK
hNaalL (437) RTVAYINVDISVFANATLRVQGIPPVQSVVESATKEIRSPGPGD-~-LSIYDNWIRYFNRSSPVYG

. oe . . . 00 00 .
hPSMAL (200) GMPRISKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARY TKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKY
hGCPI| (508) GMPRISKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARY TKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKY
hGCPIII (498) NLPRINKLGSGSDFEAYFQORLGIASGRARY TKNKKTDKYSSYPVYHTIYETFELVEKFYDPTFKK
hNaalL (500) LVPSLGSLGAGSDYAPFVHFLGISSMDIAYTYDRSKTSARIYPTYHTAFDTEDYVDKEFLDPGESS

hPSMAL (265) HLTVAQVRGGMVFELANSIVLPFDCRDYAVVLRKYADKIYNISMKHPQEMKTYSLSFDSLFSAVK
hGCPIl (573) HLTVAQVRGGMVFELANSIVLPFDCRDYAVVLRKYADKIYSISMKHPQEMKTY¥SVSFDSLFSAVK
hGCPIII (563) QLSVAQLRGALVYELVDSKIIPFNIQDYAEALKNYAASIYNLSKKHDQQLTDHGVSFDSLEFSAVK
hNaalL (565) HQAVARTAGSVILRLSDSFFLPLKVSDYSETLRSFLQAAQ---QDLGALLEQHSISLGPLVIAVE

. . i . . o0
hPSMAL (330) NETEIASKFSERLQDFDKSN--PILLRMMNDQLMFLERAFIDPLGLPDRPFYRHVIYAPSSHNKY
hGCPIl (638) NFTEIASKFSERLQDFDKSN--PIVMLRMMNDQLMFLERAFIDPLGLPDRPFYRHVIYAPSSHNKY
hGCPIII (628) NESEAASDFHKRLIQVDLNN--PIAVRMMNDQLMLLERAFIDPLGLPGKLFYRHIIFAPSSHNKY
hNaalL (627) KFEAEARALGQORISTLOKGSPDPLOQVRMLNDQLMLLERTFLNPRAFPEERYYSHVLWAPRTG— -~

hPSMAL (393) AGESFPCIYDALFDIESKVDPSKAWGDVKRQISVAAFTVQAAARETLSEVA--
hGCPII (701) AGESFPGIYDALFDIESKVDPSKAWGEVKRQIYVAAFTVQAAAETLSEVA--
hGCPIIl (691) AGESFPGIYDAIFDIENKANSRLAWKEVKKHISIAAFTIQAAAGTLKEVL -
hNaallL (689) SVVITFPGLSNACSRARDTASGSEAWAEVORQLSIVVTALEGAAATLRPVADL

Obr. 12 : Porovnanie primarnej sekvencie Pudskej GCPII, GCPIII, NAALADazy L a PSMA-like.

Zltou farbou st zobrazené identické sekvencie, zelenou a modrou st zobrazené podobné sekvencie, bielou st
zobrazené odlisné sekvencie. Cervenym kruhom st oznacené aminokyseliny koordinujuce zinky, ruzovou je
znazorneny katalyticky glutamat a silno modrou farbou s zobrazené aminokyseliny tvoriace S1 vdzbova

dutinu a zelenou S1° védzbovi dutinu. Kazdy riadok porovnania obsahuje 65 aminokyselin. PPSMAL-T'udska
PSMA-like, hGCPII-Tudska GCPII, hGCPIII-Tudska GCPIII, hNaalL-I'udska NAALADAaza L.
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2.6.2 Orthology Pudskej GCPII

Hoci sa sdiagnostikou alieCbou neurodegenerativnych ochoreni a rakovinou
prostaty stretdvame takmer kazdodenne, je potrebné pravidelne aktualizovat’ diagnostické
a terapeutické postupy V svetle novych lieciv a lieCebnych poznatkov. Avsak, eSte predtym
ako tieto liec¢iva budu sluzit’ pacientom, musia sa podrobit’ klinickému testovaniu, ktorého
jednym z krokov je i testovanie na zvieratach. Preto vyber spravneho zvieraciecho modelu,
resp. zvieracieho ortholégu GCPII, je nesmierne dolezity. Pri vybere modelového
organizmu je potrebné overit’ ako sa ortholég daného proteinu 1isi od GCPII najma
Vv enzymovej aktivite, expresii v tkanivach, moznostiach inhibicie a pripadne vizbou

proteinovych partnerov.

2.6.2.1 Potkania GCPII

U potkana je gén Folhl lokalizovany na chromozéme 1q32 a kdéduje 752
aminokyselin dlhy protein, ktorého extracelularny region obsahuje 9 N-glykozilaénych
miest. Aminokyselinova sekvencia tohto proteinu zdiel'a 85 % identitu a 89 % podobnost’
s hGCPII (obr. 13, str. 29). Relativna molekulova hmotnost’ denaturovaného proteinu je 94
kDa [61,62]. Potkania GCPII je transmembranovym proteinom typu II, ktorého
hydrofébny retazec zacleneny do membriany je o jednu aminokyselinu dlh§i ako
transmembranova oblast hGCPIL. Extracelularna oblast’ tohto proteinu obsahuje
katalyticky glutamat a st v nej zachované vsetky dolezité aminokyseliny (obr. 13,str. 29).

Prvy krat bol tento protein spomenuty Robinsonom et al. v stvislosti so Stiepenim
neurotransmiteru NAAG v mozgu potkana [20]. Uginnostou $tiepenia je potkania GCPII
podobna l'udskej GCPII (tab.1, str. 28) [55]. Vyrazna odlisnost’ expresie GCPII v l'udske;j,
potkanej a prasacej prostate obmedzuje ich pouzitie ako modelového organizmu pre liecbu

rakoviny prostaty [55].

2.6.2.2 Prasacia GCPII

Folhl je gén prasacej GCPII kodujici 751 aminokyselin dlhy glykoprotein,
0 molekulovej hmotnosti 120 kDa, patriaci medzi transmembranové proteiny typu II [23].
Prasacia GCPII si zachovava 92 % podobnost’ a 91 % identitu s 'udskou GCPII (obr. 13,
str. 29). Zatial' ¢o T'udska a potkania GCPII vlastnia 10 a9 N-glykozilatnych miest,
prasacia GCPII ich ma 12 [55].

KedZe prasacia GCPII bola izolovand zo strednej Casti tenkého creva-lacnika, je

zrejmé, ze disponuje y-glutamat karboxypeptidazovou aktivitou. Okrem tejto aktivity bola
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potvrdena aj o-glutamat karboxypeptidazova aktivita [23]. U¢innost'ou $tiepenia je prasa¢ia
GCPII podobna l'udskej GCPII (tab.1) [55].

2.6.2.3 MySacia GCPII

Folhl je gén koédujuci GCPII predovSetkym v mysacich oblickach a mozgu. Tento
gén je lokalizovany na chromozome 7D1-2 a jeho prepisom vznika 752 aminokyselin dlhy
protein. Relativna molekulova hmotnost mGCPII sa pohybuje okolo 94 kDa. Sekvencia
tohto proteinu zahina 10 potencialnych N-glykozilaénych miest a zdiela 86% identity
a 91% podobnosti s hGCPII (obr.13, str.29) [63].

Tak ako vsetky predchadzajuce homology, tak imySaci GCPIIl, patri medzi
membranové proteiny typu II. Jej N-termindlna intracelularna oblast pozostava z 19
aminokyselin, transmembranova oblast’ je tvorend 25 aminokyselinami a posledna
extracelularna oblast’ obsahuje 708 aminokyselin [55].

MySaci glutamat karboxypeptiddza vykazuje dve enzymové aktivity, ato
a-glutamatkarboxypeptidaizovi a  y-glutamatkarboxypeptidazovi  aktivitu  (tab. 1).
a-glutamatkarboxypeptidazova aktivita vSak nebola zaznamenana v prostate mysi. Pri¢inou
je rozdielna expresia GCPII v mysacich a 'udskych tkanivach. Zatial’ co prostata u ¢loveka
je organ s najvysSou expresiou GCPII, u mysi nebola v tomto organe zaznamenana Ziadna

expresia, a preto nemohla byt pozorovana ani ziadna enzymova aktivita [63].

Tab. 1: Prehl’ad kinetickych parametrov hydrolyzy NAAG pre ortology l'udskej GCPII

rekombinantny protein Ky (M) Keat (S'l) Kea Km (xlO5 st M'l)
Pudska GCPII 1,200 £ 500 1,1£0,2 9,3+49
mysacia GCPII 1300 + 190 0,30+0,01 22+0,3
potkania GCPII 180 + 50 0,2+0,1 10,0 £3,8
prasacia GCPII 370 = 80 0,5+0,1 13,3+2,9

V tabul’ke su zobrazené hodnoty Michalisovej konstanty, katalytickej konstanty a hodnoty pomeru
katalytickej a Michalisovej konStanty pre jednotlivé othology GCPII. Prevzaté a upravené podla [55,65].

Okrem mysacej GCPII bola klonovana i mysacia GCPIII, ktora je lokalizovana na
chromozome 9 aobsahuje 740 aminokyselin [64]. Tento protein, o predikovanej
molekulovej hmotnosti 82 kDa, je transmembranovym proteinom typu II. Jeho
extracelularna doména obsahuje 7 potencialnych glykozilacnych miest a celkovy protein
vykazuje 85 % identitu shGCPIIl a70 % identitu s mGCPIl. Podobne ako mGCPII
a hGCPIII, tak i mGCPIII vykazovala a-glutamatkarboxypeptidazovu aktivitu [54,64].
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hGCPIl (1) MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAG-GFFLLGFLFGWFIKSSNEATNITPKHNMK-AFLD
pGCPII (1) MWNPLHETDSTSWAWRRPRWLCAGALVLAA-GLFVLGFLFGWFIKSPNEAANISPOQHNVKKAFLD
rGCPII (1) MWNAQCODSDSAEALGRRORWECAGTLVLAFTGTFIIGFLFGWFIKPSNDSTSSVSYPGMKKAFLQ
mGCPII (1) MWNALQDRDSAEVLGHRQRWLRVGTILVLALTGTFLIGFLFGWFIKPSNEATGNVSHSGMKKEFLH

hGCPIl (64) ELKAENIKKFLYNFTQIPHLAGTEQNFQLAKQIQSOWKEFGLDSVELAHYDVLLSYPNKTHENYT
pGCPIl (65) ELKAENIKTFLYNFTRIPHLAGTEQNFQLAKQIQSQWKEFGLDSVELAHYDVLLSYPNKTRPNYT
rGCPIl (66) ELKAENIKKFLYNFTREPHLAGTQHNFELAKQIHAQWKEFGLDLVELSDYDVLLSYPNKTHPNY I
mGCPIl (66) ELKAENIKKFLYNFTRTPHLAGTQNNFELAKQIHDQWKEFGLDLVELSHYDVLLSYPNKTHPNYI

hGCPIl (129) SIINEDGNEIFNTSLFEPPPPGYENMSDIVPPESAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLERDMK
PGCPII (130) SIIDEDGNEIFNTSLFEFPPPGYENMSDVVPPESAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLERDMEK
rGCPIl (131) SIINEDGNEIFKTSLAELSPPGYENISDVVPP¥SAFSPQGIPEGDLVYVNYARTEDFFKLERVMK
mGCPII (131) SIINEDGNEISKTSLSEQPPPGYENISDVVPPYSAFSPQGIPEGDLVYVNYARTEDFFKLEREMK

