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1. Uvod

1.1. Obecny uvod

Glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII, E.C. 3.4.17.21) je transmembranovy
glykoprotein II. typu. Sklada se z kratké N-koncové intracelularni ¢asti, transmembranové
¢asti a dlouhé C-koncové extracelularni ¢asti. Patéi do rodiny metalopeptidas M28 podle
database MEROPS [1]. Pro tuto rodinu peptidas je charakteristickd pfitomnost dvou
katalytickych iontG zinku, které jsou ve struktufe proteinu vazany koordinaéné-
kovalentnimi vazbami na zbytky His, Glu a Cys. Jak jiZ z nazvu proteinu vyplyva, GCPII
patfi mezi exopeptidasy §tépici od C-konce peptidu, pfipadné proteinu.

Do této doby byly objeveny dva ptirozené substraty GCPII vyskytujici se v lidském
organismu. GCPII hraje vyznamnou roli jak pti fysiologickych dé&jich, tak pii
patologickych procesech v lidském organismu. Vyskyt tohoto proteinu v riznych lidskych
tkanich naznacuje i jeho jinou neZ pouze enzymatickou funkci. Stale vice se v literatuie
v souvislosti s GCPII pouziva termin ,,multifunkéni protein®. Vlastnosti a mozné vyuZziti
tohoto proteinu je zkoumano odborniky z riznych védeckych obort (urologie, neurologie,
dietologie aj.).

V souvislosti se vzrastajici dulezitosti GCPII, se stale vice pozornosti zaméfuje i na
blizké homology této proteasy. Zkouma se jejich exprese a mozna funkce v lidském
organismu. Tento vyzkum je zatim ve svych pocatcich, ale jeho Uspé€$ny rozvoj mize

pomoci zodpovédét mnoho otazek souvisejici s funkci a vlastnostmi GCPII.



1.2. Cil prace

1.2.1. Teoreticka ¢ast

e Vypracovat reSersi srovnavajici geny pro lidské homologni proteiny GCPII, GCPIII
a NAALADasuL a jejich expresi v lidskych tkédnich
e Pomoci informaci ziskanych z volné pfistupnych internetovych databazi provést

porovnani proteintt GCPII, GCPIIl a NAALADasyL na genové i proteinové€ urovni

1.2.2. Prakticka ¢ast

e Metodou molekularniho klonovani pfipravit plazmid kodujici extracelularni ¢ast
NAALADasyL spolu s N-terminalni His kotvou (HisNAALADasal(28-740))

e Vyprodukovat tento protein v bakteriich Escherichia coli

e Vycistit ziskany protein na kolonce obsahujici Ni-NTA agarosu

e Provést ovéfeni specifity a citlivosti polyklonalni a monoklondlnich protilatek

ziskanych po imunizaci mysi purifikovanym proteinem



1 4

2. Teoreticka ¢ast

2.1. Glutamatkarboxypeptidasa I1

2.1.1. Historie studia GCPII

GCPII se fadi k relativné ,,mladym* proteinim. Navzdory tomu je jeji minulost
plna zvrath a piekvapeni. Prvni prace o ni se objevila vroce 1987 [2]. V té dob€ vSak
protein nebyl nazvan GCPII, nybrz NAALADasa. Tento nazev vychazel z proteolytické
aktivity enzymu, jenz $tépil slouceninu NAAG (N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat) na NAA
(N-acetyl-L-aspartat) a L-glutamat, a je odvozen od anglického vyrazu N-acetyl-alpha-
linked-acidic-dipeptidase. Ve stejném roce publikovali Horoszewicz et al. praci o
monoklonalni protilatce, kterou ziskali po imunizovani mys$i buitkkami LNCaP (z angl.
lymph-node carcinoma of the prostate) [3]. Protilatka byla nazvana 7E11-C5.3 a protein,
ktery specificky rozpoznavala PSMA (z angl. prostate specific membrane antigen). V roce
1991 Halsted et al. objevily novy enzym ve stievech prasete a ¢loveéka. Tento enzym
odstépoval L-glutamat s folylpoly-y-L-glutamatu (kyseliny listové) a byl proto nazvan
BBFH (z angl. brush-border folate hydrolase), pozd€ji se zafalo vice pouZivat oznaceni
FOLH (z angl. folate hydrolase) [4]. N&kolik let probihal vyzkum téchto proteint naprosto
nezavisle. Teprve v roce 1996 se objevili dvé publikace, které se zabyvaly pfibuznosti a
podobnymi biochemickymi vlastnostmi vSech ti proteind [5,6]. Po zvefejnéni
zminovanych praci zacalo byt o PSMA, NAALADase a FOLH uvazovano jako o jednom a
témZe proteinu. Timto slou¢enim ,,tf” proteinti v§ak vznikl ndzvoslovny problém. Pokus o
jeho vyteseni pfiSel vroce 1998, kdy Luthi-Cater et al. navrhli pouZivat jméno
glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII) [7]. Tento nazev byl posléze schvalen IUBMB
(z angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology). Cast védecké
spole¢nosti nazev piijala, ale mnoho urologi stale pouziva nazev PSMA a neméné velka
¢ast neurobiologl piln€ badé na proteinu zvaném NAALADasa.

V této praci bude pouZivan nazev schvaleny a doporu¢eny IUBMB a pouze tam,
kde by to naruSovalo logickou plynulost a spojitost textu, bude vyuzito n€které z dalSich
jmen GCPIL



2.1.2. Funkce GCPII v lidském téle

GCPII byla postupem ¢asu detekovana v riznych ¢astech lidského téla. Ve vétSiné
z nich v8ak jeji role neni doposud znama. Ve védecké literatufe 1ze nalézt mnoho praci
zabyvajici se expresi GCPII (jak na urovni mRNA, tak proteinu). Vysledky dosaZené
riznymi skupinami se vSak Casto li$i, coZz muze byt zplUsobeno riznymi detekénimi
metodami ¢i rozdilnou piipravou preparatu.

Exprese GCPII v mozkové tkani byla doposud u ¢lov€ka prokazana pouze
v gliovych burikach — astrocytech [8], kde tato proteasa slouzi jako molekula hydrolysujici
peptidovy neurotransmiter NAAG na NAA a L-glutamat (viz obr. 1) [2]. NAAG selektivné
aktivuje metabotropni glutamatovy receptor mGluR3 a navic funguje jako slaby agonista
ionotropniho glutamatového receptoru NMDA [9,10]. Pusobi tedy jako tlumivy
neurotransmiter. Jeho St€penim vznikd nejrozSifenéjSi excitatni neurotransmiter
L-glutamat. Z dosavadnich pokusid vyplyva, Ze inhibice GCPII ma na zvifecich modelech
neuroprotektivni u€inky (napf. pfi mozkové mrtvici ¢i amylotrofické laterarni skleroze)

[11,12].
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Obr. 1: Schéma §t€peni NAAGu na NAA a L-glutamat.

V tenkém stievé hraje GCPII dilezZitou roli pti vstiebavani folatu (pteroyl-L-
glutamatu znamého spiSe jako kyselina listova) ze stravené potravy [13]. GCPII je
exprimovana na apikalni stran¢ epitelidlnich buné€k tenkého stfeva [14], kde z pteroylpoly-
y-L-glutamamatu, ziskaného v potrav€, postupné odstépuje koncové L-glutamaty
(viz obr. 2, str. 5). Pteroyl-L-glutamat je poté absorbovan epitelialnimi butikami a vyuzivan
organismem. Podobnou funkci zastavd GCPII pravdépodobné i v tubularnich kanalcich

ledvin, kde byla také pozorovana jeji exprese [15].
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Obr. 2: Schéma znazoriujici od$tépeni jednoho L-glutamatu z molekuly folylpoly-y-L-glutamatu.
Pocet glutamatli navazanych na folat se b&zné pohybuje kolem 5-7.

GCPII je siln€ exprimovana v riznych druzich nadorovych tkani. Predevsim to jsou
epitelidlni bunky prostaty, kde je jeji exprese fadov€é vys$i neZ v jinych zdravych i
nadorovych tkéanich [5]. I kdyZ je exprese tohoto proteinu u karcinomu prostaty zkoumana
témer 20 let, stale se o pravé funkci GCPII pii vzniku a vyvoji této nemoci miiZzeme pouze
dohadovat [16,17]. Nehledé¢ na neznalost pravé funkce GCPII, je nyni tento protein
testovan a Caste¢né 1 vyuzivan jako diganosticky a terapeuticky marker karcinomu prostaty
[18,19]. Exprese GCPII byla nedavno objevena v endothelialnich burikdch neovaskulatur
nadorid [20]. PfestoZe vyslo nékolik praci zkoumajici ulohu GCPII v té€chto endothelidlnich

butikach [21], jeji pfesna funkce je zatim stale nejasna.

2.1.3. GCPII jako multifunkéni enzym

Z ptedchozich odstavci je patrné, Ze GCPII nemusi slouZit pouze jako proteasa
Stépici NAAG a pteroylpoly-y-L-glutamat. Jeji prozatim neobjasnénd funkce pfi
nadorovych procesech poukazuje na dalsi, dosud neobjevené vlastnosti tohoto proteinu.
Schopnost internalizace [22], zvySeni rychlosti internalizace pii navazani protilatky
s extracelularnim epitopem [23], interakce s aktin vazajicim proteinem filaminem A [24] a
sekvenéni podobnost s transferinovym receptorem vede k pfedpokladu, ze by GCPII mohla
mit receptorovou funkci, ¢i hrat dosud neobjasnénou roli v bunééné signalizaci, ptipadné
adhezi [25].



2.2. Lidské homology glutamatkarboxypeptidasy I1

2.2.1. Obecny uvod k lidskym homologiim GCPII

V genomu ¢lovéka je lokalizovan gen pro glutamatkarboxypeptidasu II (FOLH1)
na krat§im rameni jedenactého chromosomu, pfesnéji v pozici 11p11-p12 [26] (pivodné
byl gen nespravné lokalizovan na del$im rameni chromosomu 11 v pozici 11q14 [27]).
Kratce po urceni spravné lokalizace genu FOLH1 se objevili dvé prace popisujici jeho
deleci u mysi. Bacich et al. v roce 2002 publikovali, Ze ztrata tohoto genu neni pro mysi
embryo letdlni [28]. Naproti tomu Tsai et al. ve svém ¢lankt uvadéji o rok pozdéji pravy
opak [29]. Tyto vzajemné se vylucujici vysledky, i problémy s lokalizaci genu pro GCPII,
vedly védce k hledani moznych homologti GCPII jak u ¢lovéka, tak u jinych Zivoéisnych
druht.

Vroce 1997 Shneider et al. pulikovali objev nové peptidasy nachazejici se ve
stfevni sténé€ (pfesnéji v fasinkovém epitelu) potkana a ¢loveéka [30]. Protein pojmenovali
1100. Ziskali a osekvenovali celou potkani a ¢ast lidské cDNA kodujici 1100. Porovnanim
nukleotidové sekvence kodujici 1100 s cDNA kédujici potkani GCPII (tehdy ozna¢ovanou
NAALADasa) a lidskou GCPII (znamou jako PSMA) se zjistilo, Ze jsou si proteiny na
urovni DNA vysoce podobné. Pielomovou praci v oblasti lidskych homologti GCPII byla
bezesporu prace Pangalos et al. z roku 1999 [31]. Ten se svym tymem izoloval a
biochemicky charakterizoval dva lidské homology GCPIL. Jeden, jiZ zminény protein 1100,
byl nazvan NAALADasa-like (NAALADasal). Druhy protein byl nazvan NAALADasall
(dnes se vice pouziva ndzev GCPIII). Po zvetejnéni této prace byla nasledné ziskana i mysi
forma GCPIII [32].

V poslednich letech se objevilo n€kolik praci popisujici dalsi homology GCPIL
PSMA-like (PSMAL), jehoZ gen PSMAL se také nachazi na chromosomu 11 a vykazuje
98% homologii s genem FOLH1. Tento gen vSak postrada ¢ast promotoru, cely prvni exon
a cast prvniho intronu genu FOLH1. Diky tomu by protein vznikly jeho pfekladem
postradal N-koncovou ¢ast a pravdépodobné by nevykazoval enzymatickou aktivitu [33].
Dale byly neddvno popsany proteiny blood plasma glutamate carboxypeptidase (PGCP)
[34] a NAALADase-like2 (NAALADasal2) [35].

Na genové urovni vykazuje gen FOLH1 nejvétsi homologii s geny PSMAL a
NAALAD?2. Pokud se v§ak zaméfime vice na protein vznikly z daného genu, jsou dvéma

nejbliz§imi homology GCPII proteiny GCPIII a NAALADasal. Oba tyto proteiny



obsahuji vSechny tfi proteasové domény uréené u GCPII [36]. Mohly by tudiZ alesporl
teoreticky vykazovat podobnou enzymovou aktivitu jako tato proteasa (v ptipadé¢ GCPIII u
,knock-outované* mysi tomu tak pravdépodobné je [28]). V nasledujicich odstavcich

budou vyrazem ,,homology* ozna¢ovany pouze tyto dva proteiny.

2.2.2. GCPII a jeji lidské homology na irovni DNA

2.2.2.1. Umisténi genu v lidském genomu 1124.1 11q24.3
VSechny tfi proteiny (GCPII, GCPIII a 11q23.2
NAALADasal) jsou kodovany geny na ”q22'3”q22.1
11. chromozomu (viz obr. 3) [31]. Nazvy proteint, NAALAD? 11g14.3
jim pfisluSicich genl a jejich pfistupova ¢isla v lql3. 411q14'1
databazi GenBank jsou shrnuty v tab. 1. 11q13.2
Ptitomnost geni NAALAD2 a NAALADLI Vv NAALADLI Hal23 g2
oblasti 11ql2-14 spolu s genem PSMAL FOLHI 11p11.12
(pfistupové &islo NP _710163), ktery je umistén lpl2
také v této oblasti a ma 98% identitu s GCPII, Pl o143
vedla pravdépodobné k potizim pti lokalizaci genu 11p15.2
11pl15.4

pro GCPII a zna¢né zktiZené reaktivité pravé na

tomto useku chromosomu 11 [26,27]. Obr. 3: Genomovi lokalizace lidské GCPII a
jejich homologii na chromozomu 11.

Tab. 1: Zakladni informace o genech kédujicic GCPII a jeji homology.

, . . Ptistupové ¢&islo Localizace Pfiblizna velikost
Nazev proteinu Nézev genu o
v databazi GenBank  na chromosomu genu (bp)
GCPII FOLH1 Q04609 11pl1.2 62 000
GCPIII NAALAD2 Q9Y3Q0 11q14.3 58 000
NAALADasal NAALADLI Q9UQO! 11q12 14 000

2.2.2.2. Exon-intronova struktura

Gen FOLH1 byl zmapovan v roce 1998 [26]. Exon-intronové uspofadani tohoto
genu bylo uréeno na zakladé srovnavaci analyzy genu a cDNA kddujici GCPII pomoci
programu BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Zacatky a konce intronovych
sekvenci vymezuji GT-AG pary.



Ackoliv publikace popisujici gen FOLH1 vysla jiz vroce 1998, neobjevila se
doposud ve védecké literatufe prace charakterizujici podobnym zptisobem geny
NAALAD2 a NAALADLI. Proto jsme se rozhodli pfislusnou analyzu provést sami.
V databazi GeneBank jsme vyhledali pfislusné geny, jim piislusici cDNA (geny a jejich
pfistupova Cisla jsou uvedena v tab. 1, str. 7). Provedla se jejich analyza pomoci programu
SPIDEY (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/) a urily se pifesné
polohy a velikosti exonovych i intronovych ¢asti danych gend. V tab. 2 jsou zobrazeny
pocCty a velikosti exond, které koduji proteiny GCPII, GCPIII a NAALADasuL. V§echny
popsané exony spliiuji pravidlo GT-AG pari.