L .o L L L L
hGCPIl (194) INCSGKIVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGAKGVNILYSDPADYFAPGVKSYPDGWNLPGGGVQRGNT
pGCPII (195) INCSGKIMIARYGKEFRGNKVKNAQLAGAKGIILYSDPADYFAPGVQSYPDGWNLPGGGVQRGNT
rGCPII (196) INCSGKIVIARYGQVFRGNKVKNAQLAGAKGIILYSDPADYFMPGVKSYPDGWNLPGGGVQRGNM

mMGCPIl (196) ISCSGKIVIARYGKVFRGNMVKNAQLAGAKGMILYSDPADYFMPAVKSYPDGWNLPGGGVQRGNM

hGCPIl (259) LNLNGAGDPLTPGYPANEYAYRRGIAEAVGLPSIPVHPIGYYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSL
pGCPIl (260) LNLNGAGDPLTPGYPANEYAYRLQIAEAVGLPRIPVHPIGYSDAQKLLEKMGGSAPPDDSWKGSL
rGCPIl (261) LNLNGAGDPLTPGYPANEYAYRHEFTEAVGLPSIPVHPIGYDDAQKLLEHMGGSAPPDSSWKGGL
mGCPIl (261) LNLNGAGDPLTPGYPANEHAYRHELTNAVGLPSIPVHPIGYDDAQKLLEHMGGPAPPDSSWKGGL

. , , . 0
hGCPIl (324) KVPYNVGPGFIGNFSTOKVEKMHIHSTNEVIRIYNVIGTLRGAVEPDRYVILGGHRDSWVFGGIDP
pGCPIl (325) HVPYNVGPGFIGNFSTOQKVKMHIHSDNKVKRIYNVIGTLRGAVEPDRYVILGGHRDEWVFGGIDP
rGCPI (326) KVPYNVGPGFAGNFSKQKVKLHIHSYNKVTRIYNVIGTLKGAVEPDRYVILGGHRDAWVFGGIDP
mGCPII (326) KVPYNVGPGFAGNFSTOKVEKMHIHSYTKVTIRIYNVIGTLKGALEPDRYVILGGHRDAWVEGGIDP

1 1 1 LL I 1 1 L]
hGCPIl (389) OSGAAVVHEIVRSFGTLKKEGWRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEENSRLLQERGVAYINAD
pGCPII (390) OSGAAVVHEIVRSFGKLKKEGWRPRRTMLFASWDAEEYGLFGSTEWAEENSRELOERGVAYINAD
rGCPII (391) OSGAAVVHEIVRIFGTLKKKGWRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEEHSRLLQERGVAYINAD
mGCPII (391) QSGAAVVHEIVRSFGTLKKKGRRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEEHSRLLQERGVAYINAD

[ ] * * L L L | *
hGCPII (454) SSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVHNLTKELKSPDEGFEGKSLYESWIKKSPSPEFSGMPRISKLGSG
pGCPIl (455) SSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVYNLTKELQSPDEGFEGKSLEESWNEKSPSPEFSGEPRISKLGSG
rGCPIl (456) SSIEGNYTLRVDCTPLMHSLVYNLTKELPSPDEGFEGKSLYDSWKEKSPSTEFIGMPRISKLGSG
mMGCPII (456) SSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVYNLTKELQSPDEGFEGKSLYDSWKEKSPSPEFIGMPRISKLGSG

° . e ee ‘
hGCPII (519) NDFEVFFQRLGIASGRARYTKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKYHLTVAQVRGEGM
pGCPIl (520) NDFEVFFQRLGIASGRARYTKDWVTNKFSSYPLYHSVYETYELVEKFYDPTFKYHLAVAQVRGGE
rGCPIl (521) NDFEVFFQRLGTIASGRARY TKNWKNNKYSSYPLYHSVYETYELVEKFYDPTFKYHLTVAQVRGAM
mGCPII (521) NDFEVFFQRLGIASGRARYTENWKTNK¥SSYPLYHSVYETYELVVKFYDPTFKYHLTVAQVRGAM

hGCPIl (584) VEELANSIVLPFDCRDYAVMLRKYADKIYSISMKHPQEMKTYSWSFDSLFSAVKNFTEIASKESE
PGCPII (585) VEFELANSMVRPFDCRDYAVMLRNYADKEYNISMNHPQEMKAYSMSFDSLEFSAVENFTETASNESE
rGCPIl (586) VEELANSIVLPFDCQSYAVALKKHAETIYNISMNHPQEMKAYMISFDSLFSAVNNFTDVASKENQ
mGCPIl (586) VEELANSIVLPEFDCQSYAVALKKYADTIYNISMKHPQEMKAYMISFDSLFSAVNNFTDVASKENQ

. ‘ oo
hGCPIl (649) RLODFDKSNP IMLRMMNDQLMELERAFIDPLGLPDRPFYRHMIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALF
pGCPII (650) RMQDLDKNNPILLRIMNDQLMELERAFIVPLGLPDRAFYRHMIYAPSSHNKYMGESFPGIYDALF
rGCPIl (651) RLOQDLDKSNPILLRILNDQLMY¥LERAFIDPLGLPGRPFYRHIIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALF
mGCPII (651) RLQELDKSNPILLRIMNDQLMYLERAFIDPLGLPGRPFYRHIIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALF

hGCPIl (714) DIESKVDPSKAWGEVKRQIYVAAFTVQAAAETLSEVA
PGCPIl (715) DIENKVDPSKAWGEVKRQISIAAFTVQAAAGTLREVA
rGCPII (716) DINNKVDTSKAWREVKRQISIAAFTVQAAAETLREVD
mGCPIl (716) DISSKVNASKAWNEVKROQISIATFTVOQAAAETLREVA

Obr. 13: Porovnanie aminokyselinovej sekvencie 'udskej, mysacej, potkanej a prasacej GCPII.

Zltou farbou st zobrazené identické sekvencie, zelenou a modrou st zobrazené podobné sekvencie, bielou st
zobrazené odlisné sekvencie. Cervenym kruhom st ozna¢ené aminokyseliny koordinujice zinky, ruzovou je
znazorneny katalyticky glutamat a silno modrou farbou s zobrazené aminokyseliny tvoriace S1 vézbovu
dutinu a zelenou S1” vézbova dutinu. Kazdy riadok porovnania obsahuje 65 aminokyselin. hGCPII-I'udska

GCPII, pGCPlI-prasa¢ia GCPII, rGCPII-potkania GCPIl, mGCPII-mys$acia GCPIIL.
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Vol'ba vhodného zvieraciecho modelu spomedzi znamych orthologov GCPIL, nie je
jednoduchd, pretoze charakterizacia ich biochemického profilu nie je pre klinické
testovania dostatocnd a vyzaduje jeho doplnenie a rozSirenie. Napriek tomu, sa ako
najvhodnejsi model javi mys. Pre spravnu interpretaciu vysledkov, ziskanych na mysacich
modeloch, je nutné poznat’ nielen rozdiely medzi I'udskou a mysacou GCPII, ale taktiez si
byt isty, ze myS neobsahuje ziadny iny protein, ktory by tieto vysledky ovplyviioval a
skresl'oval. Kandidatom pre takyto interferujuci protein by v tomto pripade bola mySacia

GCPIII, ¢o nas viedlo k jej naklofiovaniu a podrobnejsej charakteristike proteinu.
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3 Ciele prace

o Ziskat’' cDNA kodujucu mysaciu GCPIII(1-740) z vybraného mysacieho tkaniva

e Danu cDNA klonovat’ do vektoru umoznujuci expresiu celého proteinu mysacej
GCPIII(1-740) v cicavéich bunkach a extracelularnu cast’ mySacej GCPIII(36-740)
v hmyzom expresnom systéme

e Overit’ ¢i protilatka GCP-04 proti l'udskej GCPII a protilatka GCP-3-02 proti
I'udskej GCPIII rozpoznava mysaciu GCPI11(1-740) ziskanu z cicav¢ich buniek

e Viycistit mySaciu GCPIII(36-740) pomocou afinitnej chromatografie

e Porovnat’ aktivitu mySacej GCPIII(36-740) s I'udskou GCPII1(36-740) a l'udskou
GCPI1(44-750)
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie, média, enzymy a d’alSi material

Bio-Rad (Hercules, USA)

5xBio-Rad protein Assay

Biotum (Kalifornia, USA)

GelRed

Duchefa Biochemie (Haarlem, Holandsko)

MOPS

Finnzymes (Espoo, Finsko)

Phusion DNA Polymerasa

Fluka (Buchs, Svajéiarsko)

TEMED, N,N’-methylenbisakrylamid

Gibco (Kalifornia, USA)

SFI00II médium; 10 % fetalne hovidzie sérum (FBS)

Hirschmann Geriitte (Eberstadt, SRN)

Pasteurove pipety

Invitrogen (Kalifornia, USA)

TOPO-TA Cloning Kit; TOP10 kompetentné bunky; Drosophila S2 Schneiderové bunky;
SuperScript “I11

Koh-i-noor Hardtmuth (Ceské Budéjovice, CR)

96-jamkova priehl'adnd mikrodosticka s plochym dnom

Lach-Ner (Neratovice, CR)

kyselina chlorovodikova; octan sodny; uhli¢itan sodny; hydroxid sodny; thiosiran sodny;
chlorid sodny; dusi¢nan strieborny; chlorid vapenaty

Millipore (Massachusetts, USA)

0,22 pm filtra¢na nitrocelul6zova membrana

New England BioLabs (Ipswich, USA)

reStrikéné endonukledzy; T4 DNA-ligaza

Penta (Praha, CR)

methanol; kyselina octova; aceton; formaldehyd; isopropanol; ethanol; kyselina mravencia

Pierce (Illinois, USA)

D-biotin; neutravidin konjugovany chrenovou peroxidazou (Neu-HRP); SuperSignal West

Dura Chemoluminiscence substrate; kozi anti-mysaci-IgG protilatka konjugovana s HRP
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Promega (Madison, USA)

Pfu DNA Polymeraza

Qiagen (Kalifornia, USA)

QIAprep Spin Miniprep Kit; QIAquick Gel Extraction Kit; 500 bp marker; X-Gal, RNeasy
Mini Kit

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

Streptavidin Mutein Matrix; Fugene HD

ROTH (Karlshure, SRN)

Rotiszint Eco Coctail

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

Vivaspin 6 centricon

Serva (Heidelberg, SRN)

Coomassie Brilliant Blue G-250); bromfenolova modra; BSA

Sigma-Aldrich (Buchs, Svaj¢iarsko)

EDTA; SDS; LB-médium; LB-agar; 2-merkaptoethanol; glycin; Tris; akrylamid; RNAsa
H; sachardza; hemacytometer

Top-Bio (Praha, CR)

PPP Master Mix; deoxyribonukleotidy;

4.2 Pristroje

e pH-meter: 9450 pH meter, Unicam (USA)
e pristroj pre PCR: T-Gradient Thermocycler, Biometra (SRN)
e spektrofotometer: NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)
e spektrofotometricka &itacka: Tecan (Svajéiarsko)
e autoklav: MLS-3020U Sanyo Labo Autoclave, Sanyo (Japonsko)
e transilumindtor: Electronic Dualwave Transilluminator, Ultra-Lum (USA)
e laboratorne vahy: HL-400, A&D Engineering, Inc. (USA)
EK-400H, A&D Engineering, Inc. (USA)
e vodna kapel: Grant Instruments Ltd.(UK)
Thermomix BU B.Braun (SRN)
e rotaény inkubator: Gallenkamp, Sanyo (UK)
e horizontalna agar6zova elektroforéza:
zdroj MP-500P, Major Science (Taiwan)
aparatira B1A Owl Separation Systems, Inc. (USA)
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e vertikdlna polyakrylamidova elektroforéza: Sigma (USA)
e blotovaci pristroj: aparatara: Trans-Blot SD, Bio-Rad (USA)
zdroj: PowerPac HC, Bio-Rad (USA)
e inkubatory: TCH 100, Laboratorne pristroje Praha (CZ)
MCO-17Al CO; Incubator, Sanyo (Japonsko)
e centrifugy: Biofuge Pico, Heraeus Instruments (SRN)
Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments (SRN)
Megafuge 2,0R, Heraeus Instruments (SRN)
Centifuge 5415R, Eppendorf (SRN)
e mikroskopy: fluorescenény mikroskop Olympus IX81, Tokio (Japonsko)
svetelny mikroskop Nikon TMS (Japonsko)
e fotoaparat: SP-5000UZ, Olympus (Japonsko)
e CCD kamera: LAS-3000 CCD Camera, Fujifilm (Japonsko)
e laminarny box: BSB4A Laminar Flow Box, Gelaire (Australia)
e scintila¢ny kvapalinovy poéita¢: Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer, Waltham (USA)
e sonikator: Soniprep 150, Sanyo (Japonsko)
e Tissue Lyser: Qiagen (Kalifornia, USA)

4.3 Metody

4.3.1 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Podmienky pre polymerazovu retazovu reakciu (PCR) boli zvolené podla pokynov
vyrobcu DNA polymerazy (Finnzymes) [66]. Podmienky pre PCR st uvedené v tab. 2

a 3 (str. 35), sekvencie pouzitych primerov potom V prilohe, na str. 63.

Tab. 2: ZloZenie reakénej zmesi PCR pre amplifikaciu extracelularnej ¢asti mySacej GCPIII

komponenta PCR mnozstvo
templatova DNA (pCRII-TOPOmGCPII) 10 ng
primer FmNAIIEXST (20 uM) Il
primer M13F (10 uM) 2ul
zmes deoxyribonukleotidov (10 mM) 1 ul
Phusion™ HF pufr (5%) 10 ul
Phusion® HF DNA Polymerase (2 U/ul) 0,4 ul
HPLC-H,O do 50 ul
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Tab. 3: Podmienky priebehu PCR

pocet cyklov teplota [°C] dl7ka trvania cylku [s]
1 98 60
36 98 10
56 20
72 80
1 72 600

Produkty PCR boli nasledne elektroforeticky rozdelené na horizontalnej agardzovej
elektroforéze (kap. 4.3.3).

4.3.2 Polymerazovd ret’azovd reakcia s reverznou transkripciou (RT-PCR)

Bola pripravena zmes pozostavajica z1pul oligo(dT), (50 uM), 1 pul
deoxyribonukleotidov (10 mM) a 8 ul vyizolovanej RNA z prislusného tkaniva (priblizne
900 ng). Tato zmes bola zohriata na 65°C a nasledne schladena na l'ade. Po ochladeni bolo
K tejto zmesi pridanych 10 ul ,,Master mix* (tab. ¢. 4).

Vysledna zmes bola zahriata na 50°C po dobu 50 min Po tomto ¢ase bola teplota
zvy$ena na 85°C po dobu 5 min Nasledne bola vysledna zmes schladena na lade. Po
schladeni bol k zmesi pridany 1 ul RNAazy H (2 U/ul) a vsetko bolo inkubované pri 37°C
po dobu 20 min

Tab. 4: ZloZenie master mix pouzitého pre RT-PCR

komponenta RT-PCR mnozstvo
MgCl, (25mM) 4 ul
DDT (0,1 M) 2ul
RNA4za out (40 U/ pul) Il
RT pufr (10x) 2 ul
SuperScript® III reverzna transkriptaza (200 U/ ul) 1wl

Po vytvoreni kniznice cDNA bolo uskuto¢nené PCR. Podmienky PCR procesu su uvedené

v tab. 5 a 6 (str. 36). Sekvencie pouzitych primerov potom v prilohe, na str. 63.

Tab. 5: ZloZenie reakénej zmesi PCR pre amplifikaciu mySacej GCPIII

komponenta RT-PCR mnozstvo
templatova DNA 1wl
primer Fmus/ratGCPIIIStEIl (20 uM) 1wl
primer Rmus/ratGCPIIStEII (20uM) 1wl
Phusion™ HF puft (5%) 10 ul
Phusion® HF DNA Polymerase (2 U/ul) 0,5 ul
HPLC-H,O 35,5 ul
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Tab. 6: Podmienky priebehu PCR

pocet cyklov teplota [°C] dlZka trvania cylku [s]
1 98 30
36 98 10
60 20
72 30
1 72 300

4.3.3 Horizontdlna agarozova elektroforéza

Roztoky:
TAE pufr: 40 mM Tris-HCI; 20 mM CH3;COOH; 1 mM EDTA; pH 8,0

vzorkovy pufr: 40 % (w/v) sachardoza; 0,1% (w/v) bromfenolova modra;
0,02 % NaN3

DNA bola analyzovana pomocou horizontalnej gélovej elektroforézy s pouzitim
1 % (w/v) agardzy rozpustenej v TAE pufre a obsahujticej fluorescenéné farbivo GelRed
(Biotium) v riedeni 1:100 000.

Pre odhad dizky fragmentov DNA bol pouzity ako standard A-DNA marker (tj. DNA
bakteriofaga-A Stepena restrikénou endonukleazou BstEIl). Fragmenty DNA boli
separované 20-30 min pri 125V pomocou elektroforézy. Potom boli vizualizované
prostrednictvom transilumindtora Electronic Dualwave Transilluminator a vysledky

zdokumentované fotoaparatom SP-5000UZ s etidium bromidovym filtrom(Olympus).

4.3.4 Extrakcia DNA 7 agarézového gélu

DNA, rozdelend pomocou agardzovej elektroforézy, bola vyrezana z agar6zového
gélu anasledne bola extrahovana z gélu podla protokolu, QIAquick Gel Extraction Kit*
(QIAGEN) [67].

4.3.5 TOPO TA-klonovanie

TOPO TA-klonovanie vyuziva koncovych adenozinovych presahov na fragmentoch
DNA vytvorenych ¢innosti napr. Taq DNA polymerazy pri PCR. TOPO TA-klonovanie
bolo uskuto¢nené podl'a navodu vyrobcu pomocou kitu ,,TOPO TA-Cloning® (Invitrogen)
[68].

CDNA, ziskana pomocou RT-PCR bola adenylovana Taq DNA polymerazou uzitim
PPP Master Mix (Top-Bio). Reak¢na zmes obsahovala 20 ul DNA; 20 ul PPP Master Mix;
a prebiehala 30 min pri 72°C.
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4.3.6 Stiepenie a ligdacia DNA

Stiepenie DNA odpovedajicimi restrikénymi endonukledzami bolo prevedené
vV reakénom objeme 50 pl podla navodu vyrobcu restrikénych enzymov (New England
BioLabs). Mnozstvo DNA, doba Stiepenia a reak¢éna teplota boli zavislé na ucele Stiepenia

(zvycajne 50 ng -4 ug DNA; 1-8 h).

Fragmenty DNA S$tepené tymi istymi restrikénymi endonukleazami boli spolu
ligované v celkovom objeme 10 pl, pri 16°C a po dobu najmenej 10 h Mnozstvo T4 DNA-
ligazy Vv reakcii bolo 1 pl (= 400 U). Molarny pomer mnozstva vektor: fragment bol

priblizne 1:3.

4.3.7 Transformdcia kompetentnych baktérii E. coli TOP10

Pre transformaciu boli pouzité kompetentné bunky E. coli TOP10 pripravené
pomocou protokolu s pouzitim chloridu rubidneho FrantiSkom Sedlakom v nasom
laboratoriu.

10 ul ligacnej reakcie bolo zmieSané s 25 pl kompetentnych buniek E. coli TOP10
a inkubované na I'ade 30 min Potom bol uskuto¢neny tepelny sok: 42°C, 90 sek. a nasledne
4°C, po dobu 1 min Ku vzorkam bolo pridané 200 pl studeného LB-média (Sigma) a
potom boli inkubované 1 h pri 37°C.

Po inkubacii bolo 180 pl buniek natrenych na Petriho misku s LB-agarom (Sigma)
obsahujucim ampicilin (o koncentracii 100 pg/ml, Biotika). Misky boli inkubované

v termostate pri 37°C cez noc.

4.3.8 Miniprepardcia plazmidovej DNA

12 ml (plazmidovda DNA pouzitd pre transformaciu) popripade 2 ml LB-média
(Sigma) s ampicilinom (v koncentracii 100 pg/ml, Biotika) boli inokulované 1 koloniou
transformovanych buniek E. coli a inkubované pri 37°C v rota¢ny inkubator (Sanyo) po
dobu 15 h Bakterialna kultira bola potom centrifugovana (3362xg, 10 min, 4°C) a
supernatant dekantovany. Izoldcia plazmidovej DNA z pelety obsahujuca bakteriadlne

bunky bola uskuto¢nena podla protokolu ,,QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen) [69].