Tab. 2: Pofet a velikost exonovych isekid v genech kédujicich proteiny GCPII, GCPIII a
NAALADasuL.

velikost exonového tseku (bp)
exon

GCPII GCPIII NAALADasaL

1 379 82 201
2 106 112 173
3 187 187 122
4 102 102 123
5 126 126 284
6 187 187 105
7 94 94 86
8 99 99 120
9 86 86 86
10 120 120 64
11 83 83 66
12 64 64 94
13 68 68 91
14 92 92 82
15 91 91 174
16 265 265 88
17 82 82 93
18 93 93 635
19 311 1047

O’'Keefe et al. ve své praci publikovali n¢kolik rozdili mezi genovou sekvenci a
sekvenci cDNA [26]. V tab. 3, str. 9 jsou shrnuty rozdily zji§t€éné pii porovnavani genu
NAALAD?2 s cDNA kodujici GCPIIIL. Ani jedna ze tii mutaci by vSak neovlivnila ptipadné
vznikly protein, jelikoZ se ve dvou piipadech jedna o tiché mutace a v tietim je rozdilnost
umisténa az za ,stop“ kodonem. Pii srovnavani genu NAALADL]1 scDNA

NAALADasyL nebyly zjistény zadné rozdily.



Tab. 3: Rozdily v exonové sekvenci mezi genem NAALAD?2 a ¢cDNA kédujici GCPIIL.

Zména umisténi mutace v
Exon Zmeéna gen-cDNA aminokyseliny <DNA
2 ACG-ACA ticha mutace (Leu) 111
16 TTG-TTA ticha mutace (Thr) 1836
19 delece TT za ,stop* kodonem 2375-6

Na obr. 4 jsou vidét schématicka znazoméni vSech tii gent a jejich exonil. Gen
NAALADLI1 se od druhych dvou li$i pfedev§im tim, Ze ma 18 exonli na rozdil od gent

FOLH1 a NAALAD?2, kter€ jich maji 19 a mensi velikosti intronovych sekvenci.

FOLHI1
€49 186798 ] (62 kbp) < 49 124 763]
5 13
H } } H—4 =t H—t—
NAALAD?2
[89 507 530» (58 kbp) [89 565 424»
5t 3
——++—H+ H—+t—+ L
NAALADLI
«64 582 585 (14 kbp) €64 568 871]
5% 43"
HH—8—H H-—En-a
ll exonova sekvence — intronova sekvence [ sekvence nepiekladajici se do hnRNA

Obr. 4: Schématické znizorn¥ni genii FOLH1, NAALAD2 a NAALADLI. Cisla na zagatcich a koncich
sekvence ur¢uji polohu genu na chromosomu 11.

2.2.2.3. Promotory a enhancery

Promotor je tsek genomové DNA nachazejici se v blizkém okoli pocatku
transkripce DNA a slouZi k zapoceti, pfipadné urychleni frekvence transkripce genu, pied
nimZ se vyskytuje. Enhancer je Gsek genomové DNA ovliviiujici promotor ur€itého genu.
Jeho umisténi vzhledem k promotoru neni omezeno.

Gen koédujici GCPII neobsahuje nejb&znéjsi promotor u eukarytickych organismi
TATA box, ale pomoci nékolika predikénich programii byly zjiStény mozné druhy
promotord, které by mohly Fidit expresi tohoto proteinu [26,37]. Navic byl objeven

enhancer nazvany PSME (z angl. prostate specific membrane enhancer), ktery se nachazi



ve tfetim intronu samotného genu FOLH1 a je pravdépodobné zodpovédny za zvySenou
expresi GCPII pii karcinomu prostaty [38].

Pfitomnost, poloha a typ promotord, respektive enhanceri v genech NAALAD?2 a
NAALADLI zatim ¢eka na své popsani.

2.2.2.4. Srovnani nukleotidové sekvence cDNA

Z porovnani cDNA kdédujici piislusné proteiny plyne, Zze GCPIII je na urovni
cDNA vice homologni s GCPIl, nez NAALADasal sobéma dal§imi proteasami
(viz tab. 4).

Tab. 4: Hodnoty identity cDNA kédujici GCPII, GCPIII a NAALADasul.. (vypocet byl proveden
pomoci programu Vector NTI Advanced Software).

GCPII GCPIII NAALADasaL
GCPII - 70.4% 49.4%
GCPIII 70.4% - 49.9%
NAALADasaL 49.4% 49.9% -

2.2.3. GCPII a jeji lidské homology na irovni RNA

2.2.3.1. Transkripce mRNA v riznych lidskych tkanich

Existuje né€kolik mozZnych biochemicky metod, jimiZz lze stanovit pfitomnost
specifické mRNA v tkani. Dvémi zékladnimi jsou Northern blot a metoda vyuzivajici
polymerasové fetézové reakce (RT-PCR, z angl. reverse transcription polymerase chain
reaction). Metoda RT-PCR je obecné citlivnéj§i a ma fadu modifikaci jako napf. nested
PCR, seminested PCR ¢i Q(RT)-PCR (quantitative (real time)-PCR). Nejnovéjsi metodou
vyuzivanou pro analyzu mRNA jsou tzv. DNA ¢ipy. Pfi této metod¢ jsou nasyntetizované
oligonukleotidy uchyceny na povrch DNA ¢ipu. Bunééna cDNA je oznacena a nasledné
umisténa na ¢ip, kde se hybridizuji pouze takové cDNA, které jsou komplementarni
s nasyntetizovanymi oligonukleotidy. Touto metodou se dé sledovat exprese mRNA
kédujici veskeré proteiny v burice.

Prvni studie zabyvajici se expresi mRNA kodujici GCPII byla publikovana v roce
1994 [39]. Tehdy byla mRNA detekovana pomoci radioaktivné znafené komplementarni
DNA. Velka exprese byla nalezena v prostaté, mensi v mozku, slinnych Zlazach a tenkém
stievé. Vroce 1998 provedli Reneberg et al. obdobnou studii, ale za pouziti techniky
RT-PCR. Touto metodou byla ptitomnost mRNA kédujici GCPII prokézana v jiz dfive
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publikovanych tkanich, ale navic také ve varlatech, srdei, plicich, ledvinach, slezin€ a
Stitné zlaze [40].

Exprese mRNA kodujici protein NAALADasaL byla popsana ve dvou publikacich.
Shneider et al. pouzili techniku radioaktivné znagené protilatky [30] a Pangalos et al.
vyuzili metody RT-PCR [31]. Zatimco v prvnim publikaci byla detekovana mRNA pouze
v dolni ¢asti tenkého stieva (ileu), v druhé byla mRNA detekovana ve vice druzich tkani.

Pangalos et al. navic jako jedini publikovali podobnou studii i s mRNA kédujici
GCPIII. Metodou radioaktivné znac¢ené komplemetarni DNA detekovali mRNA ve varleti,
vajecnicich a prostat€. Pouzitim RT-PCR ziskali po 35 cyklech positivni vysledek u
velkého poctu tkani. Vysledky jimi publikované jsou shrnuty v tab. 5.

Tab. 5: Exprese mRNA kédujici GCPII, GCPIII a NAALADasuL v riiznych lidskych tkanich
stanovena metodou RT-PCR. Symboly : - ... Zadna produkce; + ... mima produkce; ++ ... dobfe viditelna
produkce; +++ ... velika produkce. Pfevzato z {31].

&
o
0 = © o) %
5 | E| 3| 2| sl s z| s 3
“l Sl g|lgl | E|lS|E|lE|E|lS8|le|E|E|2]| S|
2 3|2|2|ls|2 2|2 2|5 |z2|5|%8|8|8|%|¢
g ||| 2 lg|gl 2|l S|E|2|E|5
o T |E| S| 2 e > | & g
o) ~
a,
GCPII 25| - - - + + - + - -+ ] - - - - -
GCPIlI 25| - - - - - - - - - . - -
NAALADasal. | 25 | - - - - - - - - - - - - - - . -
GCPII 30 | + - B I e O I I o + [+++] + + - - - -
GCPIII 30| - -] - - - S T T R T iy (T T e
NAALADasalL | 30 | - + - - - - + - + - + + - - - -
GCPII 35 [+++ | + | + [+ || A | | | - ]+
GCPIII 35| ++ |4+ | + |+ | A [ | A | [ A+ |+ |+
NAALADasalL | 35 - + + + + + |+ |+ || [ |- +

Jelikoz primery pouzité pti RT-PCR obsahovaly 25-30 bazi, je mozZnost zkfizené
reaktivity mezi riznymi mRNA znaéné mala, i kdyZ pti vysSich poétech cyklu ji nelze
uplné vyloudit. Na agarosovych gelech je v piipad¢ GCPII a GCPIII vidét vzdy jen jeden
ziskany produkt (aZ na dvojpruh viditelny po 35 cyklech u GCPII ve slinivce biisni).
Naproti tomu u NAALADasyL jsou vSechny produkty ziskané RT-PCR ve tfech rizné
dlouhych formach, coz miZe ukazovat bud’ na rizné sesttihové varianty mRNA nebo na

malou specifitu primert.

11




Druhd mozZnost, jak porovnat expresi mRNA kédujici GCPII, GCPIII a
NAALADasuL spoc¢iva v pouziti ESTs (z angl. Expressed Sequence Tags). ESTs jsou
kratké (400-600 bazi) osekvenové ¢asti cDNA. Samotnd metoda vykazuje relativné veliké
procento chyb (pfiblizné 2%) a spoiva v pievedeni veSkeré mRNA z dané tkané na
cDNA. Tyto cDNA jsou poté klonovany do plazmidu a sekvenovany pouze jednim
primerem. Diky pouziti pouze jednoho primeru je tato metoda relativné levna a v dnesni
dobé z vétsi Casti automatizovana. Piislusné sekvence cDNA se shromazd'uji v databazi
UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) a slouzi k riznym ucelim. Mimojiné
umoZnuje tato databaze zobrazit pocet ESTs, které odpovidaji cDNA pro dany protein.
Toto ¢islo porovnané s celkovym pocétem osekvenovanych ESTs z urCité tkané udava
relativni Cetnost piepisu genu pro dany protein a navic umozni pfedpovédét v jaké tkani se
da exprese tohoto proteinu ocekavat. Databaze UniGene vSak nabizi mnohem vice funkci,
nez pouhé porovnani exprese mRNA (shrnuto v [41]). V tab. 6 jsou uvedena porovnani
po¢tu ESTs pro GCPII, GCPIIl a NAALADasuL v zavislosti na typu tkané, zdravotnim

stavu a vyvojovém stadiu ¢lovéka.

Tab. 6: Porovnani exprese mRNA koédujici GCPII, GCPIII a NAALADasuL u ¢lovéka pomoci ESTs.
Data jsou pfevzata z databiaze UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene). U nazvu proteinu je v

zavorce vzdy uvedeno kddové oznadeni daného proteinu v databazi UniGene. Data byla aktudlni ke dni
24.4.2007.

Rozdéleni podle typu tkané GCPII (Hs.654487) GCPIII (Hs.503560) INAALADasaL (Hs.13967
tukova tkaf 0 0o/ 121M 0 0o/ 12777 e 1/ 12777
nadledviny 0 0 / 32215 0 0 / 32215 0 0 / 32215

ascit 0 0 / 40022 0 0 / 40022 0 0 / 40022
mocovy méchyt 0 0/ 29175 0 0 / 29175 0 0/ 29175
krev 0 0 / 119874 0 0 / 119874 ||16 @ 2 / 119874

kost 13 & 1 / 71667 13 @& | / 71667 0 0 / 71667
kostni dfen 0 0 / 47392 0 0 / 47392 21 @ 1/ 47392
mozek 72 @ 65 / 890811 16 @ 15/ 890811 3 3 / 890811
pochva 0 0 / 47558 0 0 / 47558 2@ 2/ 47558
hlemyzd’ (vnitini ucho) 0 0 / 16098 62 @ 1 / 16098 0 0 / 16098
tlusté stfevo 5 1/ 181250 5 1/ 181250 {| 11 * 2 / 181250
pojivova tka 13 & 2 / 145437 6 1/ 145437 0 0 / 145437
hlavovy nerv 0 0 / 18109 0 0 / 18109 5@ 1/ 18109
embryonalni tkan 0 0 / 194985 30 @ 6 / 194985 0 0 / 194985
jicen 0 0 / 18916 0 0 / 18916 0 0 / 18916

oko 0 0 / 199696 10 & 2 / 199696 ||45 @ 9 / 199696

srdce 0 0 / 87149 0 0 / 87149 0 0 / 87149
ledvina 33 @ 8 / 206123 0 0 / 206123 ||14 W 3 / 206123
hrtan 0 0 / 24256 0 0 / 24256 0 0_/ 24256
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Rozdéleni podle typu tkiné GCPII (Hs.654487) GCPIII (Hs.503560) | INAALADasaL (Hs.13967
jatra 15 @ 3 / 197800 s w1/ 197800 || 0 0 / 197800
plice 0 0 / 333931 0 0 / 333931 ||11 @ 4 / 333931
lymfaticka tekutina 0 0 / 44428 0 0 / 44428 0 0 / 44428
lymfaticka uzlina 0 0 / 90609 0 0/ 90609 []11 @ 1 / 90609
prsni Zlaza 6 1 / 151863 0 0 / 151863 }] 0 0 / 151863
Usta 15 @ | / 62897 0 0 / 62897 f| o 0 / 62897
sval 18 @ 2 / 106514 9 @ 1/ 106514 }] o 0 / 106514
periferni nervova tkan 191 @ 3 / 15645 0 0/ 15645 ||63 @ 1 / 15645
vaje¢niky 9 @ | / 101128 0 0 / 101128 }] 9 @ 1 / 101128
slinivka b¥igni 0 0 / 214089 0 0 / 214089 |] 0 0 / 214089
pFistitna téliska 0 0 / 20554 0 0 / 20554 0 0 / 20554
hltan 0 0 / 41803 0 0 / 41803 ||23®® 1| / 41803
hypofyza 0 0 / 16586 ||301 @ 5 / 16586 0 0 / 16586
placenta 0 0 / 281155 7 = 2/ 281155 ] 0 0 / 281155
prostata 184 @ 35 / 189548 || 26 @ 5 / 189548 [{21 @ 4 / 189548
slinné 2lazy 49 @ | / 20254 0 0 / 20254 0 0 / 20254
kuze 0 0 / 186159 0 0 / 186159 |} 0 0 / 186159
tenké stfevo 0 0 / 43311 0 0 / 43311 jlac@ 2 / 43311
slezina 133 @ 7 / 50510 19 @ 1 / 50510 0 0 / 50510
zaludek 0 0 / 95320 0 0 / 95320 0 0 / 95320
varle 0 0 / 337730 || 56 @ 19 / 337730 || 2 1/ 337730
brzlik 0 0 / 74105 0 0 / 74105 0 0 / 74105
§titna zlaza 0 0 / 47348 0 0 / 47348 0 0 / 47348
mandle 0 0 / 17026 0 0/ 17026 ||ss @ 1 / 17026
pridusnice 0 0 / 46887 0 0 / 46887 0 0 / 46887
pupeni $itra 0 0 / 13515 0 0/ 13515 Ho 0 / 13515
déloha 21 @ 5 / 228444 4 1/ 228444 || 4 #® 1 / 228444
cévy 0 0 / 49597 0 0/ 49597 |]20 @ 1 / 49597
celé télo 0 0 / 43023 0 0 / 43023 |4 @ 2 / 43023
cely mozek 37 @ 5 / 133484 || 220 @ 3 / 133484 | 0 0/ 133484
Rozdéleni ";‘;‘l‘!’d"""““” GCPII (Hs.654487) GCPIII (Hs.503560) | INAALADasaL (Hs.13967
nador nadledvin 0 0 / 12703 0 0 / 12703 0 0 / 12703
nador kosti 0 0/ 9975 10 @ 1 / 99675 0 0 / 99675
nédor prsu 10 @ | / 93020 0 0 / 93020 0 0 / 93020
nador délozniho kréku 0 0 / 33938 0 0 / 33938 0 0 / 33938
nador tlustého stieva 8 1 /7 112359 8 1 /7 112359 |} 0 0 / 112359
nador jicnu 0 0/ 16386 0 0 / 16386 0 0/ 16386
néador zazivaciho traktu 0 0 / 119030 0 0 / 119030 || 0 0 / 119030
nador zarode¢nych bunék 0 0 / 254527 19 @ 5 / 254527 0 0 / 254527
nador gliovych bunék 37 @ 4 / 106450 0 0 / 106450 |] 0 0 / 106450
nador hlavy a krku 7 1/ 133267 0 0 / 133267 }} 0 0 / 133267
nador ledvin 4 @ 3 / 67205 0 0 / 67205 0 0 / 67205
leukémie 0 0 / 93575 0 0 / 93575 0 0 / 93575
nador jater 11 & 1 / 8810l 11 & | / 88101 0 0 / 88101
nador lymfatickych uzlin 0 0 / 72121 0 0/ 72121 0 0/ 72121
mozkovy nador ncgliového 0 0/ 128043 || 7 1 7/ 128083 || 0 0 / 128043
puvodu
nenadorova tkan 77 @ 7 / 90133 0 0 / 90133 0 0 / 90133
zdrava tkap 2 @ 72/ 3231433 || 18 4@ 60 / 3231433} 12 @ 41 / 3231433
nador vaje&niku 13 @ 1 / 76097 0 0/ 76097 [|13 @ 1 / 76097
nador slinivky bigni 0 0 / 104989 0 0 / 104989 || 0 0 / 104989
nador prostaty 270 @ 30 / 111050 0 0 / 111050 }] 0 0 / 111050
nador dychaciho traktu 0 0 / 103597 0 0 / 103597 0 0 / 103597
retinoblastom 0 0 / 46485 0 0 / 46485 0 0 / 46485
nador kiize 0 0 / 124880 0 0 / 124880 |] 0 0 / 124880
nador pojivovych tkani a svald IS @ 2 / 125478 7 @ 1/ 125478 |] 0 0 / 125478
nador mo¢ového méchyte 0 0 / 26381 0 0 / 26381 0 0 / 26381
nador délohy 33 3/ 90251 0 0 / 90251 0 0 / 90251
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Rozdéleni podle vyvojového GCPII (Hs.654487) GCPIII (Hs.503560) | {NAALADasaL (Hs.13967
§!g§|g
embryo 0 0 / 179566 || 27 @ 5 / 179566 || 11 @ 2 / 179566
embryoid 0 0 / 70535 14 @ |/ 70535 0 0 / 70535
plod 9 @ 5 / 553710 || 23 @ 13/ 553710 || 9 @™ 5 / 553710
novorozené (mladsi nez 4 tydny) 0 0 / 26593 0 0 / 26593 0 0 / 26593
koienec (mladsi nez 3 roky) 0 0 / 21845 0 0 / 21845 [{o 0 / 21845
adolescent (mladsi nez 17 let) 0 0 / 53891 13 ® [, 5339] 18 @ | / 53891
dospély (17 let a starsi) 26 @ 50 / 1909841 || 9 @ 18/ 1909841 |] 5 @ 10 / 1909841
Legenda :
nervové tka 191 @ 3 / 15645
vaje¢niky /,9 ™ )./ 1011284
podet transkriptti na 1 milion (TPM) / celkovy po&et EST v dané tkani

intenzita tetky imérna TPM pocet EST daného genu

2.2.3.2. Alternativni sestifih mRNA

Bylo prokazano, Ze existuji nejméné tfi rizné formy mRNA vzniklé alternativnim
sesttihem, které koduji GCPII [42,43]. Jejich oznadeni a velikosti jsou shrnuty v tab. 7.
Nejzajimavejsi se zda byt zkracena forma PSM', ktera se vyskytuje v epitelidlnich buiikach
prostaty a jeji pomér k nezkracené formé¢ PSMA byl oznacen terminem ,,tumor index* a

slouzi ke stanoveni stupné dediferenciace a agresivity karcinomu prostaty [42,43].

Tab. 7: Riizné formy mRNA kédujici GCPIIL

Oznaceni formy mRNA Velikost fetézce (bp) _VehkOSt a Poloha
"vysttizené" &asti fetzce (bp)
PSMA (GCPII) 2653 -
PSM® 2387 114-380 (266)
PSM-C 2520 247-380 (133)
PSM-D 2488 215-380 (165)

Ve vsech tfech pfipadech alternativnich sestfihi mRNA pro GCPII je vystépen
,start kodon ATG (poloha 262-264), a tudiz, pokud dochazi k translaci sestfizenych
forem, bude zadinat aZ na dal$im ,start* kodonu ATG (poloha 433-435). Toto pfesunuti
,,start kodonu by mélo za nasledek ztratu jak intracelularni, tak transmembranové Casti
proteinu a dany transkript by byl pravdépodobné cytosolicky protein.

Do této doby nebyly publikovany Zadné informace o mozny alternativnich forméch
GCPIII. Oproti tomu Pangalos et al. ukazuji nékolik deleci a inzerci, které objevili pfi

amplifikaénich reakcich s cDNA kodujici NAALADasuL (viz tab. 8, str. 15) [31].
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Tab. 8: Inzerce a delece pozorované pfi amplifika¢nich reakcich s mRNA kédujici NAALADasuL. U
delece oznatuji ¢isla polohu zacatku a konce vloZené sekvence bazi ve zménéné mRNA, u inzerce oznaCuji
¢islo baze, za kterou je vloZena nova sekvence bazi. Jako baze ¢islo 1 je oznagen adenin ve “start” kodonu.
AMK -aminokyselin. P¥evzato a upraveno z [31].

zména &teciho ramce

typ a pofadi zmény poloha zmény (velikost vysledného proteinu)
delece 1 497-619 ne (699 AMK)
delece 2 903-1007 ne (705 AMK)
delece 3 1525-1615 ano (522 AMK)
delece 4 1525-1697 ano (544 AMK)
inzerce 1 1094 ne (791 AMK)
inzerce 2 1697 ano (578 AMK)
inzerce 3 1870 ano (645 AMK)

Podobné¢ jako mRNA koédujici GCPII obsahuje dalsi ,,start“ kodon, od kterého
zaCina translace zkracené formy, ma mRNA koédujici GCPIII i NAALADasuL ve své
sekvenci n€kolik moznych ,,start” kodont, od kterych by mohla zaédit transkripce ptipadné
zkracené formy mRNA.

Na zavér tohoto oddilu je nutné pfipomenout, Ze pfitomnost piislusné mRNA jesté

nevypovida o expresi proteinu.
2.2.4. GCPII a jeji lidské homology na urovni proteinu

2.2.4.1. Struktura GCPII a jejich lidskych homologu

GCPII, GCPIII i NAALADasalL jsou transmembranové proteiny II typu. To
znamend, Ze obsahuji velikou extracelularni C-koncovou ¢ast a malou intracelularni
N-koncovou ¢ast. Velikosti jsou si tyto proteiny velice blizké a li§i se zejména délkou
svych intracelularich ¢asti (viz tab. 9).

Tab. 9: Zakladni informace o po¢tu aminokyselin v molekulach GCPIL, GCPIII a NAALADasaL. Data
prevzata z [8,31,36].

nézev proteinu celkovy pocet pocet aminokyselin v intracelularni /  relativni hmotnost
aminokyselin  transmembranové / extracelularni &asti proteinu (kDa)
GCP 11 750 19/24/707 97*
GCP 111 740 7/24/709 95*
NAALADasalL 740 5/22/713 95%

* zna¢i hmotnost postransla¢né modifikované extracelularni &asti daného proteinu, uréenou imunodetekci po
ptenosu na membranu
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K prvnimu pokusu o popis struktury GCPII doslo v roce 1997 [44]. Autofi ¢lanku
tehdy vyuzili pfibuznosti GCPII s jinymi proteasami niz§ich organismu jejichZ struktura jiz
byla znama. Ale teprve rentgeno-strukturni analyza vykrystalované extracelularni ¢asti bez
substratu [45,46], se substratem (NAAG) nebo vysoce u¢innym inhibitorem (2-PMPA,
GPI-18431) [36] vedla k pfesnému popsani extracelularni ¢asti GCPII. Ta se sklada ze tfi

domén (proteasové, apikalni a C-terminalni) (viz obr. 5).

Obr. 5: Struktura extracelulirni &isti GCPII o rozliSeni 2.2 A. Je zde vyznatena homodimerni struktura
extracelularni &asti GCPII (barevné jeden monomer a $edé druhy). Extracelularni domény jsou barevné
odliSeny (proteasova - modra; apikalni - Zluta; C-terminalni - hn&da); ervena kulicka — Ca’" ion; zelena
kulitka — dva atomy Zn®" iontd; Zluta kulicka — CI” ion. Ve struktufe jsou také vyznaleny cukry ptipojené
N-glykosidickou vazbou k proteinu, které byly v krystalové struktufe rozeznatelné. Pfevzato z [36].

Krystalova struktura ani jednoho ze dvou homologii GCPII nebyla dosud vyfeSena.
V roce 2007 byl publikovan pocitatovy model GCPIII vychéazejici ze znamé krystalové
struktury GCPII, ktera je s GCPIII vysoce homologni [47]. Z vysledného modelu vyplyva,
Ze struktura GCPIII je velice podobna struktufe GCPII (viz obr. 6, str. 17). Na uplné
potvrzeni tohoto pfedpokladu si vsak budeme muset pockat do doby, nez bude GCPIII
vykrystalovana a provedena jeji rentgeno-strukturni analyza.

Model, pfipadné krystalova struktura lidského proteinu NAALADasal zatim
nebyly publikovany.
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Obr. 6: Model struktury extracelularni ¢asti GCPIII na zaklad€ znamé struktury GCPIIL. Struktura
GCPII je na obrazku znazornéna $edé& a struktura GCPIII ¢ervené. Pievzato z [47].

2.2.4.2. Porovnani aminokyselinové sekvence

Isreali et al. jako prvni v roce 1993 dokazali naklonovat lidskou GCPII [48]. O &tyfi
roky pozdé&ji byla ¢asteéné osekvenovana cDNA koédujici lidskou NAALADasuL [30] a
v roce 1999 Pangalos et al. publikovali celou nukleotidovou sekvenci jak NAALADasyL,
tak GCPIII. Pomoci programu GENEDOC provedli porovnéni jejich primarnich struktur a
zjistili sekvenéni podobnosti mezi jednotlivymi proteiny (viz tab. 10) [31].

Tab. 10: Hodnoty identity / podobneosti proteinii GCPII, GCPIII a NAALADasyL. Pfevzato z [31].

GCPII GCPIII NAALADasaL

GCPI1 - 67% / 87% 35% / 54%

GCPIII 67% / 87% - 37% / 57%
NAALADasaL 35% / 54% 37% / 57% -

Pomoci programu Vector NTI Advanced Software jsme provedli porovnani
primarnich struktur vSech t# proteint. Na zaklad¢ toho porovnani jsme se pokusili ur€it
aminokyseliny dileZité pro enzymatickou aktivitu u proteinG GCPIII a NAALAdasyL
(viz obr. 7, str. 18).
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GCPIl (1) MWNLLHETDSAV T RPEPRWLCAGALBLEGGFFLLGFRI GWFIK. S\ E-ATNITPKH--JKA:[JOE
GCPlll (1) --------- MAESRER_YLWRCLE ABAE- - - FLEGFEMGWF IKP LKE-JTTSVRYHRSIRWKSE
NAALADasal (1) =------------ MQWT.VLGLGLGAA .LLG----LG!GHFATIPKKANRLAPODL LEIJETHGT

GCPII (65) LKAENIKXKFLYNFT, JPHLAGTEQNFQLAKQIQOWKE--FGLDSVELEHYDVL.LSYPMKTHPNYIS
GCPIII (55) $KAENIKSFLRSFTiPHLAGTEQNFLLAKKIQ@OWKX--FGLDSAXLYHYDVLLSYPMETIANYIS
NAALADasal (52) L. a:i~IJENLRE J@BEPHLA: P+ EDL . i LEL<WKPESGLDSAEARTYRvLLsKr QEgPNVEE
GCPII (130) I@NEDGNE IFNTSLFEPPPPGYERVEDI VP PRIAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLERMK INC
GCPIII (120) IVDEHETEIFKTSYLEPPPOGYENVE IVPPY AFSAQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLEREMG INC
NAALADasaL (119) IVGPTGGII:SCHRTEENVTGE G+ DRVOPYEAJ@P GTP GLLVY NRJAEEDFKEL, TG IXL

o0 o

GCPII (197) JGK IVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGAKGVILYSDPADY---FAPGVKIJY PDGWNL PG5 GVQRGN]JLN
GCPIII (187) @GKIVIARY GKIFRGN‘VKNAMLAQAIPIILYSDPADY—--FAPEVO "YPKGANLPGER"QRGNELN

NAALADasaL (185) . G 1 ] RYGGVGRGAK . VNAAKHG  AGVIIRYRUPALINDG JiPDufBBeN WY Lr PGV RG--SY

GCPII (261 ) LNGAGDPLTPGYPANEY A IRR PSIPVHPIGYYDAQKLLEKGGRAPPDRSWRGELKV? Y
GCPlll(231)LNGAGDPLTPGYPAKEY G PRIFPVHP GYJDAEILLRYLGGIAPPD* SWGALNVSY
NAALADasalL (250) Y+ YFuDPLTPYLDAVPb u scgzpprp” P GEMOARDLLCNLNGELAP-JlW o GALGCHY

) o0
GCPII (328) N GPGFTGN---FSTQKVIMH-J'I‘NE TRIYNVEGTRRGAVEPDRYVILGGHRCSWVEGEIDP)SG
SG

GCPIIT (318) S@GPGFTGS---DSFRKVIMAVYNIN«@TRIYNV@GTIRGRVEPDRYVILGGHROSWVFGAIDPYSG
NAALADasaL (316) REGPGFRPDGDFPEDS ) VRESVYNRLEERNS SNV GIIRGAVEPDRYV.YG.‘;HRCSWVHGAIDP

[

GCPII (392) ANVRHE I ' RSFGTLKK-G-WRPRRTIFASWDAEEFCLLGSTEWAEENS LQER;VI\YIN Z)SSIE‘.
GCPIll (382) VAVLQEIFRSFG~ L KG-WRPRRTIBFASWDAEEFGLLGSTEWAEENVIE_ OERJAY INEDSSIE

NAALADasal. (383) TAVLLE RV GT _BKKGTWRPRRETMFASW AEEFGLEGSTERTEEFFNKLQERBVAYINVDISHF

GCPIII (448) GNYTLRVDCTPLEY . LV XLTXEIPGPDRGFESKSLYESWR-KD--PSPENKNEPRINKLGSGSDFE

e o
GCPII(458)GNYTLRVDCTJL YSLV LTKE-SPDICFEGKSLYESWTIKS--PSPE.SG PRISKLCSGNDFE
NAALADasaL (450) BNATLRV .GT2P osIv SAT*’EIICP PqD——LSIVI’W YrNR:ssPvllcLErsEcsLclicsolia

GCPH(Q3)VFFQRLuIASGRARY KNW TNK SGYP YE”.ELVEKFYDPMFKYHL VAQ RG EL.
GCPHHSH)AIFQRLGIASGRAR !(TDK SSYP T YETFELVEKFYDPTFKKQL)| VAQ ¥

NAALADasal (515) PEVi FLGISM IAYTY: TSARIYP! YHT,QMFIYVIKFLUPGF SHQAVART AU IxLlD

GCPII (590) SIRLPFDCROYAVVLRKYA KIYJRSMKHPQERKTRSVSFDSFSAVKNFE I ASKFSERLQDFDKS
GCPIII (580) SKEB FNRODYAEALENYARS I YNBSKKHDQQOLTDH 'VSFDS _FSAVKNFPEAASDFHKRLIQEDLN
NAALADasaL (582) 5F- L. KESDYBETLR---Qr§olA - Q LoALLEQHSs v viavexr=AEAA GORESTR.KG

(1]
GCPII (65T) N--PTVR*VMNDQT.MY - LFRAFTDFLGT.PRPFYRAVIPAPSSHNKYAGESFPGTIYDARFDTESKYDP

GCPIII (647) N--PIAVRMMNDQLMLLERAFIDPLGLP S BLFYRHGIMAPSSHNKYAGESFPGIYDARFDIENKANS
NAALADasaL (646) - PCrovavENDQLMLLER P PRE: Pl RBYSHVIaPREG- - -BvVEF PCES ¥ ACSRAXD TASG

GCPIII (712) RLAWKE VK {ISIAAFT QAAA EVL——

GCPII (722) SXAWREVKRQIYJAAFT QAAAE”‘L ‘EVA--
NAALADasaL (710) SEAWEEV . RQEST . IPA DVADL

Obr. 7: Porovnani aminokyselinové sekvence GCPII, GCPIII a NAALADasyL. Znadeni: zelend
kole¢ka-AMK v S1 mist&; &ervena kole¢ka-AMK v S1° misté; modra koletka-AMK vazajici Zn®"; fialové
koletko-katalytickd AMK; Zluté pozadi-identita viech tfi sekvenci; modré pozadi-identita dvou sekvenci ze
tfi; zelené pozadi-oblast podobnosti; zelena pismena-slaba podobnost AMK; fialova pismena-glykosylaéni
mista. Provnani bylo provedeno v programu Vector NTI Advanced Software - gap opening penalty 10; gap
extension penalty 0.05; gap separation penalty range 8.