4.3.9 Sekvenovanie plazmidovej DNA

Koncentracia a Cistota DNA bola ur¢ena meranim absorbancie pri 230, 260 a 280 nm

na spektrofotometre NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).
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Pre sekvenovanie plazmidovej DNA bolo do 200 pl mikroskimavky pipetované
pozadované mnozstvo DNA (100 ng DNA/1000 bp plazmidu), pridané 3,2 pmol daného
primeru a doplnené destilovanou vodou do celkového objemu 14 pl. Sekvencia pouzitych
primerov je uvedena v prilohe na str. 63.

Vlastné sekvenovaniec DNA bolo uskutoénené RNDr. Stépankou Hrdou v

Laboratoriu pre sekvenacie DNA (PiF UK).

4.3.10 Transfekcia hmyzich buniek a selekcia stabilnej bunecnej linie

Bunec¢na linia Schmeiderovych S2 hmyzich buniek obsahujuca biotin ligazu z E. coli
(BirA) v endoplazmatickom retikule, ktora je schopna in vivo biotinylovat' peptidova
sekvenciu obsiahnutt v Avi-kotve, bola pripravena uz skor v nasom laboratériu [70]. Tieto
bunky boli kultivované na 35 mm miske v SF900II médiu (Gibco) obohatenom o 10 %
fetalne hovidzie sérum (Gibco) pri teplote 25°C pokial’ nedosiahli koncentréacie 2x10°
buniek/ml. Transfekcia buniek bola urobend pomocou kitu ,,Calcium Phosphate

Transfection Kit“ (Invitrogen) Janou Starkovou.

Roztok A: 2 M CaCl, 36 ul
pMT/Bip/Avi/TEV/mGCPIII(36-740) 9 ng
pCoBlast 0,5 ng
sterilna voda pre tkanivové kultary do findlneho objemu 300 pl

Roztok B: 300 ul 2xHEPES-buffered Saline (HBS)
2xHBS: 50 mM HEPES; 1,5 mM Na,HPO,; 280 mM NaCl; pH 7,14

Roztok A bol po kvapkach pridavany k roztoku B za jeho stasného vortexovania
a vysledny roztok bol inkubovany 40 min pri 25°C. Roztok bol premiesany a po kvapkach
pridavany k bunkam, ktoré boli potom inkubované 24 h pri 25°C. Nasledne bola bune¢na
suspenzia centrifugovana (500xg, 3 min) a médium dekantované. Bunky boli
resuspendované v 3 ml Cerstvého kompletného média (SFO00IL, 10 % FBS) a inkubované
dalsich 24 h pri 25°C. Potom bolo médium odobrané a pridané Cerstvé kompletné médium
obsahujtce selekéné antibiotikum hygromycin-B (o koncentracii 300 ug/ml) a blasticidin
(o koncentracii 5 ug/ml). Toto selekéné médium bolo menené po 4-5 diioch, dovtedy, kym

nezacali rast bunky rezistentné na hygromycin-B/blasticidin (obvykle po 3—4 tyzdnoch).
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4.3.11 Stanovenie poctu Zivych buniek uZitim trypanovej modrej

Roztoky:
Trypanova modra: 0,4 % trypanova modra (Sigma) v PBS; pH 7,4
PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO,; 1,8 mM KH,POy4; pH 7,4

Stanovenie je zalozené na fakte, ze mftve bunky sa farbia trypanovou modrou, zatial
¢o zivé bunky dokazu ,,prepumpovat™ toto farbivo cez svoju plazmaticki membranu a
zostavaju tak nezafarbené.

20 pl bunecnej suspenzie bolo zmieSané s 880 pul PBS. Po pridani 100 pl trypanovej
modrej bol roztok premieSany a ponechany stat’ 5-10 min pri izbovej teplote. Po
premiesani bolo 11 pl roztoku pipetované pod sklicko hemacytometra (Sigma). Za pouzitia
mikroskopu (Nikon) so 100-nasobnym zvaéSenim boli s¢itané Zivé bunky v piatich poliach
hemacytometra (Sigma) o objeme 0,1 ul. Zo ziskanych hodnét bol urobeny aritmeticky
priemer avysledna hodnota bola prepocitana z jednotky bunky/0,1ul na bunky/1ml
vynasobenim 10 000 a faktorom riedeni (v nasom pripade 50), ¢im bola vypocitana

koncentracia buniek v pdvodnej bunecnej kulture.

4.3.12 Expresia rekombinantnej mySacej GCPIII(36-740)

Expresia extracelularnej Casti rekombinantnej mySacej GCPIII(36-740) bola urobena
Janou Starkovou nasledovne.

Pripravené stabilne transfekované Schneiderove S2 bunky rezistentné na
hygromycin-B a blasticidin (o koncentracii minimalne 1x10” buniek/ml) boli premiestnené
do dvoch 100 mm misiek v SF900II médiu (Gibco) pri teplote 25°C kym nedosiahli
koncentraciu 2x10° buniek/ml.

Potom bola zahajena produkcia rekombinantného proteinu pridavkom 100 mM
CuSO4 (o vyslednej koncentracii 1 mM). Bune¢nd kultara bola ponechané v inkubatore pri
25°C sedem dni. Bunkova kultira bola centrifugovana (500xg, 3 min, 25°C); a zikané
médium obsahujuce rekombinantny protein bolo d’alej centrifugované (3360xg, 30 min,
4°C) a sfiltrované cez 0,22 pum nitrocelulozovy filter (Millipore). Filtrované médium bolo

dalej pouzité pre afinitnu purifikaciu (kap. 4.3.13).

4.3.13 Purifikdcia rekombinantnej mySacej GCPIII afinitnou
chromatografiou

Roztoky:

Ekvilibraény purf: 300 mM Tris-HCI, 450 mM NaCl; pH 7,2
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Premyvaci pufr: 100 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; pH 7,2

Elu¢ny pufr: 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; 2 mM D-biotin; pH 7,2
Regeneraény pufr: 100 mM glycin-HCI; pH 2,8

Uchovavaci pufr: 20 mM MOPS; pH 7,0; 0,2 % (w/v) NaN3

Nosi¢: Streptavidin Mutein Matrix (ROCHE)

Zmrazené médium obsahujice rekombinantniit mySaciu GCPIII bolo roztopené v
4°C. Potom bolo médium centrifugované (3360xg, 60 min, 4°C) a ziskany supernatant bol
filtrovany cez 0,22 pm nitrocelulézovy filter (Millipore). Filtrované médium (20 ml) bolo
potom zmiesané s 10 ml ekvilibraéného pufru a celkovy objem bol rozdeleny do dvoch
falkoniek o objeme 15 ml. Ku kazdej falkone bolo pridané 250 pl nosi¢a. Roztok bol
s nosi¢om inkubovany pri 4°C po dobu 12 h (za stileho mieSania). Kolonka pre afinitl
chromatografiu (Pierce) bola ekvilibrovana a nésledne bol na fiu aplikovany inkubovany
roztok. Nosi¢ bol separovany filtraciou na frite a premyty 12-ndsobkom objemu nosica
(CV) premyvacim roztokom, v krokoch po 2 CV (W1), 5 CV (W2) a 5 CV (W3).
Biotinylované proteiny boli z nosica eluované elu¢nym pufrom v krokoch po 1 CV (El), 2
CV (E2), 2 CV (E3) a 5 CV (E4), pricom v priebehu prvého kroku bol nosi¢ inkubovany
s eluénym pufrom po dobu 1 h V nasom pripade CV odpovedalo 250 pl.

Nosi¢ bol nakoniec regenerovany podla navodu vyrobca (ROCHE), prevedeny do
uchovavajiceho roztoku a uskladneny pri teplote 4°C pre d’alSie pouzitie.

Jednotlivé  frakcie  boli  potom  analyzované pomocou elektroforézy
Vv polyakrylamidovom géle za pritomnosti SDS (SDS-PAGE) (kap. 4.3.14) a naslednym
zafarbenim gélu striebrom (kap. 4.3.16).

4.3.14 Diskontinudlna elektroforéza v polyakrylamidovom géle za
denaturujucich a redukujicich podmienok (SDS-PAGE)

Roztoky:

Zaostrovaci gél (6 %): 250 mM Tris-HCI (pH 6,8); 5,5 % (w/w) akrylamid,
0,15 % (w/w) N,N'-methylen-bis(akrylamid); 0,1 % (w/v) SDS; 0,005 % (v/v) TEMED;
0,1 % (w/v) peroxodisiran amoénny (APS)

Separacény gél (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/v) SDS; 0,001 % (v/v) TEMED;
0,1 % (w/v) peroxodisiran amonny (APS)

Vzorkovy pufr (6x): 350 mM Tris-HCI (pH 6,8); 30 % (v/v) glycerol;
10 % (w/v) SDS; 6 % (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,012 % (w/v) bromfenolova modra
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Elektréodovy pufr (5x): 125 mM Tris-HCI; 1,25 M glycin; 0,5 % (w/w) SDS;
pH 8,8

Proteiny boli rozdelené podla svojich elektroforetickych pohyblivosti pomocou
diskontinualnej elektroforézy v redukujucom polyakrylamidovom géle (SDS-PAGE). Po
priprave a zatuhnuti boli gély pripevnené do pristroja pre vertikalnu SDS-PAGE (Sigma) a
horna 1 dolna komora bola naplnena elektrodovym pufrom.

Pred nanesenim do gélu boli vzorky zmieSané s vzorkovym pufrom a varom
denaturované. Separacia prebichala pri konstantnom napéti 150 V po dobu priblizne 1 h
Proteiny v gélu boli potom detekované bud’ pomocou farbenia striecbrom (kap. 4.3.16)

alebo prenosom na nitrocelul6zovi membranu a naslednou imunodetekciou (kap. 4.3.15).

4.3.15 Elektroprenos proteinov na nitrocelulozovi membranu (western
blot)

Roztoky:
Transferovy pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris-HCI; 10 % (v/v) CH30H;
0,1 % (w/v) SDS; (pH neupravovangé)

Gél z SDS-PAGE bol 1 min ekvilibrovany spolu s nitrocelul6zovou membranou v
transferovom pufry. Vlastny prenos proteinov z gélu na membranu bol prevedeny pouzitim
napétia 15 V po dobu 13 min na zdroji PowerPac HC (Bio-Rad).