Speno et al. v roce 1999 metodou bodové mutagenese charakterisovali aktivni
misto GCPII [49]. VyfeSené struktury proteinu bez substratu [45,46] a se substratem [36]
umoznily pfesné&jsi zkoumani mechanismu katalytické funkce této proteasy. K enzymové
aktivit¢ jsou zapotiebi aminokyseliny koordinaéné vazajici dva atomy zinku, vazajici

L-glutamat v S1 misté a N-acetyl-L-aspartat v S1° misté (popis vazebnych mist odpovida
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hydrolytickému $tépeni NAAGu) a katalyticka aminokyselina u€astnici se pfenosu vodiku
mezi substratem a molekulou vody. V tab. 11 jsou zobrazeny aminokyseliny plnici tuto
funkci u GCPII (vyplyva z rentgeno-strukturnich analyz krystalovych struktur). Na zaklad¢é
porovnani primarnich struktur GCPII, GCPIIl a NAALADasyL (viz obr. 7, str. 18) jsou

v tabulce zobrazeny mozné katalyticky dulezité aminokyseliny obou homologi GCPIL.

Tab. 11: Zm&ny v aminokyselinach dileZitych pro enzymovou aktivitu homologi GCPIIL Cervend
oznafené aminokyseliny se neshoduji s GCPII. Porovnani struktur GCPII, GCPIIl a NAALADasyL bylo
provedeno pomoci programu Vector NTI Advanced Software - gap opening penalty 10; gap extension
penalty 0.05; gap separation penalty range 8. Zna¢ka “-“ znamena nepfifazenou aminoKyselinu vzhledem ke
GCPII (viz obr. 7, str. 18). Pfevzato a upraveno z [36].

Funkce aminokyseliny GCPII GCPIII NAALADasal
Vazba L-Glu 1386 1376 V377
(S1 misto) D453 D443 D445
S454 S444 1446
E457 E447 F449
R463 R453 R455
N519 $509 S511
RS534 R524 D526
R536 RS526 A528
G548 S538 A538
Y549 Y539 Y539
Vazba NAA R210 R200 R198
(S1" misto) N257 N247 -
Y552 Y542 Y542
K699 K689 -
Y700 Y690 -
F209* F209* G197*
1428* [418* 1420*
G518* G508* G510*
Katalytickd aminokyselina E424 E434 E416
Ligandy zinku H377 H367 H368
D387 D377 D378
E425 E415 E417
D453 D443 D445
H553 H543 H543

*aminokyseliny urené pomoci zatim nepublikovanych dat

Glykosylace patfi mezi dal§i vlastnosti proteinu, které wurCuje primarni
aminokyselinova sekvence. Jelikoz je GCPII transmembranovy protein s velikou
extracelularni ¢asti, byla u né&j existence postranslaéni modifikace N- ¢i O-glykosylaci
ptedpokladana. GCPII obsahuje 10 moznych glykosylaénich mist (triplet Asp-Xxx-Thr/Ser
v aminokyselinové sekvenci, kde Xxx je libovolnd aminokyselina kromé prolinu [50]) a
vSechny jsou postranslaéné N-glykosylovany. Tyto postranslaéni modifikace jsou nutné

pro zachovani enzymové aktivity proteinu [51]. V tab. 12 jsou uvedena mozZna

19



glykosylaéni mista ve vSech tfech proteinech. Oba homology obsahuji ve své primarni
struktufe 7 asparaginii, které by mohly byt N-glykosidicky modifikovany (viz obr. 7,
str. 18). Jejich mozna glykosylace nebyla narozdil od GCPII dosud experimentalné

potvrzena.

Tab. 12: Mista mozné N-glykosidické modifikace GCPII a jejich homologi.

Potadi glykosylace GCPII GCPIII NAALADasaL
1 N51 N111 N136
2 N76 N143 N274
3 N121 N185 N299
4 N140 N314 N334
5 N153 N449 N345
6 N195 N603 N451
7 N336 N638 N492
8 N459
9 N476

10 N638

GCPII je schopna internalizace prosttednictvim vackt potaZzenych klatrinem [23].
Za tuto vlastnost je zodpovédny motiv MXXXL v intracelularni oblasti GCPII [22].
Jednalo se o novy internaliza¢ni motiv, ktery do té doby nebyl nalezen u Zadného jiného
proteinu. Vzhledem k vyrazné odli$nosti intracelularnich ¢asti GCPII a jejich homologi se
u GCPIIl a NAALADasyL tento internalizaéni motiv nezachoval (viz tab. 13). Zatim

nebyla publikovana Zadna prace dokazujici internaliza¢ni schopnosti téchto dvou proteint.

Tab. 13: Porovnani intracelularni aminokyselinové sekvence GCPII a jejich homologi. Internaliza¢ni
motiv GCPII je vyznalen Cervené. Pro popis sekvence jsou pouzity jednopismenné zkratky aminokyselin.

Protein Aminokyselinova sekvence intracelularni ¢asti proteinu
GCPIlI MWNLLHETDSAVATARRPR
GCPIII MAESRGR

NAALADasaL MQWTK

2.2.4.3. Enzymova aktivita

GCPII stépi vtéle se prirozené vyskytujici substraty N-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamat (NAAG) a folylpoly-y-L-glutamat [1,5]. Z obou latek odstépuje C-terminalni
L-glutamat (viz obr. 1, str. 4 a obr. 2, str. 5). Diky témto dvéma enzymovym aktivitim
dostala GCPII t#i ze svych ¢tyf jmen (NAALADasa, FOLH a GCPII). U GCPIII byla
prokazana schopnost hydrolysy NAAGu [31,47] i folylpoly-y-L-glutamétu (nepublikovang
data z nasi laboratofe). GCPIII §t&pi oba dva substraty s mensi efektivitou nez GCPIL. U

NAALADasyL nebyla zjisténa ,,naaladasova“ aktivita [30,31] a jeji “folat hydrolasova”
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aktivita zatim nebyla zkoumana. Konstanty charakterizujici afinitu a efektivitu §t€peni

NAAGu GCPII a GCPIII shrnuje tab.14.

Tab. 14: Porovnani u¢innosti hydrolysy NAAGu proteiny GCPII a GCPIIL. Pfevzato z [47].

protein Ky (nmol.L'™") Keat (57) Kea/Kyt (107 L.mol s
GCPII 1200 + 500 1.2+£0.2 93+49
GCPIII 370+ 70 0.11 £ 0.01 3.0+0.6

Posledni enzymova aktivita, ktera se Casto spojuje s GCPII, GCPIII a hlavné
NAALADasouL. je dipeptidyl peptidasova aktivita (oznaovand jako DPPIV aktivita,
zangl. DPPIV-like activity), coZ je schopnost odstépovat dipeptidy z N-konce
proteinovych substrati. Tato aktivita byla nejdiive ptipsana viem tfem proteintim [31], ale
vzapéti byla u GCPII a GCPIII zpochybnéna a nakonec zcela vyvracena [32,47,52].
DPPIV aktivita NAALADasyL byla testovana jak s transfekovanymi burikami [31], tak
s ¢istym proteinem [30], a zatim nebyla publikovana prace, ktera by s témito vysledky byla

V rozporu.

2.2.4.4. Inhibitory

JelikoZ se na zvifecich modelech inhibice GCPII ukazala byt prospé$na pii riznych
neuropathologickych procesech [11,12], bylo vynaloZeno veliké usili na ziskani
specifického inhibitoru s vysokou inhibi¢ni schopnosti. V roce 1996 Jackson et al.
publikovali objeveni u¢inného inhibitoru GCPII odvozeného od fosfatu, slouéeninu
2-PMPA [53]. 2-PMPA se ukéazala byt vysoce specifickym a u€¢innym inhibitorem GCPII
[54]. Jediny problém s jeho moZnym farmaceutickym vyuzitim byla nizka biologicka
dostupnost této latky (latka se nemohla podavat oralni cestou). Tento problém se fesi
navrZzenim novych inhibitort, které vychazeji z 2-PMPA, ale ve své molekule obsahovaly
thiolovou funkéni skupinu [55]. Ziskané latky se ukazaly byti podobné efektivni pti
inhibici GCPI]I, ale narozdil od 2-PMPA byly oralné dostupné [56]. Posledni strukturni typ
inhibitord GCPII, ktery Ize nalézt v literatufe, jsou latky odvozené od struktury mocoviny
[57].

Ackoliv jsou jiz k dispozici u¢inné, selektivni a biologicky dobie dostupné
inhibitory GCPII, budeme si muset na jejich pouziti v medicing jesté pockat. V této chvili

jsou nékteré inhibitory v prvni fazi klinickych testt [12].
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2.2.4.5. Exprese v lidskych tkanich

Detekce exprese urcitého proteinu ve tkani se da provést pomoci metody Western
blot nebo imunohistochemicky s vyuZitim monoklonalni protilatky rozeznavajici dany
protein. Katalyzuje-li protein ur¢itou chemickou reakci, 1ze k ur€eni pfitomnosti proteinu
vyuZit jeho enzymovou aktivitu.

Publikaci zabyvajici se expresi GCP II ve zdravych i nadorovych tkéanich vyslo
n¢kolik [8,15,20,58,59]. Rizni autofi pouZzili rizné metody stanoveni proteinu a
v zavislosti na citlivosti té ¢i oné metody obdrzeli rozdilné vysledky. Nejobsahlejsi studie,
kterd zkoumala expresi GCPII ve velikém poétu tkani, jak zdravych tak nadorovych,
pochazi z roku 2007 [59]. Vétsina autord pouZivala k detekci GCPII monoklonalni
protilatky bud’ pro western blot nebo imunohistochemickou analyzu. Ptrehledné tabulky
s vyznacenou expresi a pouzitym typem monoklonalnich protilatek je obsahem bakalarské
prace, ktera byla vypracovana Lucii Kohoutovou v roce 2006 v nasi laboratofi ([60] —
viz ods. 2.5.3.6.; tab. 2, str. 36-38).

Exprese GCPIII ani NAALADasyL nebyla na urovni proteinu zatim popsana.
Narozdil od GCPII, proti které dnes mame snad uz desitky riznych monoklonélnich
protilatek, neni zatim z4dnd specifickd monoklonalni protilaitka proti GCPIII a
NAALADaseL dostupnd. Vzhledem k tomu, Ze enzymatické funkce téchto dvou proteint
jsou sdilené 1 s jinymi proteiny (GCPII respektive DPPIV), neni mozné pouzit ani
stanoveni na zakladé specifické enzymové aktivity.

I ptesto tyto problémy lze, alespoii u GCPIII, spekulovat o jeji lokalizaci v lidském
organismu. Sacha et al. ukazali, Ze monoklonélni protilatka GCP 04, ktera je vysoce u€inna
pfi vazbé na GCPII, mirné zkfizené reaguje s GCPIII, a to navzdory riznému epitopu
protilatky GCP 04 v obou proteinech (mutace v jedné aminokyselin€) [8]. Zkfizena
reaktivita neni velikd a pravdépodobné by neméla vést k ziskani faleSnych positivnich
vysledkii. BohuZel vétSina monoklonalnich protilatek pouzivanych proti GCPII nema
publikovany pfesny epitop na struktufe proteinu. Vysoka sekvencni podobnost GCPII s
GCPIII vsak vede k doménce, Ze by mohlo zk¥iZené reagovat vice pouzivanych protilatek.

Klara Hlouchova ve své diplomové praci vypracované v na$i laboratofi uvadi
pokus, jenZ spoéival v pouziti dvou riznych protilatek rozeznavajicich GCPII. Pii
zkoumani zk#iZzené reaktivity téchto protilatek s GCPIII se ukéazala jedna z nich vyrazné
reaktivngj$i nez druhd. Této vlastnosti se poté vyuzilo, kdyZ se porovnavaly signaly

poskytnuté obéma protilatkami proti stejnym vzorkim. Vysledky ziskané z tohoto
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experimentu v$ak nebyly dostatecné citlivé, aby jednozna¢né ukazaly expresi GCPIII v
nekteré ze zkoumanych tkani ([61] - viz ods. 5.7.2.).

Monoklonalni protilatky specifické proti GCPIII a NAALADaseL, na jejichz
ziskani se v na$i laboratofi pracuje, by umozZnily detailnéjsi a piesnéjsi studium obou
proteind. Pfesna lokalizace exprese téchto proteind v lidském téle by mohla pomoci

osvétlit i jejich fyziologickou tlohu.
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3. Prakticka Cast

3.1. Materialy

3.1.1. Chemikalie

BioRad (USA):

agarosa

Biosynth (Svycarsko):

IPTG (izopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid)

Fluka (Svycarsko):

akrylamid

glycerol

N, N’- methylenbisakrylamid

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)

Duchefa (Holandsko):

L-glycin

Gibco (USA):

fetalni hovézi serum (FBS)

Invitrogen (USA):
blasticidin S

Lach-ner (CZ):

izopropanol

Lachema (CZ):

dihydrogenfosfore¢nan draselny
dihydrogenfosfore¢nan sodny
dusi¢nan stiibrny

ethanol
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hydrogenfosfore¢nan sodny
hydroxid sodny

chlorid draselny

chlorid sodny

kyselina chlorovodikova
kyselina octova

methanol

octan draselny

uhli¢itan sodny

Merck (USA):
dodecylsulfat sodny

Penta (CZ):

azid sodny
thiosiran sodny

mocovina

ROTH (SRN):

kyselina trichloroctova

Serva (SRN):
bromfenolova modf
lysozym

peroxodisiran amonny

Sigma (SRN):
DTT (dithiothreitol)

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)
fenol

formaldehyd

chlorid litny

chloroform

kanamycin

2-merkaptoethanol
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imidazol

sacharosa

USB (USA):

ethidiumbromid
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Tween 20

3.1.2. Oligonukleotidy

Primery pouzité na polymerasovou fetézovou reakci byly nasyntetizovany firmou

Jena Bioscience (SRN).

Nézev primeru Sekvence Mnozstvi Metoda ¢&isteéni
FNAL28Ndel 5" - aaacatatgatccccaaaaaagccaactcactgge — 3° 30 nmol HPLC
RNAL740ST 5 - tttctcgagtcatcagaggtcagecacaggee — 3° 30 nmol HPLC

3.1.3. Restrikéni endonukleasy a pufry

Pouzité enzymy Ndel, Xhol, Kpnl a BSA (z angl. bovine serum albumin) byly
zakoupeny u firmy NEB (New England BioLabs, UK). Pufry NEB1-4 se dodavaji spole¢né
s restrikénimi enzymy. Jejich ptesné sloZeni lze nalést na internetovych strankach firmy

New England BioLabs (www.neb.com).
3.1.4. Kmeny savc¢ich bunék, bakterii, média a plazmidy

- kmeny hmyzich a bakterialnich bunék :

Schneiderovy S2 burky, Invitrogen (USA) - imortalizovana bunééna linie odvozena
z kmenovych bun€k Drosophila melanogaster

Escherichia coli DH5a, Novagen (USA)

Escherichia coli BL21 RIL, Novagen (USA)

- pouzita média :

LB médium, Sigma (USA)

LB agar, Sigma (USA)
médium SF900II, Gibco (USA)

26



-pET28b :

Plazmid pET28b (Novagen) se pouziva pfevazné k nadprodukci rekombinantniho
proteinu v bakteriich. Plazmid obsahuje T7 promotor, ktery je specificky pro T7 RNA
polymerasu. V bakteriich se v8ak T7 RNA polymerasa piirozené nevyskytuje a je tudiz
potfeba na transformaci a naslednou produkci proteinu pouzit geneticky modifikované
bakterie. Plazmid déale obsahuje dva pocatky replikace. fl replikon slouZi k piepisu
jednovlaknového plazmidu a ColE1 pBR322 replikon fidi mnoZeni celého plazmidu

v bakteriich. kanR  gen  propujcuje His znacka  vicenasobné
klonovaci misto

. . . . 7 termin
transformované bakterii rezistenci na erminaior

His znacka

f1 replikon

antibiotikum kanamycin. Pfed a za lac opcron

r . ’ ’ ; . it T7 promotor
vicenasobnym klonovacim mistem jsou D
kanR =
kratké tseky DNA kodujici tzv. His zna¢ku. \j::;'-" fac
Tato znacka se piepise do primarni struktury g
. . . . , =
proteinu jako Sest po sob& jdoucich A pETZSb

PO . - (5368 bp)
histidind. Této sekvence se da vyuzit pfi

E
CiSténi  produkovaného rekombinantniho -5-"&
proteinu. Plazmid obsahuje lac operon a
expresi rekombinantniho proteinu lze tudiZ ColE1 pBR322 replikon
indukovat IPTG (izopropyl-B-D-thiogalakto- Obr. 8: Schematicki mapa plazmidu

. C e ey ET28b. Pievzato a upraveno podle [62].
pyranosid). Mapa plazmidu je vidét na obr. 8. P P podle [62]

- pCoBlast :

Vektor pCoBlast byl zakoupen u spole¢nosti Invitrogen (USA). Tento vektor byl
pouzit pfi stabilni transfekci Schneiderovych S2 bun€k (kap. 3.2.15.). V plazmidu jsou
kédovany proteiny udélujici transfekované buiice rezistenci na antibiotika blasticidin S a

ampicilin.

3.1.5. Ostatni

Pfu polymerasa, Promega (USA) — 3 000 U/ml
Pfu polymerasovy pufr, Promega (USA)

T4 ligasa, NEB (UK) — 400 000 U/ml

T4 liga¢ni pufr, NEB (UK)

RNAsa A, Sigma (USA)

27



am-HRP (anti mouse horseradish peroxidase), Pierce (USA)

souprava na ¢isténi DNA z agarosového gelu (Gel Extraction Kit), Peqlab (SRN)
Lambda DNA marker $tépeny BstE1l, NEB (UK)

SDS marker (Protein Test Mixture 4), Serva (SRN)

Casein blocker, chemoluminiscenéni substrat WestPico a WestFemto, Pierce (USA)
souprava pro transfekci Schneiderovych S2 bunék (Transfection kit), Gibco (USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad Protein Assay), Bio-Rad Laboratories (USA)
Ni-NTA agarosa, QIAGEN (SRN)

smé&s dNTPs, Top Bio (CZ)

10% fetalni hovézi sérum (FBS), Sigma (USA)

3.1.6. Pristroje

autoklav MLS-3020U, Sanyo (Japonsko)
blotovaci zafizeni Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell,
Bio-Rad Laboratories (USA)
centrifugy:  Megafuge 2.0R, Heraeus Instruments (SRN)
Biofuge Pico, Heraeus Instrument (SRN)
CCD kamera LAS 3000, FUJIFILM Corporation (Japonsko)
hemacytometr Bright-line hemacytometer-cell counting chamber, Sigma (USA).
horizontalni agarosova elektroforéza, Gibco (USA)
chromatograficky ptistroj AKTAexplorer, Amersham Pharmacia Biotech (Kanada)
pH metr Unicam 9450 (USA)
DC 290 Zoom Digital camera, Kodak (USA)
rotaéni inkubator Innova 4300, New Brunswick Scientific (SRN)
spektrofotometr Helios a Unicam (USA)
termalni cyklér Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 (USA)
termostaty:  Techne, Cambrige Ltd. (UK)
Thermomix BU, B. Braun (SRN)
transilluminator, UVP (USA)
vertikalni polyakrylamidova elektroforéza, Sigma (USA)
dialyzacni cela Slide-A-Lyzer 3 500 MWCO, Pierce (USA)
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3.2. Metody

3.2.1. PCR (polymerasova retézova reakce)

Pfipravena reakéni smés byla umisténa do termalniho cykléru a byly nastaveny

nasledujici podminky.
1. 94 °C 2 min prvotni denaturace

2. 94 °C 1S5s denaturace

45 °C 30 sec hybridizace
4. 72 °C 6 min syntéza DNA (polymerace)
30x (kroky 2-4)

5. 68 °C 5 min dosyntetizovani DNA (polymerace)
6. 4 °C uchovani reakce do dalsiho zpracovani

Po skonceni reakce byla cela reakéni smés nanesena na agarosovy gel. Z né&j byl

vytiznut pfislusny prouzek a vy¢i§tén pomoci soupravy Peqglab (kap. 3.2.3.).

3.2.2. Horizontalni agarosova elektroforéza

Roztoky:

TAE pufr: 0,04 M Tris-acetat
1 mM EDTA

upraveno na pH 8,0

vzorkovy pufr: 40% (w/v) sacharosa
0,1% (w/v) bromfenolova modf

0,02% NaNj3;

Asi 30ml 1% (w/v) agarosového roztoku bylo nalito do pfipravené aparatury. Do
roztoku byl pfidan ethidiumbromid (vysledna koncentrace 0,5 ug/ml) pro vizualizaci DNA.
Nanasené vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 5:1 a naneseny na gel.
Pro stanoveni molekulovych hmotnosti byl pouZit standard Lamda DNA marker, NEB
(DNA Dbakteriofaga lambda $tépena restrikéni endonukleasou BstEll). DNA byla
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elektroforeticky rozdé€lena pii 120V, po dobu 20 min. Prouzky DNA byly zviditelnény
na UV prohliZzeéce pfi 302 nm (transilluminator, UVP) a zdokumentovany fotoaparatem

(DC 290 Zoom Digital camera, Kodak).

3.2.3. Izolace DNA z agarosového gelu (Peqlab)

Po vizualizaci agarosového gelu ethidiumbromidem, se pomoci skalpelu vytizl
prouzek gelu obsahujici danou DNA. Izolace této DNA z agarosového gelu byla provedena
pomoci soupravy od firmy Peqlab nasledujicim postupem.

Vyfiznuty gel byl umistén do 1,5 ml mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 500 pl
,Binden* pufru. Mikrozkumavka se nechala asi 7 minut (do uplného rozpusténi gelu) ve
vodni 14azni o teploté 55 °C. Vznikly roztok byl nanesen na kolonku, ktera byla vlozena do
nové, ¢&isté 1,5ml mikrozkumavky. Tato mikrozkumavka se poté centrifugovala
(13 000x g, 1 min, lab. teplota). Po centrifugaci se z mikrozkumavky vylil sto¢eny roztok.
Na kolonku se pridalo 600 pl ,,Wash* pufru a znovu se umistila do mikrozkumavky a
centrifugovala (13 000x g, 1 minutu, lab. teplota). Protekly pufr se vylil z mikrozkumavky
a cely postup se opakoval jesté jednou. Poté byla kolonka premisténa do nové, Cisté
mikrozkumavky. Bylo na ni naneseno 50 ul ,,Elution pufru a nechala se 5 minut stat pfi
laboratorni teploté. Potom se provedla centrifugace (13 000x g, 1 min, lab. teplota).
Vyeluovany roztok obsahoval DNA z gelu. Spravnost a vytéZek reakce byly ovéfeny

znovunanesenim ¢asti vzorku na agarosovy gel.

3.2.4. Ligace DNA

Do 1,5 ml mikrozkumavky byla ptipravena nasledujici ligacni smés :

400 U T4 ligasy (400 U/ul)
1 ul T4 ligaéniho pufru

6 ul inseréni DNA (mensi ¢ast DNA ve vysledném plazmidu)

2 ul vektorového plazmidu (vétsi ¢ast vysledného plazmidu)

Liga¢ni smés se nechala stat ptes noc pti laboratorni teploté. Po prob&hnuti liga¢ni
reakce se touto smési transformovaly kompetentni bakterialni buriky DHSa, ptipadné

BL21 RIL (kap. 3.2.6.).
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3.2.5. Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleas

Do 1,5 ml mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés. SloZeni §té€picich smési je
shrnuto v tab. 15. Ve vSech piipadech platilo, Ze reakéni smés byla doplnéna destilovanou
vodou na celkovy objem 50 ul. Po prob&hnuti §tépici reakce byla smés analyzovana na

agarosovém gelu.

Tab. 15: SloZeni 2 riznych §tépicich smési. Viechny smési jsou nakonec doplnény destilovanou vodou na
celkovy objem 50 pl. Oznaceni pufru je zavedené firmou NEB (New England Biolabs).

pouzité restrikéni mnozstvi mnozstvi mnozstvi pufr BSA teplota Cas
endonukleasy Ndel / Kpnl (U) Xhol (U) DNA (ug) (€F1)) (ul) (°C) (hod)
Ndel, Xhol 20 20 0,5/1 NEB2 1 37 1
Kpnl, Xhol 10 20 0,5/1 NEBI1 1 37 1

Mnozstvi pfidané DNA zéavisi na zplsobu jeji izolace. Pokud $lo o DNA
z maxipreparace plazmidové DNA, bylo ji dano do reak¢éni smési 1 pg. Pokud se jednalo o
DNA z minipreparace plazmidové DNA, tak se ji pfidalo do reakéni smési 0,5 pg. DNA

ziskana pomoci PCR byla do reakce pfidana v§echna.

3.2.6. Transformace bakterii E. coli

100 pl kompetentnich bunék Escherichia coli, uchovavanych piéi —70°C, bylo
smichano s 3 pl plazmidové DNA, ptipadn¢ 10 ul liga¢ni smési, a chlazeno 20 min na ledu.
Pak byl proveden tepelny $ok (“heat shock™), kdy byly vzorky nejprve ponechany 90 s na
vodni 14zni pfi 42°C a potom 60 s na ledu. Pii laboratorni teploté bylo pfiddno 400 pl
sterilniho LB média bez antibiotika a transformované buriky byly inkubovany 50 minut pii
37°C. Béhem inkubace byly misky (primér 90 mm) s LB agarem obsahujicim
antibiotikum (kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml), vysuseny dnem vzhiru pfi
37°C. Na takto pfipravené misky bylo po uplynuti inkuba¢ni doby rozetieno 50-100 pl
vzorku a bakterie byly ponechany rist pfi 37°C pies noc (rist se provadi dnem vzhiru).
Dalsi den byla pomoci paratka pienesena jedna bakterilni kolonie do sterilniho LB média,
které obsahovalo kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml. Bakterie byly ponechany
rist pfes noc v rotaénim inkubatoru (Innova 4000, New Brunswick ) pfi 37 °C a
230 ot./min a dale byly vyuzity bud’ na minipreparaci plazmidové DNA (kap. 3.2.7.) nebo

na inokulaci vét§iho objemu LB média p#i maxipreparaci plazmidové DNA (kap. 3.2.8.).
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3.2.7. Minipreparace plazmidové DNA z bakterii

Roztoky:

roztok I: 25 mM Tris-HCI
10 mM EDTA

upraveno na pH 8,0

roztok II: 0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS

roztok III: 3 M CH;COOK
2 M CH;COOH

pufr TE: 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

upraveno na pH 8,0

Jedna bakteridlni kolonie byla pfenesena pomoci sterilniho paratka ze selekéni
misky do 2 ml LB média, které obsahovalo kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml.
Bakterie byly ponechany rist pfes noc v rotaénim inkubatoru (Innova 4000, New
Brunswick) pfi 37 °C a 230 ot./min. 1,5 ml narostlé bakterialni kultury bylo pieneseno do
mikrozkumavky a centrifugovano (13 000x g, 20 s, lab. teplota; Biofuge Pico, Heraeus
Instrument). Supernatant byl vyvévou dikladné odsat a peleta byla rozsuspendovana
v 100 pl roztoku I. Nasledné bylo ke vzorku piidano 200 ul roztoku II (Cerstvé
piipraveného), protiepano a ponechano stat 5 min pii laboratorni teploté. Bylo piidano
150 pl roztoku IIl a vzorek byl promichan nékolikerym otofenim mikrozkumavky a
ponechan 5 min pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci (13 000x g, S min, lab. teplota) byl
supernatant pfenesen do nové mikrozkumavky. Bylo pfiddno 500 pl smési
fenol/chloroform (1:1) a po promichani opét centrifugovano (13 000x g, 5 min, lab.
teplota). Do ¢istych mikrozkumavek byla odebrana horni vrstva tak, aby nedoslo k nasati
proteini na fazovém rozhrani. Bylo pfidano 800 pl 96% ethanolu pro UV spektroskopii,
vSe dikladné protiepano a ponechano 20 min pii -20 °C. Po centrifugaci (13 000x g,
8 min, lab. teptota) byl vyvévou odsat supernatant a peleta byla promyta 200 pl 70 %
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ethanolu. Ethanol byl odstranén opét vyvévou a zbytky ethanolu su$enim na vzduchu.
Peleta byla rozsuspendovana v 50 ul TE pufru s 1 ul RNAsy A (10 mg/ml, Sigma) a
nasledné byl vzorek 60 min inkubovan p#i 37 °C. Vysledky minipreparace DNA byly

testovany agarosovou elektroforézou.