Membrana bola potom premyta PBS + 0,05 % Tween-20 a inkubovana v 5 ml
Casein Blockeru pre blokovanie nespecifickej vazby protilatky (1 h, 4°C). Nasledne bola
membrana inkubovand so supernatantom z hybriddmu GCP-04 alebo s koncnetrovanym
supernatantom GCP-3-02 (16 h, 4°C).

Membrana bola potom premyta 3x5 min PBS + 0,05 % Tween-20 a po jej preneseni
do 5ml Casein Blockeru bola pridand sekundarna kozia anti-mySacia protilatka
konjugovana s chrenovou peroxidazou (320 ng/ml v Casein Blockeru, 1 h, 25°C). Po
inkubacii bola membrana opédtovne premyta 3x5 min PBS + 0,05 % Tween-20 a 5 min
inkubovana v roztoku chemiluminiscenéného ¢inidla  SuperSignal West Dura
Chemiluminiscence Substrate (Pierce). Po osuseni membrany bola zmerana luminiscencia
na pristroji LAS-3000 CCD Camera (Fujifilm).
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4.3.16 Farbenie polyakrylamidového gélu

Pre zviditel'nenie elektroforeticky rozdelenych proteinov bolo pouzité farbenie gélov

striebrom.
Roztoky:
1. fixacia: 12 % (v/v) CH3COOH; 50 % (v/v) CH30H,;
0,02 % (v/v) HCHO 30 min
2. premytie: 50 % (v/v) CH3OH 3 x 15 min
3. exponacia: 0,02 % (w/v) Na,S,03:5H,0 1 min
4. premytie: destilovana voda 3x20s
5. impregnacia: 0,2 % (w/v)AgNOs3; 0,02 % (v/v) HCHO 20 min
6. premytie: destilovana voda 3x20s
7. vyvolanie: 566 mM Na,COs, 16 uM Na,S,03-5H,0;
0,02 % (v/v) HCHO 10 s az 5 min
8. premytie: destilovana voda 3x20s
9. zastavenie: 12 % (v/v) CH3COOH; 50 % (v/v) CH30H 10 min
10. uchovanie: 50 % (v/v) CH3OH 0

4.3.17 Stanovenie koncentrdcie proteinov podl’a Bradfordovej

Stanovenie koncentracie proteinov bolo uskutocnené metdédou podl'a Bradfordove;j
pomocou kitu ,,5xBio-Rad protein Assay Kit“ (Bio-Rad) [71].

Pre kalibraciu bola pouzitd koncentracna rada Standardov BSA. Kazda vzorka bola
merana V duplikatoch.

Do 96-jamkovej priehl'adnej mikrodosticky (Koh-i-noor) bolo napipetované 40 pl
¢inidla Bradfordovej (Bio-Rad), k nemu bolo pridané 160 pl HPLC vody a nasledne urcité
mnozstvo roztoku proteinu (0,5-50 ul). Absorbancia bola merana pri 595 nm na

spektrofotometrickej ¢itatke GENios (Tecan).

4.3.18 Radiometrické meranie NAAG-hydrolytickej aktivity

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

Stopovaci roztok: 200 MM KH,POy; pH 7,4; 2 mM 2-merkaptoethanol
Substrat: *H-NAAG (finalna koncntracia 100mM)
Nosi¢: AG 1-X8 Resin (formate form, Bio-Rad)
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V mikroskimavke bol v celkovom objeme 90 pl zmieSany reakény pufr, vzorka
enzymu a roztok inhibitora (v pripade inhibovanych reakcii) a vytvoreny roztok bol
preinkubovany 5 min pri 37°C. Reakcia bola iniciovana pridanim 10 pl substratu a nechana
prebiehatt 60 min pri teplote 37°C. Potom bola reakcia zastavena pridanim 100 pl
stopovacieho roztoku.

Separacia odstiepeného radioaktivneho glutamatu bola uskuto¢nena ionexovou
chromatografiou na nosi¢i AG 1-X8 (Bio-Rad). Sklenené Pasteurové pipety (Hirschmann
Laborgerite) boli naplnené 2 ml nosi¢a rozsuspendované¢ho v destilovanej vode (1:1).
Potom bola kolonka premyta 2x1 ml destilovanej vody. Do premytej kolonky bolo
nanesené 180 pl vzorky a naviazany glutamat bol nasledne eluovany 2x1 ml 1 M HCOOH
do scintila¢nych fTastic¢iek, do ktorych bolo pridanych 6 ml scintilacného roztoku
Rotiszint®Eco-Plus (Roth). Vzorky boli dokladne vortexované. Scintilacia bola zmerana na
kvapalinovom scintilaénom spektrometry Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer).

Proteiny hGCPII(44-750) a mGCPIII(36-740) boli pouzité priamo z afinitnej
purifikacie a preto ich zlozenie odpoveda elu¢nému pufru z tejto purifikacie (kap. 4.3.13).

Protein hGCPIII(36-740) bol vy¢isteny klasickou purifikaciou Klarou Hlouchovou

[54] jeho zloZenie odpovedalo reakénému pufru, pouzitému pri tomto merani.

4.3.19 Tranzientnd transfekcia cicavcich buniek HEK2930ffA2

Pre transfekciu boli pouzit¢é bunky HEK2930ffA2 (bunkova linia odvodena
z l'udskych embryonalnych Tadvinovych buniek; exprimujice regulacny protein rtTA),
ktora bola pripravend v na$om laboratériu Pavlom Sachom a Janou Starkovou.

Tranzientnd transfekcia cicavéich buniek HEK2930ffA2 bola uskutocnena Janou
Starkovou nasledovne.

Bunky boli ponechané rast’ v 24-jamkovej dosticke tak, aby boli v den transfekcie
konfluentné na 60-70 %. Dalej boli pripravené jednotlivé zmesi obsahujuce prislusna
plazmidovi DNA zriedent do 25 ul Optimemu (Invitrogen) a k tymto roztokom bolo
nasledne pridané 1,5 pl Fugene HD (ROCHE). Celkom bolo pripravenych
10 transfekénych zmesi, ktoré boli ponechané stat’ pri izbovej teplote 15 min do vytvorenia
komplexov lipid : DNA. Pit transfekénych zmesi obsahovalo vzdy plazmid pTRE-
Tight/mGCPI11(1-740) (2x), pTRE-Tight/hGCPIII(1-740) ,pTRE-Tight/hGCPII (1-750)
alebo pTRE-Tight/EGFP. Kazdy z proteinov bol nasledne pridany k bunkam, ktoré boli

alebo neboli kultivované v pritomnosti doxycyklinu (vysledna koncentracia 100 ng/ml).
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Tieto zmesi boli opatrne pridané k bunkam, ktoré boli jemnym pohybom dosticky
premiesané. Bunky boli inkubované 40 h pri 37°C a5 % CO, a potom boli pozbierané a

d’alej spracované (kap. 4.3.20).

4.3.20 Homogenizdacia cicavcich buniek (priprava bunecného lyzdtu)

Bunky boli na miske rozsuspendované a vytvorend bunecnd suspenzia bola
centrifugovana (500xg, 3 min, 4°C). Supernatant bol odobrany, peleta premyta v PBS,
resuspendovana a opéat’ centrifugovana (500xg, 3 min, 4°C). Supernatant bol odstraneny a
peleta bola rozsuspendovana v 50 ul Ripa pufru (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl;
1 % sodium deoxycholat; 0,1 % SDS). Tato zmes bola ponechana stat’ jednu hodinu pri
teplote 4°C. Suspenzia bola opat’ centrifugovana (13 000xg, 10 min, 4°C) a vytvoreny
supernatant bol odobrany od pelety apouzity ako lyzat buniek pre dalSie pokusy
(kap. 5.5).

4.3.21 Homogenizdcia tkaniva a izoldcia RNA

Tkaniva pouzité na izolaciu RNA boli uchovavané v RNA lateru a uskladnené pri -
80°C. Pre samotnu izolaciu bolo odobranych 20-30 ng z kazdého prislusného tkaniva.
K vzorke tkaniva bolo pridané 350 ul roztoku RLT (sucast RNeasy Mini Kit) a 3,5 ul
2-merkaptoethanolu. Do skumaviek s jednotlivymi vzorkami bola pridand 5mm ocelova
gulocka a tkaniva boli nasledne homogenizované na pristroji Tissue Lyser (QIAGEN)
2x1 min pri frekvencii 30 Hz. lzolacia RNA z homogenizované¢ho tkaniva bola dalej

uskuto¢nena podla protokolu RNeasy Mini Kit [72].
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S5 Vysledky

Cielom tejto prace bolo pripravit mySaciu rekombinantni GCPIII (mGCPIII)
a overit’ jej pripadnu aktivitu. Na zaklade EST (z angl. expressed sequence tags) profilu
[73] boli vybrané tkaniva (jazyk, semenniky) s najvacSou expresiou mGCPIII. ESTs su
kratke osekvenované tuseky cDNA, klonovanej do plazmidu, ziskané reverznou
transkripciou vsetkej RNA z daného tkaniva. Po¢et ESTs porovnany s celkovym poctom
cDNA z urcitého tkaniva umoznuje predpovedat’ v akom tkanive je expresia prisluSného
proteinu najvicsia.

Z tychto tkaniv bolo potrebné najprv vyizolovat’ vSetku RNA a ti nasledne prepisat’
pomocou reverznej transkriptazy na ¢cDNA Z cDNA sa pomocou PCR amplifikovala
mGCPIII, ktora sa potom klonovala do prislusnych vektorov, exprimovala v hmyzich

a cicavc¢ich bunkach a ziskany protein sa d’alej charakterizoval.

5.1 Izolacia DNA mysacej GCPIII(1-740) z tkaniva

Zvolené tkaniva (jazyk, semenniky) boli homogenizované pomocou pristroja Tissue
Lyser a z homogenizatov bola vyizolovana celkova RNA (kap. 4.3.21). Tato RNA sluzila
ako templat pre RT-PCR za ucelom ziskania kniznice cDNA, zktorej sa nasledne
pomocou PCR amplifikovala DNA kédujica mGCPIII(1-740) (kap. 4.3.2). Uspesnost’
ziskania DNA o dizke 2,2 kbp bola overend horizontalnou agarézovou elektroforézou
(kap. 4.3.3) (obr. 14).

Obr. 14: cDNA mGCPI11(1-740) ziskana reverznou transkripciou.
Draha 1: 500bp marker (2 pl); draha 2: zmes po PCR s cDNA ziskanej zo semennikov (1 pl); draha 3: zmes
po PCR cDNA ziskanej z jazyka (1 pl).
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5.2 Klonovanie mGCPI11(1-740) do vektoru pCRII-TOPO®

Z poldh zo6n na obr. 14 je zrejmé, ze mGCPIII(1-740) sa podarilo uspesne vyizolovat
nielen z jazyka, ale tiez zo semennikov. Pre d’alSiu pracu bola zvolena len jedna DNA
kodujica mGCPI(1-740) z jazyka.