3.2.8. Maxipreparace plazmidové DNA z bakterii

Roztoky:

roztok I: 25 mM Tris-HCI
10 mM EDTA

upraveno na pH 8,0

roztok II: 0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS

roztok III: 3 M CH;COOK
2 M CH;COOH

pufr TE: 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

upraveno na pH 8,0

Jedna bakterialni kolonie byla pfenesena pomoci sterilniho péaratka ze selekéni
misky do 2 ml LB média, které obsahovalo kanamycin o vysledné koncentraci 50 pug/ml.
Bakterie byly ponechany rist 8 hodin v rota¢nim inkubatoru (Innova 4000, New
Brunswick) pti 37 °C a 230 ot./min. 2 ml narostlé bakteridlni kultury bylo pfeneseno do
0,5 1 LB média (kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml) a ponechany rist pies noc
pii 37 °C a 230 ot./ min v rota¢nim inkubatoru (Innova 4000, New Brunswick). Poté byla
kultura centrifugovana v 500 ml kyvetach (3 400x g, 4 °C, 30 min; Megafuge 2.0R,
Heraeus Instruments). Supernatant byl odstranén a peleta rozsuspendovana ve 20 ml
roztoku 1. Bylo pfidano 25 mg lysozymu. Suspenze byla ponechana stat za obasného
promichani pfi lab. teploté 20 min. Poté bylo ptfidano 40 ml roztoku II. V§e bylo dikladné

promichano (vytvofila se husta slizovitd hmota) a ponechano stat pti lab. teplot¢ 10 min.
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Nasledné bylo pfidano 30 ml roztoku III, v§e dokonale promichano a nechéano stat pii lab.
teploté 5 az 10 minut. Po centrifugaci (3 400x g, 30 min, 4 °C) byl supernatant pfefiltrovan
do novych 500 ml kyvet pfes 6x sloZzenou gazu. K supernatantu bylo pfidéno 60 ml
izopropanolu a ponechano stat 10 min pii lab. teploté, nasledovala centrifugace (3 400x g,
10 min, lab. teplota). Supernatant byl dikladn¢ odstranén a peleta byla rozsuspendovéana ve
4,5 ml TE pufru a pfenesena do 15 ml zkumavky. Po pifidani 300 ul 1 M Tris — HCI (pH
8,0) a 1,5 ml 10 M LiCl bylo vSe promichano, ponechano stat 40 minut na ledu a poté
centrifugovano (3 400x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl pienesen do nové zkumavky a
bylo pfidano 6 ml izopropanolu, nechano stat 10 min p#i lab. teplot€, nasledovala dalsi
centrifugace (3 400x g, 10 min, 25 °C). Peleta byla rozpusténa v 0,7 ml TE pufru a
pfenesena do mikrozkumavky s 10 pl RNasy A (10 mg/ml). Roztok byl inkubovan
1 hodinu pii 37 °C. Byl pfidan stejny objem 13% polyethylenglykolu 8000 (w/v, v 1,6 M
NaCl). Obsah mikrozkumavky byl diikladn€ promichan a centrifugovan (13 000x g, 8 min,
lab. teplota; Biofuge Pico, Heraeus Instrument). Supernatant byl odstranén a peleta byla
rozsuspendovana v 0,5 ml TE pufru. DNA byla extrahovana stejnym objemem fenolu.
Suspenze byla centrifugovana (13 000x g, 5 min, lab. teplota), horni faze byla pfenesena
do nové mikrozkumavky a DNA byla extrahovana 2x smési fenol/chloroform (1:1),
1x chloroformem (do nové mikrozkumavky byla vzdy odebirana horni vodna faze). Po
extrakci byl ke vzorku pfidan 3M octan sodny (1/10 objemu) a 96% vychlazeny UV
ethanol (dvojnasobek objemu vzorku), vzorek byl dikladné promichén a ponechén stat
30 min pf#i -20 °C. Po centrifugaci (13 000x g, 10 min, lab. teplota) byl ethanol odsat a
peleta promyta 70 % ethanolem, ethanol byl opét odsat. Peleta byla vysusena na vzduchu a
pak rozpusténa ve 300 ul sterilniho TE pufru. Pro zjisténi uspéSnosti maxipreparace byla

provedena agarosova elektroforéza.

3.2.9. Nadprodukce rekombinantniho proteinu v E. coli (kmen BL21
RIL)

Buiiky E. coli BL21 RIL, pouZivané k expresi eukaryotnich rekombinatnich
proteinl, byly transformovany plazmidem pET28bHisNaall(28-740) (viz 3.2.6.). Ze
selekéni misky byly vypichnuty dvé kolonie a kazda byla ptenesena do 12 ml LB média.
Média se nechala pfes noc v rotaénim inkubatoru (Innova 4000, New Brunswick ) pfi
37 °C a 230 ot./min. Mezitim se pfipravili dvé 2 1 Erlenmayerovy bariky s 0,51 LB média a
zklavovaly se. Druhy den se k 0,5 1 LB média ptidalo antibiotikum kanamycin (vysledna

34



koncetrace antibiotika 50 pg/ml). Erlenmayerovy bariky se umistily do rota¢niho
inkubatoru (Innova 4000, New Brunswick ) pfi 37 °C a 230 ot./min a do kazdé bylo
pfidano 12 ml narostlé bun&¢né kultury. Postupné se na spektrofotometru Helios a Unicam
(USA) méfila opticka hustota média. AZ dosdhla hodnoty absorbance 0,5 byl z kazdé
bariky odebran 1 ml média pro analyzu smési pfed indukci. Poté bylo do kazdé barky
pfidano 0,5 ml 1 M IPTG a buné¢na kultura se nechala tfepat 3 hodiny. Poté byly znovu
odebrany 1 ml vzorky na analyzu z obou ban¢k. Média byla ptenesena do 500 ml kyvet a
stocena na rota¢ni centrifuze (Megafuge 2.0R, Heraeus Instruments) pti 20 °C a otackach
3 400x g po dobu 30 minut. Supernatant z bunék byl odlit a peleta ptenesena do 50 ml
zkumavek. Ziskané pelety byly rozpustény v 8 M mocoviné (pH 8,0) a pouzity k purifikaci
(kap. 3.2.12.).

3.2.10. Vertikalni elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu
(SDS-PAGE)

Roztoky:

separacni 10% gel: 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
2,3 ml 44% akrylamidové smési:  42,8g akrylamid
1,2 g N',N’-bisakrylamid
56ml destilované vody
100 pl 10% (w/v) SDS
10 ul TEMED
100 pl 10% (w/v) APS

doplnéno vodou do 10 ml

zaosttovaci 5% gel: 1,25 ml 1 M Tris (pH 6,8)
0,75 ml 44% akrylamidové smési
50 ul 10% (w/v) SDS
10 ul TEMED
50 ul 10% (w/v) APS

doplnéno vodou do 5 ml
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vzorkovy pufr (6x): 3,5 ml 1 M Tris (pH 6,8)
3,0 ml glycerol
1 g SDS
600 pl 2-merkaptoethanol
1,2 mg bromfenolova modf

doplnéno vodou do 10ml

elektrodovy pufr (5x): 15,1 g Tris
94 g glycin
5gSDS
900 ml voda
pH 8,8 (neupravuje se)

Byl pouzit pfistroj pro vertikdlni polyakrylamidovou elektroforézu, Sigma. Vzorky
byly pfipraveny smichdnim roztoku proteinu se vzorkovym pufrem vpoméru 5:1 a
denaturovany minutovym varem na vodni lazni.

Separace proteint probihala pii konstantnim napéti 150V piiblizn€ 60 min

3.2.11. Detekce proteini z SDS-PAGE metodou barveni stfibrem

Detekce proteint byla provedena barvenim stfibrem. Barveni prob&hlo postupnym

promyvanim gelu v nasledujicich roztocich:

1) fixace: 12% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol,
0,02% (v/v) formaldehyd 60 minut
2) promyti: 50% (v/v) methanol 3 x 10 minut
3) exponace: Na;S,03 . 5H,0 (0,2 g/l H,0) 1 minutu
4) promyti: destilované voda 3x20s
5) impregnace: AgNOs (2 g/l), 0,5 ml 37% formaldehyd,
doplnéno vodou do 1 litru 20 minut
6) promyti: destilovana voda 3x20s
7) vyvolani: Na,CO; (60 g/1), Na,S,0s . SH,0 (4 mg/l),
0,5 ml 37% formaldehydu,
doplnéno vodou do 1 litru 10 s aZz 10 minut
8) promyti: destilovana voda 10s
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9) promyti: 12% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol 10 minut

10) uchovani: 50% methanol 10 minut

Gel byl nésledné naskenovan a obrazek uloZen v po¢itaci pro dalsi zpracovani.

3.2.12. Purifikace HisNAALADasyL(28-740) na Ni-NTA kolonce

Roztoky:

Lyzovaci pufr: 8 M mocovina
0,3 M NaCl
50 mM Na,HPO,, pH 8,0

Ekvilibra¢ni pufr: 8 M mo¢ovina
0,5 M NaCl
50 mM Na,HPO,, pH 8,0

Promyvaci pufr: 8 M mocovina
0,5 M Na(Cl
10 mM imidazol

50 mM Na,HPO,, pH 8,0

Eluéni pufrl: 8 M mocovina
100 mM NaCl
20 mM Tmns, pH 7,5

Elué¢ni pufr2: 8 M mocovina
100 mM NacCl
1 M imidazol

20 mM Tns, pH 7,5

Peleta bakterii z 0,5 1 nartistu byla rozpusténa ve 40 ml lyzovaciho pufru. Takto
ptipraveny roztok byl nasledn¢ tiikrat sonikovéan (vzdy po 20 sec a poté ihned umistén na
led) a centrifugovan na pfistroji Megafuge 2.0R, Heraeus Instruments pti 4 °C, 3 400x g,
po dobu 30 minut. Ziskany supernatant byl odlit do nové zkumavky. S takto pfipravenym

roztokem byla provedena standardizace purifika¢ni metody. Po provedeni standardizace
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byly viechny relativné &isté frakce slity do jedné (frakce L). Ta byla dialyzovana proti 8 M
mocoviné pfes noc (abychom se zbavili pfitomného imidazolu) a poté s ni byla provedena
kone¢na purifikace a zakoncentrovani.

Pfistroj pro provadéni kapalinové chromatografie AKTAexplorer, Amersham
Pharmacia Biotech byl promyt ekvilibraénim pufrem a nasledné k nému byla pfipojena
kolonka, ktera obsahovala 1 ml Ni-NTA agarosového nosi¢e. Pfed nanesenim vzorku na
kolonku se nechalo kolonkou protéci 10 ml ekvilibraéniho pufru a odebral se vzorek na
naslednou analyzu (frakce ekv.). Po ekvilibraci kolonky byl na ni nanesen cely objem
roztoku. Chromatografické d€leni probihalo za konstatni pritokové rychlosti 0,5 ml/min
Roztok, ktery vytékal z kolony byl jiman a byl z néj odebran vzorek na analyzu (frakce
FT). Po naneseni roztoku obsahujiciho ¢istény protein byla kolonka promyta 12 ml
ekvilibra¢niho pufru (frakce W1) a nasledné 8,5 ml promyvaciho pufru (frakce W2). Toto
promyti mélo vymyt vSechny latky, které by se na kolonku vazaly nespecificky. Nasledné
byl na kolonku zaveden elu¢ni pufrl a elucni pufr2. Tyto pufry byly pfistrojem smichany
tak, aby vznikl gradient imidazolu (s rostouci tendenci az k 1 M koncetraci imidazolu) o
objemu 10 ml. Jednotlivé frakce byly jimany po 1,5 ml a nasledné analyzovany (frakce E1-
E7). Po dosahnuti 100% pfitomnosti eluéniho pufru2 v nanaSeném roztoku, byla jesté
kolonka promyta 20 ml tohoto roztoku (frakce 1M imid.). Vzorky odebirané v pribéhu
purifikace byly naneseny na polyakrylamidovy gel a analyzovany (obr. 14., str. 46). Cela

purifikace probihala pti konstantni pritokové rychlosti 2 ml.min™.

3.2.13. Metoda imunochemické detekce proteinii po pfenosu na
membranu (WESTERN BLOT)

Roztoky:

Blotovaci pufr: 10% methanol
0,1% SDS
0,02 M Tris

0,15 M L-Glycin

Ponceau S: 0,2 g Ponceau S
3 g kyseliny trichloroctové
3 g kyseliny sulfosalicylové

doplnéno vodou do 100 ml
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PBS (0,5% Tween 20): 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO4
upraveno na pH 7,4

k 500ml ¢istého PBS bylo ptidano 250 pl 100% Tweenu 20
Vyvolavaci smé€s : chemoluminiscencni substrat WestPico a WestFemto, Pierce

Gel z SDS-PAGE byl ekvilibrovan spolu s nitrocelulosovou membranou a Etyfmi
listy silného filtraniho papiru v blotovacim pufru pfiblizné minutu. Filtraéni papiry,
nitrocelulosovd membrana a gel byly umistény do blotovaciho zafizeni v poifadi (od
kladného poélu, tzn. odzdola): anoda, 2 filtra¢ni papiry, membrana, gel, 2 filtra¢ni papiry,
katoda). Bubliny byly odstranény valcovanim zkumavkou srovnymi okraji. Transfer
probihal 60 minut pfi konstantnim elektrickém proudu 50 mA (0,65 mA/cm?). Po ukon&eni
elektrotransferu byla membrana na 5 minut vloZena do roztoku Ponceau S. Poté byla
nékolikrat oplachnuta destilovanou vodou, tuzkou byla oznacena poloha markeru a
roztokem PBS (0,5% Tween 20) byly z membrany vymyty zbytky Ponceau S. Membrana
byla dale hodinu blokovana v S ml Casein blockeru. Po hodin¢ bylo k roztoku Caseinu
blockeru pfidano bud’ 5 pl polyklonalni protilatky proti HisNAALADaseL(28-740), nebo
byla membrana pfenesena do média, které obsahovalo monoklondlni protilatku proti
HisNAALADasel(28-740). Inkubace s primarni protilatkou probihala vzdy pfes noc.
Druhy den byla membrana nékolikrat (3x10 min) proplachnuta roztokem PBS
(0,5% Tween 20). Poté byla umisténa do 5 ml Casein blockeru a do roztoku byly pfidany 2
ul sekundarni protilatky (am-HRP). Se sekundarni protilatkou se nechala membrana
inkubovat jednu hodinu. Nasledné byla membrana znovu né€kolikrat (3x10 min) promyta
roztokem PBS (0,5% Tween 20). Po promyti bylo na membranu piidédno 1,5 ml vyvolavaci
smési (750 pl od kazdého z dvou roztokt). Podle citlivosti a mnoZstvi vzroku byla zvolena
bud’ sada WestPico (méné citlivd) nebo sada WestFemto (nejcitlivéjsi). Membrana se
nechala inkubovat s vyvolavaci smési 5 minut a poté na ni byly pomoci CCD kamery

(LAS 3000, FUJIFILM Corporation) vizualizovany imunoreaktivni prouzky.
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3.2.14. Pocitani bunék

Roztoky:

Trypan Blue: 0,4%Tryptan Blue v PBS, pH 7,4

PBS: 137 mM NaCl
2,7mM KCl
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO4

upraveno na pH 7,4

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 20—50 pul bunééné suspenze a tento
roztok byl doplnén PBS na celkovy objem 900 pl. Poté bylo do mikrozkumavky pfidano
100 ul roztoku Trypan Blue. Vzorek byl protiepan a ponechan stat pii lab. teploté 5 min.
Nasledné se dobte protiepal a bylo z n€j odebrano 15 pl, které byly naneseny pod skli¢ko
hemacytometru (Bright-line hemacytometer-cell counting chamber, Sigma). Pod
mikroskopem se 100x zvétSenim, byly spocitany buriky v 1 mm ¢&tverci uprostied a ve
¢tyfech CEtvercich v rozich mtizky hemacytometru. Vysledny pocdet bun¢k se ptepocital
podle vztahu :

2

prumérny pocet bun€k na 1 mm* x zied’ovaci faktor x 10* [pocet bunék/ml]

3.2.15. Transfekce hmyzich bunék Drosophila melanogaster (S2 bunék)

a generace stabilni buné¢né linie

Roztoky:

Roztok A: 36 ul 2M CaCl, (Gibco - Transfection kit)
20 pg plazmidové DNA
1 pg pCoBlast

doplnéno sterilni vodou pro tkanové kultury na 300 pl

Roztok B: 300 ul 2xHBS (Gibco - Transfection kit) : 50 mM HEPES
280 mM NaCl
1,5 mM NaH,POy, pH 7,1
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Schneiderovy S2 buiiky byly udrZzovany v médiu SF900II s ptidavkem 10%
fetalniho hovéziho séra (FBS) ve 22-24 °C. Pted transfekci byly buiiky pfeneseny do
35-mm misky a ponechany rist aZ do hustoty 2-4x10® bungk/ml.

Transfekce byla provadéna podle navodu od vyrobce (Gibco - Transfection kit). Pro
transfekci byl do jedné mikrozkumavky pfipraven roztok A a do druhé roztok B. Do
roztoku B byl za stdlého michani na vortexu po kapkach piidavan roztok A. Vysledny
roztok byl inkubovén pii laboratorni teploté¢ 30-40 min. Smés byla znovu promichéana a
pfidana po kapkach k narostlym buiikkdm. Po kaZzdé pfidané kapce se miskou jemné
zamichalo. Buriky se inkubovaly 16 hodin ve 22-24 °C. Nasledné bylo odstranéno médium
a pfidano nové médium SF900II s piidavkem 10% FBS. Buriky rostly po dalsi dva dny a
pak bylo médium nahrazeno opét SFO00II s 10% FBS, ale tentokrat s pfidavkem 5 pg/ml
Blasticidinu S (selekéni médium). Toto selekéni médium bylo ménéno kazdé &ty dny
dokud nebyla selekce ukoncena (2-3 tydny). Poté bylo mozno pfevést kulturu do

bezsérového média (bez FBS a blasticidinu S).

3.2.16. Méfeni mnozstvi proteinu ve vzorku podle Bradfordové

Koncentrace proteinu byla stanovena podle Bradfordové meétfenim absorbance
komplexu proteinti s Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad Protein Assay) pifi vinové
délce 595 nm [63]. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin v koncentranim

rozmezi 0,025-0,5 mg/ml. Pfi méfeni se postupovalo podle protokolu dodaného vyrobcem.

3.2.17. Dialyza

0,5 ml frakce E5 z provedené purifikace bylo nastfiknuto do dialyza¢ni cely (Slide-
A-Lyzer 3 500 MWCO). Ta byla umisténa do nadoby s 500 ml 25mM Tris, pH 7,4.
Dialyza probihala pii 4 °C, za stalého michani. Dialyza¢ni roztok byl tfikrat vyménén
(vZzdy po 8 hodinach). Dialyzovany roztok byl posléze odebran z dialyzaéni cely injekEni
stiikackou a centrifugovan (13 000x g, 2 min, lab. teplota; Biofuge Pico, Heraeus
Instrument). Supernatant byl pfeveden do nové mikrozkumavky a po zméfeni vysledné
koncentrace proteini v roztoku (kap. 3.2.16.) byl pouzivin jako marker

NAALADasyL(28-740).
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3.3. Vysledky

3.3.1. Priprava plazmidu kédujiho HisNAALADasuL(28-740) metodou
molekularniho klonovani

Pfi ptipravé DNA kodujici extracelularni ¢ast NAALADasyL s N-terminalné
pfipojenou His kotvou (HisNAALADasal(28-740)) byl jako vychozi plazmid pouZit
pMTBipNaall(28-740), ktery byl jiz diive pfipraven v na$i laboratofi a osekvenovan
(Sacha et al. — publikace v ptipravé). Z tohoto plazmidu byla pomoci metody PCR ziskana
DNA kodujici NAALADasul (28-740) a byla do ni zavedena unikatni restrik¢ni mista.
Tato DNA byla nasledné pieklonovana do vektoru pET28b, kterym se transformovaly

bakterie E. coli. Schéma celého postupu klonovani je vidét na obr. 9.

primer FNAL28Ndc 1 Kon
NAALADasaL(28-740) : Ndel AP NAALADasaL(28-740)
Ndel His znatka
/K Kpnl primer RNA740ST J— ol
"v-;‘.
. Xhol
Xhol pET28bHisNaall(28-740)

pMTBipNaalL(28-740)
(5719 bp)

(7441 bp)

His zna¢ka Ndel ligace

PCR a $tépeni Ndel, Xhol

Xhol Obr. 10, 4. draha

3tépeni Kpnl, Xhol

stépeni Kpnl, Ndel Obr. 10, 2. dréha

Obr. 10, 5. draha Kpnl

pET28b
(5368 bp) $t€peni Ndel, Xhol
Obr. 10, 3. draha ligace

NAALADasaL(28-740)

Xhol
pMTBipNaalL(28-740)

(5719 bp)

His znacka
1S Ndel Kpnl

v ol e
2o .

P
\
-
..

NAALADasal (28-740)

Xhol
pET28bHisNaalL(28-740)

(7441 bp)

Obr. 9: Schématicky ndkres postupu pFi ziskdni plazmidu kédujiciho extracelularni &ast
NAALADasyL s N-terminalni His zna¢kou.
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Nejdfive byla pomoci metody PCR (kap. 3.2.1.) z plazmidu pMTBipNaalL(28-740)
ziskana DNA kodujici extracelularni ¢ast NAALADasyl(28-740). Pomoci navrzenych
primeri FNAL28Ndel a RNAL740ST (kap. 3.1.2.) bylo na 5° konec DNA zavedeno
restrikéni misto Ndel. Spravny prib&éh PCR reakce byl ovéfen na agarosovém gelu
(kap. 3.2.2.). Zn&j byl vytiznut a nasledné vyizolovan pfislusny prouzek (kap. 3.2.3.).
Ziskana DNA byla $t€pena restrikénimi endonukleasami Ndel, Xhol (kap. 3.2.5.). Poté
byla cela §tépici smés nanesena na agarosovy gel a znovu z néj vyizolovana (viz obr. 10,
dréha 4, kap. 3.2.2.; 3.2.3.).

Plazmid pET28b, ktery obsahuje pfed i za vicenasobnym klonovacim mistem
sekvenci DNA kodujici 6 histidind (tzv. His znacku), byl S$tépen restrikénimi
endonukleasami Ndel, Xhol (kap. 3.2.5.). Reakéni smés byla nanesena na agarosovy gel

(kap. 3.2.2.) a z n&j byl vyizolovan pfislusny prouZek (viz obr. 10, drdha 3, kap. 3.2.3.).

8454——
7242 ——
5686 ——

4822 ——
3675—

2323 ——
1929 ——

137 I —
1264~

702 ——

Obr. 10: Fragmenty pouZité p¥i klonovani elektroforeticky rozdélené na agarosovém gelu. Vzorky byly
smiseny se vzorkovym pufrem a d&leny na 1% (w/v) agarosovém gelu pfi 120V 20 minut (kap. 3.2.2.).
Drahy: 1-Lamda marker BstEIl, NEB (velikosti prouzkii jsou udany v bp)-7ul; 2-pMTBipNaalL(28-740)
Stepeny Kpnl, Xhol-50ul; 3-pET28b S$t&peny Ndel, Xhol-50ul; 4-produkt PCR reakce $t€peny Ndel,
Xhol-50l; 5-pET28bHisNaall(28-740) $té¢peny Kpnl, Xhol-45l. Draha 5 byla z jiného agarosového gelu a
do obrazku byla pfiddna pomoci programu Adobe Photoshop tak, aby velikost fragmentii DNA odpovidala
Lamda markeru BstETI.

Pomoci ligaéni reakce byly spojeny oba ziskané fragmenty DNA (kap. 3.2.4.).
Bakterie E. coli (kmen DH5a) byly touto ligaéni smési transformovany (kap. 3.2.6.).
Plazmid byl v bakteriich namnoZen a nasledn¢ vyizolovin metodou minipreparace
plazmidové DNA (kap. 3.2.7.).

Takto ziskany plazmid jiz vyhovoval na$im poZadavkim. Vzhledem k tomu, Ze

fragment ziskany pomoci PCR by bylo tieba cely osekvenovat, byla ¢ast DNA kodujici
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HisNAALADasul(28-740) nahrazena shodnou DNA z plazmidu pMTBipNaalL(28-740),
ktera jiz byla osekvenovana (viz obr.9, str. 42). Plazmidy pET28bHisNaalL(28-740) a
pMTBipNaall(28-740) byly $tépeny restrikénimi endonukleasami Kpnl a Xhol
(kap. 3.2.5.). Ob¢ stepici smési byly poté nanenseny na agarosovy gel (kap. 3.2.2.) a byly
vyfiznuty piislu$né fragmenty (viz. obr. 10, drahy 2 a 5, str. 43). Oba fragmenty byly
z gelu vyizolovany (kap.3.2.3.) a nasledné snimi byla provedena ligaéni reakce
(kap. 3.2.4.). Ligatni smési byly transformovany bakterie E. coli (kmen DH5)
(kap. 3.2.6.). V bakteriich byly namnoZeny kopie plazmidu a byly vybrany 4 kolonie, ze
kterych byl minipreparaci DNA ziskan pfisluSny plazmid. Spravny pribéh liga¢ni reakce

byl ovéten restrikénim §té€penim (viz obr. 11; kap. 3.2.5.).

] 2 345 67 89 10111213

Obr. 11: Restrikéni analyza bakteridlnich klond transformovanych plazmidem pET28bHisNaalL(28-
740) pomoci agarosové elektroforézy. Vzorky byly smiseny se vzorkovym pufrem a dé€leny na 1% (w/v)
agarosovém gelu pfi 120V 20 minut (kap. 3.2.2.). Drahy: 1-Lamda marker BstEll, NEB (velikosti prouzki
jsou udany v bp); 2,4,6,8-plazmidy z minipreparace pET28bHisNaall.(28-740) od riznych klonii (C1-C4);
3,5,7,9-vzorek odpovidajici $t&peni plazmidu z daného klonu restrikénimi enzymy Ndel, Xhol;
10-plazmid pET28bHisNaall.(28-740) z klonu C3 §tépeny restrikénimi enzymy Bgl/ll, Xhol; 11-plazmid
pET28b §t&peny Ndel, Xhol; 12— produkt PCR reakce St&peny Ndel, Xhol; 13- Lamda marker BstEIl, NEB.
Do viech drah bylo naneseno 5yl vzorku.

Po ovéfeni spravnosti transformovanych klonti byl vybran jeden (klon C3) a s nim
byla provedena maxipreparace plazmidu pET28bHisNaalL(28-740) (kap. 3.2.8.). Cast
DNA, ktera byla ziskana pomoci PCR (kap. 3.2.1.), byla osekvenovéana v laboratofi
Jiirgena Felsberga na MBU AV CR. Ukaézalo se, e béhem PCR nedoglo k z4dné zaméné
v nukleotidové sekvenci DNA kodujici NAALADasuL. Cast sekvence je pro ukazku

uvedena na obr. 12, str. 45.
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sckvence ziskana sckvenaci
plazmidu z klonu C3

B
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preapokiadana sekvence

ETiisNaalLossy —C A AAAAMAGCCAACTCACT G
A A A A MAGCCAAMAMACTCACTG

_—C

vysledna sekvence

Obr. 12: Ukazka z vysledkii sekvenace plazmidu ziskaného maxipreparaci plazmidové DNA z klonu
C3. Porovnani pfedpokladané a zjisténé sekvence bylo provedeno programem Vector NTI advanced
Software.

3.3.2. Produkce HisNAALADasyL(28-740) v E. coli

Produkce rekombinatniho proteinu HisNAALADasyL(28-740) byla provedena jak
je popsano v experimentalni ¢asti (kap. 3.2.9.). Proteiny pfipravené ve dvou nezavislych
naristech byly naneseny a analyzovany na polyakrylamidovém gelu v redukujicim
prosttedi (SDS-PAGE) (kap. 3.2.10.). Vizualizace proteini byla provedena pomoci metody
barveni stfibrem (kap. 3.2.11.). Na obr. 13 jsou vidét vzorky pted a po indukci IPTG.

1

97 kDa —

29 kDa — Wy,

Obr. 13: Analyza vzorku bakteridlni kultury pfed a po indukci IPTG pomoci SDS-PAGE barveného
stfibrem. Vzorky byly smiseny se vzorkovym pufrem a rozdéleny na 10% PAGE v denaturujicim prostfedi
pfi nap&ti 150V (kap. 3.2.10.). Drahy: 1-SDS marker, Serva-6ul; 2,4-bakterialni kultura nartistu I. pted(2) a
po(4) indukci IPTG; 3,5-bakterialni kultura naristu II. pfed(3) a po(S) indukci IPTG. Do drah 2-5 bylo
naneseno 15l vzorku. Exprimovana HisNAALADasal (28-740) je vyznafena ¢ernym rameckem.
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3.3.3. Purifikace HisNAALADasyL(28-740) na Ni-NTA agarose

Proteiny obsahujici ve své molekule His znacku (tj. 6 histidinti) se koordina¢né-
kovalentnimi vazbami siln& vaZou na ionty Ni**. Tohoto jevu bylo vyuzito pii Cisténi
rekombinatniho proteinu HisNAALADasal(28-740). Jako zdroj Ni** iontd byl pouzit
komer¢né€ dostupny nosi¢ Ni-NTA agarosa (QIAGEN).

Rozpusténé pelety v 8 M mocovin€ z obou nardstti byly pouzity na standardizaci
purifika¢ni metody. Nejdiive byla provadéna purifikace s men§im mnoZstvim vzorku
vsadkovou metodou, aby se ovéfila vazba proteinu na nosi¢ a zjistila koncetrace imidazolu,
pii které se protein z nosi¢e uvoliiuje. Po nékolika pokusech se pfe$lo na kontinuélni
kapalinovou chromatografickou separaci na piistroji AKTAexplorer, Amersham
Pharmacia Biotech. Po standardizaci metody byly vSechny relativné ¢isté frakce spojeny
do jedné a sni byla provedena findlni purifikace a zakoncentrovani rekombinantniho
proteinu HisNAALADasal.(28-740) (kap. 3.2.12.). Frakce ziskané béhém chromatografie
byly analyzovany na akrylamidovém gelu v denaturujicim prostiedi (kap 3.2.10.). Proteiny

byly vizualizovany barvenim stfibrem (kap. 3.2.11.). Obarveny gel je zobrazen na obr. 14.

97 KDa =
HisNAALADasal

67kDa —

45 kDa ==

29 kDa ——

Obr. 14: Pribéh purifikace na Ni-NTA agarosové kolonce analyzovany pomoci SDS-PAGE barveného
stfibrem. Vzorky byly smiseny se vzorkovym pufrem a rozdéleny na 10% PAGE v denaturujicim prostfedi
pti napéti 150V (kap. 3.2.10.). Drahy: 1-SDS marker, Serva-5ul; 2-ekvilibrace kolonky (frakce ekv.)-8ul; 3-
roztok, ktery se nanasel na kolonku (frakce L)-10pl; 4-roztok, ktery protekl kolonkou pfi nanaSeni (frakce
FT)-17,5ul; 5-prvni promyti kolonky (frakce W1)-12ul; 6-druhé promyti kolonky (frakce W2)-8,5ul; 7-13-
postupna eluce proteind zvy3ujici se koncentraci imidazolu (frakce E1-E7)-3pl; 14-promyti 1 M imidazolem
(frakce 1 M imid)-20ul. Oznaceni frakei je vysvétleno v kap. 3.2.12.
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3.3.4. Imunizace mysi rekombinantnim proteinem HisNAALADasaL(28-
740)

Z purifikace na Ni-NTA kolonce byly ziskany tti 1,5 ml frakce (E3, E4, ES), které
obsahovaly relativn€ Cisty protein v dostateéném mnozstvi k provedeni imunizace. Pro
imunizaci byla vybrana frakce E4. Imunizace byla provedena Pavlou Angelisovou

v laboratoti Véclava Hotejsiho na UMG AV CR.

3.3.5. Urceni specifity a citlivosti polyklonalni a monoklonalnich

protilatek proti HisNAALADaseL.(28-740)

3.3.5.1. Charakterizace polyklonalni protilatky proti HisNAALADaseL(28-740)

Po imunizaci mysi frakci E4 z na$i purifikace byla nejdiive ziskana polyklonalni
protilatka.  Pro  ovéfeni, Ze  obdrzena  protilatka  skutené¢  interaguje
s HisNAALADasou [(28-740) byla provedena imunochemicka detekci tohoto proteinu po
pfeneseni na membranu (kap. 3.2.13.). Vysledek imunochemické detekce a popis
ptisluSnych vzorka je uveden na obr. 15, str. 48).