Tato DNA, vyizolovana z gélu (kap. 4.3.4), bola najprv adenylovana pouzitim Taq
DNA polymerédzy a pomocou TOPO TA-klonovania bola ligovana do pCRII-TOPO®
vektoru (kap. 4.3.5). Touto liga¢nou zmesou boli transformované kompetentné baktérie
E.coli TOP10 (kap. 4.3.7). Po transformécii a minipreparacii plazmidovej DNA zo Styroch
kolénii (oznacenych A, B, C, D) bola spravnost’ ligacie a orientacie cDNA mGCPIII
(1-740) v pCRII-TOPO vektore overena Stiepenim restrikénou endonukledzou Hindlll
(obr. 15) (kap. 4.3.6 a 4.3.8).

Restrikéna analyza ukazala, ze k ligacii inzertu mGCPIII(1-740) do pCRII-TOPO
prislo iba v pripade kolonie B a D, pretoze len u tychto kolonii bol na agaré6zovom géle

viditeI'ny produkt Stiepenia o vel'kosti 1,5 kbp a 4,8 kbp.

Obr. 15: Elektroforeogram vzoriek po Stiepeni restrikénou endonukleazou Hindl 1.

Spravna orientacia cDNA mGCPIII(1-740) v pCRII-TOPO vektore je na géle dokumentovana pritomnostou
fragmentov o pribliznej velkosti 1,5 kbp a 4,8 kbp. Tieto fragmenty st viditeIné len pre drahu 3 a 5.

Draha 1: 500bp marker (3ul); draha 2: restrikéne Stiepeny plazmid pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740) ziskany
Z kolénie A (pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740),A); draha 3: (pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740),B); draha 4:
(pPCRII-TOPO/MGCPIII(1-740),C); drédha 5: (pCRII-TOPO/mGCPII1(1-740),D) Objemy nana$ané na gél st
6 pl.

Nasledna sekvenacia tychto plazmidov (kap. 4.3.9) odhalila pritomnost’ delécie
jedného paru bazi pre DNA mGCPIII(1-740) ziskanu z kolonie B a delécie o velkosti
priblizne 347 bp pre DNA mGCPII1(1-740) ziskanu z kolonie D (obr. 16, str. 47).
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Plazmid izolovany z
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Kpnl
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Obr. 16: Plazmid pCRII-TOPO/mGCPI11(1-740) spolu so zakreslenymi deléciami.

Na zéklade polohy jednotlivych delécii v plazmidoch bolo navrhnuté Stiepenie

reStrikénymi endonukleazami Nhel a Kpnl za G¢elom nasledného spojenia fragmentov bez

delécie (obr. 17, obr. 18, str. 48) (kap. 4.3.6). Agardzovou elektroforézou boli oddelené

jednotlivé fragmenty Stiepenia, pricom z gélu bol extrahovany len fragment o velkosti

700 bp klonu D a fragment o vel’kosti 5,5 kbp klonu B (kap. 4.3.3 a 4.3.4). Tieto fragmenty

vo svojej sekvencii nezahfnali ziadnu deléciu, a preto sa pouzili pre ligaciu.

Obr. 17: Stiepenie plazmidov pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740),D a pCRII-TOPO/mGCPII1(1-740),B

restrikénymi endonukleazami Nhel a Kpnl.

Draha 1: A marker (3 pl); draha 2: restrikéne $tepeny plazmid pCRII-TOPO/mGCPINI(1-740),D (25 pl)
dréha 3: restrikéne Stepeny plazmid pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740),B (25 ul).

47



pCRII-TOPO/MGCPIII(1-740),B pCRII-TOPO/MGCPIII(1-740),D
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PCRII-TOPO/MGCPIII(1-740),B pCRII-TOPO/MGCPINI(1-740),D
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Ligacia DNA fragmentov
bez delécii

PCRII-TOPO/MGCPINI(1-740)
(6225 ph)
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i primer
primer
Kpnl
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Obr. 18: Schematické znazornenie pripravy cDNA mySacej GCPIII.

Klony B aD boli §tiepané restrikénymi endonukleazami Kpnl a Nhel, ¢im doslo k vystiepeniu tseku
o velkosti 700 bp medzi tymito dvomi reStrikénymi miestami (modry usek). Pomocou agardzovej
elektroforézy boli od seba oddelené jednotlivé fragmenty o velkosti 700 bp (modry usek) a 5,5 kbp (ZIty
a ¢erveny Usek). Pre vytvorenie plazmidu bez delécie bol vybrany 700 bp dlhy fragment z klonu D a 5,5 kbp
dlhy fragment =zklonu B. Naslednou ligaciou tychto usekov wvznikol vysledny plazmid
pPCRII-TOPO/mGCPII1(1-740).
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5.3 Klonovanie cDNA mGCPI11(36-740) do vektoru
pMT/Bip/Avi/TEV/hSR

Novovytvorenym plazmidom pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740) boli transformované
kompetentné baktérie E. coli TOP10 (kap. 4.3.7). Minipreparaciou plazmidovej DNA
z tychto baktérii (kap. 4.3.8) bol ziskany templat pre PCR. Pomocou PCR bola
amplifikovana extracelularna ¢ast mGCPIII (mGCPII1(36-740)) obsahujuce restrikéné
miesta BamHI a Xhol (kap. 4.3.1).

Amplifikovand DNA bola Stepend restrikénymi endonukleazami Xhol a BamHI

(kap. 4.3.6) a jej velkost bola potvrdena agardzovou elektroforézou (obr. 19).

Obr. 19: Stepenie DNA kédujiicej mGCPIII(36-740) restrikénymi endonukleazami BamHI a Xhol.
Draha 1: A-marker; draha 2: DNA kodujuca extracelularny region mGCPIII (25 pl), (o¢akavana velkost’
fragmentu je 2 kbp)

Fragment o velkosti priblizne 2 kbp bol vyizolovany z gélu (kap. 4.3.4) a nasledne
ligovany do vektoru pMT/BiP/Avi/TEV/hSR §tepeného endonukleazami Bglll a Xhol, ¢im
bola vystiepena l'udska serinova racemaza (hSR) (restrik¢né miesta Bglll a BamHI su
kompatibilné) (obr. 20, str. 50).

Po transformacii bakterialnych E.coli buniek (kap. 4.3.7) bola uskuto¢nena
minipreparacia plazmidovej DNA zo $tyroch klonov (kap. 4.3.8). Ziskané plazmidy boli
Stiepené  endonukleazami  Xhol aNhel scielom overit pritomnost inzertu
mGCPI11(36-740) (kap. 4.3.6) (obr. 21, str. 50). Spravnost’ sekvencie amplifikovanej DNA

bola overena sekvenaciou plazmidu z klonu 1 (kap. 4.3.9).
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Obr. 20: Klonovanie mGCPI11(36-740) do vektoru pMT/Bip/Avi/TEV/hSR.

Plazmid pMT/Bip/Avi/TEV/hSR bol $tepeny restrikénymi endonukleazami Xhol a Bglll a ziskany vektor bol
ligovany s mGCPI111(36-740) stepenou restrikénou endonukleazou Xhol a BamHI.

Vysledny plazmid pMT/Bip/Avi/TEV/mGCPIII(36-740) sltzi na expresiu proteinov v hmyzich S2
Shneiderovych bunkach. Plazmid vo svojej sekvencii zahfiia gén pre -laktamazu, ktora zaistuje rezistenciu
na ampicilin; miesto pre pociatok replikacie u baktérii (pUC ori); SV40 polyA signdl potrebny na ukonéenie
transkripcie; metalothioneinovy promotor; BiP signalnu sekvenciu potrebnii pre sekréciu proteinov do média;
AVI-TEV sekvenciu potrebnt pre purifikaciu proteinu .
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Obr.21: Stepenie plazmidu pMT/BiP/Avi/TEV/mGCPI11(36-740) restrikénymi endonukleizami Xhol,
Nhel.

Draha 1: 500 bp marker (3 pl); drdha 2-5: restrik¢ne Stepené plazmidy pMT/BiP/Avi/TEV/mGCPII11(36-740)
Z jednotlivych klonov (10 ul). Spravne plazmidy sa nachadzajt v drahach 2 a 3.
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5.4 Klonovanie DNA mGCPI11(1-740) do vektoru pTRE-Tight

Po ziskani DNA mGCPIII(1-740) bola taito DNA klonovana z plazmidu pCRII-
TOPO/ mGCPII(1-740) (kap. 5.2) do plazmidu pTRE-Tight (obr. 22, str. 52). Tento
plazmid je urCeny na expresiu cielového génu v Tet-On/Tet-Off expresnom systéme,
vV ktorom je mozné regulovat expresiu pomocou tetracyklinu alebo jeho derivatu
doxycyklinu [74].

Plazmid pCRII-TOPO/mGCPIII(1-740) bol najprv Stepeny endonukledzami Xbal
aKpnl (kap. 4.3.6) anasledne rozstiepené fragmenty boli odseparované agar6zovou
elektroforézou (kap. 4.3.3).

Fragment o velkosti 2 kbp bol vyizolovany z gélu (kap. 4.3.4) aligovany do
plazmidu pTRE-Tight, ktory bol predtym $tepeny enzymom Xbal a Kpnl (kap. 4.3.6). Po
transformacii (kap. 4.3.7) a minipreparacii plazmidovej cDNA z troch klonov (kap. 4.3.8)
bola spravnost’ ligacie overend Stiepenim reStrikénymi endonukledzami Xbal a Kpnl.
Produkty Stiepenia o vel'kosti 2,2 kbp a 2,6 kbp boli pritomné na agar6zovom géle, ¢im
bola dosvedéena spravnost ligacie u vetkych troch klonov. Dalej sme pracovali uz iba

S jednym klonom.
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Obr. 22: Klonovanie mGCPI11(1-740) z vektoru pCRII-TOPO do vektoru pTRE-Tight.

Plazmid a vektor boli $tepené prislusnymi restrikénymi endonukleazami a k vytvoreniu vysledného plazmidu
bol pouzity fragment mGCPIII(1-740) a restrikéne Stepeny vektor pTRE-Tight.

Vysledny plazmid pTRE-Tight/mGCPIII(1-740) je urCeny na expresiu proteinov v cicavéich bunkach.
Plazmid vo svojej sekvencii obsahuje gén, kodujuci B-laktamazu, ktora zaistuje rezistenciu na ampicilin;
miesto pociatku replikacie (Col El ori); SV40 polyA signal pre ukoncenie transkripcie; Pygn: je promotor
umoziujuci regulaciu expresie mGCPIII(1-740).
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5.5 Stanovenie Specifity monoklonalnych protilatok proti mySacej

GCPI11(1-740)

Najprv sme pripravili celkovy protein mGCPIII(1-740). Ako expresny systém sme
zvolili cicav¢i bunkovu liniu HEK293.

Pre tranzientnu transfekciu cicavéich buniek HEK2930ffA2, ktoré boli pripravené
v na$om laboratériu Janou Starkovou a Pavlom Sachom, bol pouzity plazmid pTRE-
Tight/mGCPII1(1-740) (boli uskuto¢nené dve paralelné transfekcie) (kap. 4.3.19). Ako
kontrola bola urobena i transfekcia HEK2930ffA2 buniek plazmidmi koédujucimi udska
GCPII, Tudska GCPIII aEGFP. Expresia tychto proteinov bola regulovana
prostrednictvom doxycyklinu (dox). V pritomnosti doxycyklinu nedochadza k expresii
prislusného proteinu, pretoze doxycyklin brani nasadaniu RNA polymerazy na Prignt

promotor, a tym brani transkripcii prisusného génu (obr. 23).

Obr. 23: Expresia proteinu EGFP v HEK2930ffA2 bunkach.

Panel A: zachytava bunky HEK293pTet-offA2 pod viditelnym svetlom,

Panel B: zobrazuje fluoreskujuci EGFP protein kultivovany v médiu bez doxycyklinu (expoziény ¢as 2 ms);
Panel C: zobrazuje bunky kultivované v médiu s doxycyklinom, a preto po osvieteni nevykazuju Ziadnu
fluorescenciu -neobsahuji Ziadny protein (expozi¢ny ¢as u obidvoch fotiek je 50 ms).

Po transfekcii boli bunky ponechané rast’ 2-3 dni a potom bunky obsahujuce EGFP
boli vyfotené (obr. 23) na potvrdenie uspeSnosti transfekcie a schopnosti regulacie.
Nasledne boli bunky premiestnené do mikroskimaviek a boli z nich urobené lyzaty
(kap. 4.3.20).

Koncentracia proteinov v lyzatoch bola zmerana podl'a Bradfordovej (kap. 4.3.17) a
jednotlivé vzorky boli analyzované pomocou SDS-PAGE (kap. 4.3.13). Denaturované
proteiny boli prenesené z elektroforetického gélu na nitrocelul6zovi membranu, na ktorej
bola uskuto¢nena imunodetekcia monoklonalnymi mySacimi protilatkami GCP-04 a
GCP-3-02 (kap. 4.3.15) (obr. 24, 25, str. 54). Epitopy obidvoch protilatok st zobrazené na
obr. 26 na str. 54.
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Obr. 24: Imunodetekcia mGCPIII z lyzatu buniek HEK2930ffA2 protilatkou GCP-04.

Draha 1: marker GCPIII (60ng); draha 2.3 : proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-
Tight/hGCPII(1-750); draha 4,5: proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-Tight/EGFP;
draha 6.7: proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-Tight/hGCPIII(1-740).; draha
8,9,10,11: proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-Tight/mGCPIII(1-740) z dvoch
transfekcii (4.3.19). Mnozstvo celkového proteinu nanasané¢ho do drah bolo 20 pg, okrem drahy 2 a 3, kde
boli nanesené 4 pg. Znamienko ,,+“ a ,,-* zna¢i pritomnost’ resp. nepritomnost’ doxycyklinu pri kultivacii
buniek.

dox - + -+ - 4+ - +

kDa:
100
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Obr. 25: Imunodetekcia MGCPII1 z lyzatov buniek HEK2930ffA2 protilatkou GCP-3-02.
Draha 1: marker GCPIII (60ng); draha 2.3: proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-
Tight/hGCPII(1-750); draha 4.5.6,7: proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom pTRE-
Tight/mGCPII1(1-740) z dvoch transfekcii;_draha 8,9:. proteinovy lyzat buniek transfekovanych plazmidom
PTRE-Tight/hGCPIII(1-740) (4.3.19). Mnozstvo celkového proteinu nanasaného do kazdej drahy bolo 50pg.
Znamienko ,,+“ a ,,-“ znaéi pritomnost’ resp. nepritomnost’ doxycyklinu pri kultivacii buniek.

A: B:
Pudska-GCPIIAVKNETEIASKFE Tudskd-GCPIIQ I QS QWKEFGLDSNVE
Tudska-GCPIIIDFHKRLIQVDLN Pudska-GCPIIIK IQTQWKKFGLDSRK
mySacia-GCPIIIDFHRRLTQVDLN my3Sacia-GCPIIIK IQTQWXKKEFGLDS|AN

Obr. 26:Porovnanie sekvencii homolégov GCPII rozpoznavanych protilatkami GCP-04 aGCP-3-02.
Panel A: porovnanie aminokyselinovej sekvencie peptidu ludskej GCPIII pouzitej na imunizaciu pre
vytvorenie protilatky GCP-3-02, so sekvenciami I'udskej GCPIl a mySacej GCPIII.

Panel B: porovnanie epitopu, ktory je rozpoznavany protilatkou GCP-04 v l'udskej GCPII so sekvenciami
I'udskej GCPIII a mysacej GCPIIIL.

Zobr. 24 je zrejmé, ze protilatka GCP-04 rozpoznava ako ludska GCPII, tak
I Pudska GCPIII a mysaciu GCPIIIL. Protilatka GCP-3-02 rozpoznava iba 'udski GCPIII.
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5.6 Afinitna purifikacia rekombinantnej mySacej GCPIII(36-740)

Boli pripravené stabilné bunkové linie S2 hmyzich buniek produkujuce mGCPIII(36-
740) do média (kap. 4.3.12). Po vyprodukovani 20 ml tohto média bol ziskany protein
preCisteny afinitnou chromatografiou (obr. 27), (kap. 4.3.13). Frakcie ziskané pocas
chromatografie boli analyzované pomocou SDS-PAGE (kap. 4.3.14) anasledne boli
vizualizované farbenim striebrom (kap. 4.3.16). Na zaklade tohto farbenia sme zistili, Ze
vacsina Cistého proteinu mGCPIII(36-740) je pritomna vo frakcii E2 (obr. 27, draha 10).
Koncentracia tohto proteinu v tejto frakcii bola stanovend denzitometricky z gélu
farbené¢ho striebrom pomocou programu Imagel [75]. Vysledna koncentracia proteinu je

3 ng/ul.
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Obr. 27: Purifikacia extracelularnej mGCPIII(36-740) afinitnou chromatografiou.

Driha 1: All blue PM (1ul); drdha 2: GCPII marker (30 ng); drdha 3: GCPII marker (10 ng); drdha 4:
médium po filtracii; draha 5: frakcia FT (6 pl); draha 6: frakcia W1 (6 pl); dréha 7: frakcia W2 (18 pl); draha
8: frakcia W3 (18 ul); draha 9: frakcia E1 (18 ul); draha 10: frakcia E2 (18 pl); draha 11: frakcia E3 ( 18 pl);
draha 12: frakcia E4 (18 pl). Detailny popis frakcii vid’. 4.3.13.

5.7 Meranie enzymovej aktivity mGCPIII

Pre meranie enzymovej aktivity bola zamerne vyprodukované extracelularna oblast’
mMGCPII1(36-740) a nasledne purifikovana (obr. 27). Ked'Zze sme ziskali len relativne malé
mnozstvo enzymu, bol uskutoéneny iba pokus o0 potvrdenie <¢i vyvratenie

a-glutamatkarboxypeptidazovej aktivity (obr. 28, str.56).

55



Aktivita mGCPITI(46-740)

| @ hGCPII(44-750)

120
B hGCPIII(36-750)
T O mGCPIII(36-750)
100
80
9
= %0
<
-
N
L
2
= 40
=}
e
20
+ 1 mM 2-PMPA
-
o7 ' e
0,6 6 6 3 30 30 6 60 60 6 60 60
=200 -

MnoZstvo proteinu [ng]

Obr. 28: Meranie a-glutamatkarboxypeptidazovej aktivity mGCPI11(36-740).

Relativna aktivita mGCPIII(36-740) je zobrazena zItym stipcom. Ako kontrola bola pouzita hGCPIII(36-740)
(Gerveny stipec) a hGCPI1(44-750) (modry stipec). Reakcie boli uskutoénené v duplikatoch a u jednotlivych
stipcov st uvedené relativne odchylky merania.

Z vysledkov vyplyva, Zze extracelularna ¢ast’ proteinu mGCPIII(36-740) vykazuje
a-glutamatkarboxypeptidazovi  aktivitu porovnatelnt s hGCPIII(36-740), ktora je
inhibovatelna 2-PMPA rovnako ako hGCPIIl a hGCPII.
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6 Diskusia

V tvode boli zhrnuté zakladné poznatky o 'udskej GCPII, o ktorej pojednava velka
Cast’ literatiry. Menej Casto su vSak v literature sklofiované slova paraldogy a orthology
GCPIL ktorym je venovany zaver tejto Casti.

Vo vysledkoch bakalarskej prace bola popisana priprava rekombinantného proteinu
mGCPIIl, jeho produkcia, purifikacia, testovanie monoklonalnych protilatok a overenie
enzymovej aktivity.

V procese klonovania prislo v dosledku sekvenacie klonov B a D k odhaleniu jedno
parovej delécie u klonu B a delécie o velkosti 347 bp u klonu D. Jedno parova delécia v
cDNA mGCPIII(1-740) mohla vzniknut' v procese RT-PCR. Reverzna transkriptaza, ktora
je jednou z komponent RT-PCR reakcie, ovplyvituje mieru presnosti sekvencie RT-PCR
produktu v porovnani s templatom. Reverzné transkriptazy, pouzivané v procese RT-PCR,
sa navzdjom liSia nielen rychlost’ou polymerizicie, ale i svojou chybovostou. Pre RT-PCR
bola pouzita reverzna transkriptaza SuperScript I1l, ktora sa nevyznacuje ,,proof-reading*
aktivitou. Jednd sa 0 3",5" exonukledzovl aktivitu, ktora znizuje chybovost’ transkriptazy
tym, ze pri zaradeni chybového nukelotidu sa transkriptdza vrati ojeden krok spit
anespravny nukeotid nahradi spravnym. Je mozné sa preto domnievat, Ze vznik uz
spominanej delécie je dosledkom chybovosti pouZitej reverznej transkriptazy .

V pripade cDNA s 347 bp deléciou je tdto moznost’ vzniku delécie malo
pravdepodobna, a preto sa domnievame, ze sa nam podarilo prepisat prave taka formu
mRNA, ktora sa prirodzene vyskytuje v bunkach. Tejto skutocnosti nasvedcuje i fakt, ze
deletovany usek mRNA odpoveda celym exoénom 16 a 17 v mySacom géne pre GCPII
(analyza bola uskuto¢nena pomocou programu Spidey [74]). Tato forma mRNA mohla
v bunke vzniknut' v dosledku alternativneho zostrihu pre-mRNA, kedy okrem vystrihnutia
intrénov prislo k vystrihnutiu i prislusnych exénov. Ked'ze prepisom tejto mRNA nevznika
Ziadny zmysluplny protein, tak mozno usudzovat, ze samotnd mRNA by mohla
ovplyviiovat' ur€ité procesy v bunke. Tieto procesy vSak neovplyviiuje priamo, ale
prostrednictvom takych foriem RNA, ktorym dava wvzniknit. Jednd sa napriklad
0 dvojvlaknové tseky RNA (siRNA), ktoré vznikaju Stiepenim sluéiek a vlaseniek,
vytvaranych spdjanim urcitych tsekov jedno vladknovej RNA, pomocou enzymu Dicer
[75].

Délezitou Cast'ou vysledkov bolo urcenie $pecifity protilatok GCP-04 (rozoznavajuca
hGCPII) a GCP-3-02 (rozoznavajuca hGCPIII) vo¢i mGCPIIL.
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Protilatka GCP-3-02 rozoznavala iba epitop hGCPIII, hoci je velmi podobny
s epitopom mGCPIII (obr. 25, str. 54). Zamena jednej aminokyseliny v sekvencii peptidu
pouzitého na imunizaciu, hydroféobneho izoleucinu za hydrofilny threonin, sa javi ako
jedina vysvetlitelna pric¢ina (obr. 26, panel A, str. 54). Epitopy hGCPIl a hGCPIII
rozoznavané protilaitkou GCP-04 sa liSia zamenou jednej aminokyseliny podobne, ako
v pripade sekvencie peptidu mGCPIII a hGCPIII u protilatky GCP-3-02 (obr. 26, str. 54).
V pripade protilatky GCP-04 je zname, Ze tato jedno aminokyselinova zamena ma za
nasledok pokles citlivosti protilatky voc¢i hGCPIII priblizne 0 jeden rad [39], zatial’ ¢o
u GCP-3-02 tato zamena viedla k neschopnosti danej protilatky rozpoznat mGCPIII
V mnozstve nanesenom na gél (obr. 25, str. 54). Na zaklade toho mozno usudzovat, ze
aminokyselina izoleucinu zohréva asi doleziti ulohu pri rozpoznani hGCPIII protilatkou
GCP-3-02 ako aminokyselina lyzinu v rozpoznavani hGCPII protilatkou GCP-04.

Protilatka GCP-04 rozpoznavala vsetky tri testované proteiny (obr. 24, str. 54).
Ked'Ze sa epitop tejto protilatky u l'udskej a mySacej GCPIII nelisia (obr. 26, panel B,
str. 54), da sa predpokladat’, ze citlivost’ protilatky GCP-04 bude pre obidva tieto proteiny
rovnaka. Rozdielna intenzita zon u vzoriek hGCPIIl a mGCPIII by sa dala vysvetlit’
réznou expresiou tychto proteinov v cicav€ich bunkach, ktord mohla nastat’ rozdielnou
udinnostou tranzientnej transfekcie. Protilatka GCP-04 teda moze rozpoznavat' hGCPIII
rovnako dobre ako mGCPIII, ale odlisné zastupenie tychto proteinov v celkovom mnozstve
proteinov v lyzatu sa vysledne mohlo prejavit’ rozdielnou intenzitou sfarbenia.

Pre presné zistenie Specifity a citlivosti tychto protilatok bude eSte potrebné urobit’
nové testovanie s vycistenim proteinom o znamej koncentracii, ktory sme do tejto prace
nezaradili z casovych dévodou.

Rovnako ako u hCPII ¢i hGCPIII, tak i u mGCPIII bola radiochemickou metodou
potvrdena a-glutamatkarboxypeptidazova aktivita, ktord je inhibovatelnd 2-PMPA.
Vzhladom k tomu, Ze na stanovenie vyslednej koncentracie proteinu bola V pripade
hGCPII a mGCPIII pouzita semikvantitativna metdda a meranie aktivity bolo uskuto¢nené
iba v duplikatoch, nemozno zo ziskanych vysledkov robit’ konkrétne zavery. Mozno len
povedat’, ze konverzia pre mGCPIII a hGCPIII je porovnatelna a zaroven priblizne 0 rad
niz§ia ako pre hGCPII. Pri¢ina poklesu tejto aktivity U proteinov GCPIII nie je zatial
znama (kap. 2.6.1.1.2). Na zaklade vysokej podobnosti hGCPIII s mGCPIII, je mozné
oCakavat’” podobnu pri¢inu poklesu a-glutamatkarboxypeptidazovej aktivity u obidvoch

proteinov.
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Pre detailn enzymovt charakteristiku mGCPII bude potrebné uskutocnit’
purifikaciu tohto proteinu vo va¢Som miere a ziskat’ tak vac¢sie mnozstvo proteinu, ktory sa

pouzije na presné urcenie kinetickych parametrov tejto proteazy.
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[ Zaver

e Zvybraného mysacieho tkaniva (jazyk) bola ziskanda DNA koédujica cely protein
mysacej GCPIII

e Metodou molekularneho klonovania bol pripraveny plazmid pMT/BiP/Avi/TEV/
/mGCPII1(36-740) kodujuci extracelularnu oblast mySacej GCPIII a plazmid
pTRE-Tight/mGCPI11(1-740) koédujtci cely protein mysacej GCPIII

e Bolo zistené, ze protilatka GCP-04 okrem l'udskej GCPIl aTludskej GCPIII
rozpoznava aj mysaciu GCPII1(1-740), zatial' ¢o protilatka GCP-3-02 rozpoznava
iba I'udsku GCPIII a nerozpoznava mysSaciu GCPII1(1-740)

e Extracelularna ¢ast’ mysacej GCPI11(36-740) bola exprimovana v hmyzich bunkach
a nasledne bola vycistend za pouzitia afinitnej chromatografie

e Bolo zistené, Zze extracelularna c¢ast mySacej GCPIII(36-740) vykazuje

a-glutamatkarboxypeptidazova aktivitu, ktora je radovo porovnatelna s aktivitou
l'udskej GCPI111(36-740)

60



Zoznam skratiek

[*HINAAG
2-PMPA
2-MPPA
7E11-C5.3
AMPA

bp

cAMP
CNS

COS bunky
CcVv

DDT

EPE

EST
EGFP

GABA
GCPII
GCPIII
GP15232

hGCPII

hGCPI1(44-750)

hGCPIII
HEK293

HRP

KO
LNCaP

mGCPII

N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat zna¢eny tritiem na glutamatu
2-(fosfonomethyl)pentandiova kyselina
2-(3-merkaptopropyl)pentandiova kyselina
mysacia monoklonalna protilatka proti GCPII
a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionat
pocet bazi (z angl. base pair)
cyklicky adenosin monofosfat
centralna nervova sustava
bunkova linia odvodena z oblicky z Maciaka zeleného
objem nosica (z angl. column volume)
dithioltreathol
(2S,3'S)-{[(3"-amino-3"-carboxy-
propyhhydroxyphosphinoyl]methyl} pentandiova kyselina
sekvencna znacka expresie (z angl. expressed sequence tag)
zosileny zeleno floreskujuci protein (z angl.enhanced green
fluorescence protein )
y-aminobutanova Kyselina
glutamatkarboxypeptidaza Il
glutamatkarboxypeptidaza |1l
2-[[[(hydroxypentafluororfenyl)methyl]fosfinoyl]methyl]
pentandiova kyselina
I'udska glutamatkarboxypeptidaza Il
extracelularna Cast’ l'udskej glutamatkarboxypeptidazy |1
I'udské glutamatkarboxypeptidaza 11
bunkovd linia odvodend zludskych embryondlnych
l'advinovych buniek (z angl. human embryonic kidney cell)
chrenova peroxidaza (z angl. horseradish peroxidase)
z angl. knocked-out
bunec¢na linia odvodena od metastaz karcinomu prostaty do
lymfatickych uzlin (z angl. lymph node carcinoma of the
prostate)

mysacia glutamatkarboxypeptidaza Il
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mGCPI11(1-740)
mMGCPI11(36-740)
mGIuR

NAAG

NAA

B-NAAG
NAALADaza
NAALADazaL
NMDA

PBDA

PBS

pGCPII

PSM'

PSMA

PSM-C
PSM-D
PSM-E
PSMA-like
rGCPII
VA-033

ZJ 43

cely protein mySacej glutamatkarboxypeptidazy Ill
extracelularna ¢ast’ mysacej glutamatkarboxypeptidazy |11
metabotropné glutamatové receptory
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
N-acetyl-L-aspartyl
N-acetyl-p-L-aspartyl-L-glutamat
z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase-like
N-methyl-D-aspartat
4,4’ -fosfinikova(butan-1,3-dikarboxylova kyselina)
fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
prasacia glutamatkarboxypeptidaza Il
alternativne zostrihnuta forma GCPII
membranovy antigen $peficicky pre prostatu (z angl. prostate-
specific membrane antigen)
alternativne zostrihnuta forma GCPII
alternativne zostrihnuta forma GCPII
alternativne zostrihnuta forma GCPII
Prostate-Specific Membrane Antigen-Like
potkania glutamatkarboxypeptidaza Il
2-[[benzyloxy(hydroxyl)fosforylJmethyl]pentandiova
kyselina
(S)-2-[3-[(S)-1-karboxy-3-methylbuthylJureo]pentandiova

kyselina.

62



Priloha

Zoznam pouZitych primerov

Néazev primeru Sekvence primeru
MT 5’-catctcagtgcaactaaa-3’
FmusratGCPIIIBstEII 5’-gcaggtgacccactcac-3’
BGH 5’-tagaaggcacagtcgagg-3’
M13reverse 5’-caggaaacagctatgac-3’
Fmus/ratGCPIIIBSstEII 5’-gcaggtgacccactcac-3’
Rmus/ratGCPIIBSstEII 5’-gtgagtgggtcacctge-3”
M13forward 5’-gtaaaacgacggccag-3’
oligo(dT),, 57- tttttttttttttttttttt-3”
FMNAIIEXST 5’- aaaggatccgaaacaactacttctgetgg-3’
FmusGCPlllvarc 5’-gtcagaggtactccctgacce-3”
RmusGCPIII 5’-gggacactgaccaatgtgttatag-3”
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