Z vysledkii imunodetekce bylo ziejmé, Ze polyklonalni protilatka rozpoznava
NAALADasul(28-740), aniZ by rozpozndvala homologni protein GCPII (jeho
extracelularni ¢ast). Na druhou stranu byla zjiSt€éna zna¢nad zkiiZzena reaktivita s frakci,
kterou se imunizovalo (draha 1). To bylo pochopitelné, jelikoZ polyklondlni sérum
obsahovalo mnoho druhd protilatek, které ne vSechny mély svij epitop proti
NAALADaseL(28-740). Dalsi snahy byly zaméfeny na zisk monoklonalni protilatky, ktera
by specificky rozpoznavala NAALADasulL(28-740).
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Obr. 15: Imunodetekce riiznych variant proteinu NAALADasal. pomoci polyklonalni protilatky.
Vsechny vzorky byly rozdéleny na SDS-PAGE (kap. 3.2.10) a nasledn& pfeneseny na membrinu a
detekovany polyklonalni protilatkou proti HisNAALADasel (28-740) (kap. 3.2.13). Drahy: 1-frakce E5 z
purifikace na Ni-NTA kolonce-2pl; 2-SDS marker, Serva-20ul; 3- pfe¢i§téna extracelularni ¢ast GCPII-4ng;
4,5- média z S2 bunék stabilng transfekovanych pMTBipNaall.(28-740), vzorky se 1i§i datem transfekce-5pul;
6- bunétny lyzat z S2 bun€k stabilng transfekovanych pMTBipNaalL(1-740)-5ul; 7,8,9-bun&&ny lyzat z
bun&k HEK 293T(7), HEK(8), U87(9) tranzientn& transfekovanych pcDNANaall(28-740)-5ul; 10- bun&&ny
lyzat z lidské slezinné tkan&-100ng; 11- bun&&ny lyzat z lidského varlete-100ng; 12- bun&ény lyzat z lidského
tenkého stfeva-10ng; 13-médium z netransfekovanych S2 bun&k-5ul; 14-bundny lyzat =z
netransformovanych bakterii E.coli BL21 RIL-5pl. Vzorky 4,5,6 byly pfipraveny pomoci metody 3.2.15.
Vzorky 7-14 byly dodany jiZ ptipravené jinymi pracovniky nasi laboratofe. Pokud je u vzorku uvedena
hmotnost, tak znamena celkové mnozZstvi proteinii nanaené na gel. P¥i vizualizaci byl pouzit vyvolavaci
roztok WestPico. Fotka byla potizena na CCD kamete (LAS 3000, FUJIFILM Corporation) - citlivost super,
doba exponovani 1 min.

3.3.5.2. Piiprava monoklonalni protilatky proti HisNAALADaseL(28-740)

Polyklonélni protilatka byla ziskana imunizaci proteinem bez postranslacnich
modifikaci (vlivem produkce proteinu v prokaryotnim expresnim systému). Navzdory
tomu je z obr. 15, str. 48 patné, Ze rozeznava i NAALADasuL(28-740) produkovanou
v eukaryotnich burikach (drahy 4,5,7,8). Navic je u drah 4 a 5 vidét znacnéd specifita
polyklonalni protilatky proti NAALADasel(28-740). Proto bylo médium ze stabilné
transfekovanych Schneiderovych S2 bun€k pouzito k selekci hybridomil pii piipravé
monoklondlni protilatky. Navic byly klony hybridomi selektovany tak, aby nereagovaly
zktizené s markerem GCPII, jak je vidét na obr. 15, dréha 3, str. 48.

Pfiprava a selekce hybridomi byla provedena Pavlou Angelisovou v laboratofi

Vaclava Hotej$iho na UMG AV CR.
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3.3.5.3. Charakterizace monoklonalni protilatky proti HisNAALADaseL(28-740)

Byla ziskana média ze 4 klon hybridomu, které prosly testovanim specifity vazby
na NAALADasul(28-740) produkovanou stabilné transfekovanymi S2 burikami. V dal$im
textu budou monoklonalni protilatky produkované pfislusnymi hybridomy oznaCovany
aNaalL1-4.

Kazdy klon pravdépodobné produkuje jiny typ protilatky (proti jinému epitopu).
Umisténi epitopu na molekule proteinu, piesnéji jeho piistupnost pro protilatku, do zna¢né
miry ur€uje schopnost protilatky vézat se na ptislusny protein. Bylo proto nutné stanovit
detekéni limity vSech ¢tyf monoklonalnich protilatek a uréit, ktera z nich vykazuje nejvétsi
citlivost proti NAALADasel.(28-740). Vysledky pokusu jsou znazornény na obr. 16,
str. 50.

Pokusem bylo zjisténo, Ze monoklonalni protilatka aNaalL2 ma nejvétsi citlivost
vi¢i NAALADasel(28-740). MnozZstvi proteinu v drahach 3-7 bylo pouze orientaéni
(kap.4) a nebylo tudiz mozné s jistotou fici, jaky je detekéni limit testovanych
monoklonalnich protilatek. K jeho urfeni bude zapotiebi provést u€inéjsi purifikaci
NAALADasyL(28-740), aby mnoZstvi ostatnich proteini v jejim roztoku bylo
zanedbatelné. Z obr. 16, str. 50 byla patrna zna¢nd specifita monoklonalnich protilatek
k NAALADasel(28-740) v porovnani s extracelularnimi ¢astmi proteint GCPII (1. draha)
a GCPIII (2. draha u membran B a D).
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Obr. 16: Imunochemicka analyza citlivosti 4 riiznych monoklondlnich protilitek (aNaalL1-4) proti
NAALADaseL(28-740). Viechny vzorky byly rozdéleny na SDS-PAGE (kap. 3.2.10) a nasledné pfeneseny
na membranu a detekovany ptislusnou monoklondlni protilitkou proti HisNAALADasel(28-740)
(kap. 3.2.13). Membrana A byla inkubovana s monoklonalni protilatkou oNaall.1, membrana B s oNaall.2,
Cs olNaalL3 a D s aNaall4. Drahy: 1- pfe¢i§téna extracelularni ¢ast GCPII-1pg; 2-SDS marker, Serva
(membrana A a C)-20ul nebo pieisténa extraceluldrmi ¢ast GCP III (membrana B a D)-20ng; 3-7-
HisNAAIL ADasal .(28-740)-500ng(3), 100ng(4), 50ng(5), 25ng(6), 10ng(7); 8-médium z S2 bunék stabilng
transfekovanych pMTBipNaalL(28-740)-5ul; 9-11-10x zfedéné médium z S2 bungk stabilné
transfekovanych pMTBipNaall. (28-740)-15u1(9), 10ui(10), Sul(11); 12-14-100x zfedéné médium z S2
bunék stabiln¢ transfekovanych pMTBipNaall(28-740)-15u1(12), 10ul(13), 5ul(14). MnozZstvi proteinu u
vzorki HisNAAL ADasal.(28-740) je ureno podle Bradfordové (kap. 3.2.16.). Ta byla meéfena z
ptedialyzované frakce E5 zpurifikace (kap.3.2.17.). Pfislusné prouzky byly vizualizovany pomoci
vyvolavaci smési WestFemto na CCD kamete (LAS 3000, FUJIFILM Corporation) - citlivost standard a
doba exponovani 1 min.
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4. Diskuze

V teoretické €asti byly shrnuty, a kde to bylo mozné i doplnény, informace o dvou
homolozich GCPII, proteinech GCPIIl a NAALADaseL. Cilem bylo porovnat co mozna
nejvice znamych faktd o té€chto proteinech s informacemi jiz publikovanymi o GCPIIL.
Jelikoz je GCPII mnohem detailngji prostudovanym proteinem, nezahrnuje reSerSe uplné
informace tykajici se této proteasy, coZ ani neni jejim zamérem. Za to by méla tato prace
¢tenéii predlozit souhmn informaci, podanych tak, aby co nejvice vynikla pfibuznost &i
rozdilnost vSech tfi proteind. I kdyZ si lze jen téZko ptedstavit, Ze by bylo mozné na
zéklad¢ pouhé pfitomnosti ¢i nepfitomnosti uritych motivii v molekule usuzovat na jeji
vlastnosti ¢i funkci v organismu, poskytne snad toto srovnani alespoii myslenkovy zaklad
pro dalsi a detailn€jsi studovani danych protein.

Z porovnani jak na genové tak proteinové urovni vyplyva zna¢na podobnost GCPII
a GCPIII. Tuto skute¢nost dokazuje velice podobna exon-intronova struktura gentt FOLH1
a NAALAD2 (viz tab.2, str.8) a také podobna enzymova aktivita obou proteas.
NAALADasal. se od obou proteind vyrazn&ji odliSuje jak na genové (exon-intronova
struktura) tak na proteinové urovni. Tento protein s nejvétsi pravdépodobnosti nema ani
jednu ze dvou enzymovych aktivit GCPII a GCPIII. Z porovnani enzymaticky dulezitych
aminokyselin vyplyva, ze NAALADasal. miiZze byt proteolyticky aktivni (obsahuje zbytky
vazajici zinkové atomy i katalytickou aminokyselinu). Vysoké rozdily ve zbytcich
rozeznavajici substrat (S1 a S1° misto) vSak nasvédCuji tomu, Ze jeji substrat by mél

rozdilnou chemickou strukturu nez je tomu u GCPII a GCPIII (viz tab. 11, str. 19).

Cilem praktické c¢asti této prace byla piiprava rekombinantniho proteinu
HisNAALADasal, jeho nasledna produkce, purifikace a ovéfeni specifity a citlivosti
protilatek ziskanych proti tomuto proteinu.

I ptesto, Ze klonovaci postup nebyl pfili§ jednoduchy, jeho spravnost byla jasné
ovéiena pomoci osekvenovani ptipraveného plazmidu pETHisNaalL(28-740).

Purifikace vyprodukovaného proteinu HisNAALADasal.(28-740) byla provedena
na kolonce plnéné Ni-NTA agarosou. Tato metoda ¢isténi proteinu s histidinovou kotvou
je znaén¢ rozsifend. V porovnani s protokolem, ktery byl k dispozici, bylo nutné provést
nékolik zmén (pifedevs§im piejit ze vsadkového zpisobu déleni, na kontinuélni kapalinovou

chromatografii). Z analyzy vzorkd jimanych v prib&hu finalni purifikace (viz obr.14,
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str. 46) bylo zfejmé, Ze purifikace neprobéhla se 100% uéinnosti. Bylo nutné stanovit
koncetraci purifikovaného proteinu ve frakcich E3-E7, aby se zjistilo, zda obsahuji
dostatek proteinu na provedeni imunizace. Koncentrace proteini v elucnich frakcich byla
nejprve uréena podle Bradfordové. Stanoveni viak nebylo pfesné, jelikoz 8 M mocovina,
ve které probihala cela purifikace a jejimZ roztokem se i imunizovalo, interagovala
s roztokem pouzivanym pii stanoveni proteind. Pro spravné ur¢eni koncentrace proteint
bylo provedeno densitometrické stanoveni koncentrace HisNAALADasyL(28-740) v
eluénich frakcich (jako standard byla pouzita vy¢isténa extracelularni ¢ast GCPII). Zjisténé
hodnoty koncetraci ukazaly, Ze v kazdé z 1,5 ml eluénich frakci je dostate¢né mnozstvi
proteinu pro provedeni imunizace (navic se ukazalo, Ze 8 M mocovina znepiesiiuje méfeni
koncentrace proteind podle Bradfrodové jen mirné€; nepublikované vysledky).

Pomoci imunochemické detekce proteinl po pfeneseni na membranu byla ovétena
ucinnost vazby polyklondlni protilatky proti HisNAALADaseL. Polyklonalni protilatka
obsahuje mnoho protilatek s riiznym epitopem a tudiz je pochopitelné, Ze reagovala velice
siln¢ s frakci jiz se imunizovalo (viz obr. 15, draha 1, str. 48). Spodni prouzky na
membran¢ mohou byt bud jiné proteiny, které byly vyCistény spolu
s HisNAALADasouL(28-740), nebo degrada¢ni produkty tohoto proteinu. Kazdopadné
byla zjiSténa zna¢na specifita polyklonalni protilatky proti médiu ze stabilné
transfekovanych hmyzich S2 bunék (viz obr. 15, draha 4, 5, str. 48).

Z porovnani u¢innosti vazby 4 riznych monoklonalnich protilatek vyplynulo, Ze
nejcitlivéjsi je protilatka aNaalL2 (viz obr. 16, str. 50). MnoZstvi proteinu uvedena u frakci
HisNAALADasyL(28-740) oznacuji celkové mnozstvi proteinu, které bylo méfeno po
dialyze jedné z eluénich frakci z purifikace proti 25mM Tris, pH 7,4 (kap. 3.2.17.).
Vzhledem ke zneCisténi vzorku, nelze pfesné urcit detekéni limit monoklonalnich
protilatek. Pravdépodobné vsak bude mensi, nez bylo mnoZstvi naneseného proteinu do
jednotlivych drah. Tento ptedpoklad podporuje i fakt, Ze pokud se pokusime z obr. 16,
str. 50 odhadnout koncentraci NAALADasyL(28-740) v médiu ze stabiln¢
transfekovanych S2 bunék, dostaneme pfili§ veliké &islo. U nejcitlivéj$i monoklonélni
protilatky oNaallL2 se da ocekavat detekéni limit v jednotkach nanogrami pfipadné
stovkach pikograml proteinu. Viditelnd zk¥iZena reaktivita monoklonalnich protilatek
s frakcemi  obsahujicimi HisNAALADasul(28-740) (viz obr. 16, str. 50) podporuje
domnénku, Ze niZ§i prouzky viditelné jak s polyklonalni tak monoklonélni protilatkou jsou

degradaéni produkty tohoto proteinu.
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Pomoci monoklonélnich protilatek se da protein stanovovat v tkanovych lyzatech
(metodou Western blot) ¢i v tkanovych fezech (imunohistochemicky). Pfi vybéru a
testovani protilatek bylo nutné ovéfit vysokou specifitu vazby protilatky k danému
proteinu, abychom mohli s jistotou fici, Ze imunoreaktivni protein je NAALADasaL a ne
jeden z jejich blizkych homologl.. Tento problém je dnes aktudlni pfedev§im v otdzce
vyskytu GCPII a GCPIII (kap. 2.2.4.2), ale NAALADasalL vykazuje také vysokou
homologii s GCPII i GCPIII a realnd moznost zktiZené reaktivity zde existuje.

Monoklonalni protilatky nerozpoznaly 1 pg Cistého proteinu GCPII ani 20 ng &isté
GCPIII (viz obr. 16, drahy 1, 2b, str. 50). Mnozstvi proteinu GCPII, které bylo detekovano
na membrang, témét vyluCuje moznou zkiiZzenou reaktivitu. Mnozstvi GCPIII bylo sice
mnohem mensi, ale bylo dostate¢né k tomu, aby ukézalo, Ze ptipadna zkiiZena reaktivita
monoklonalnich protilatek s GCPIII nebude piili§ vyrazna. V budoucnu bude nutné ovéfit
moznou zkfiZenou reaktivitu s v&tsim mnoZzstvim proteinu GCPIIIL.

Piiprava specifickych monoklondlnich protildtek pfedstavuje pouhy zacatek pti
zkoumani NAALADasyL a je§t¢ mnoho prace v tomto sméru musi byt ud¢lano. Dal§im
logickym krokem pfi zkoumani tohoto proteinu bude jeho nadprodukce v eukaryotnim
expresnim systému a nasledna purifikace. Po ziskani Cistého proteinu bude nutné ovéfit
jeho ptipadnou enzymovou aktivitu (DPPIV) i neaktivitu (§t€peni NAAGu a folylpoly-y-L-
glutamatu) a porovnat ziskané vysledky z dosud publikovanymi informacemi.

Piesny a spravny popis exprese GCPII, GCPIIl a NAALADasyL v riznych
lidskych tkanich by mohl pomoci k objasnéni fyziologické role téchto proteint v lidském
organismu. K tomu je v8ak zapotiebi nejprve ziskat vysoce citlivé a pfedevSim specifické

monoklonalni protilatky proti v§em tfem proteinim.
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5. Zavér

e byla vypracovana reSerSe porovnavajici protein GCPII a jeho dva blizké homology
GCPIIl a NAALADasuL

e metodou molekularniho klonovéni byl pfipraven plazmid pET28bHisNaalL(28-
740), ktery obsahuje DNA kodujici protein HisNAALADasal (28-740)

e byla provedena nadprodukce proteinu HisNAALADasal.(28-740) v prokaryotnim
expresnim systému (E. coli, kmen BL21 RIL)

e vyprodukovany protein byl vy¢istén na kolonce obsahujici Ni-NTA agarosu

e byla provedena imunizace mysi vy¢i§ténym proteinem HisNAALADasal(28-740)
a byly ziskdny jedna polyklonalni a ¢tyfi monoklonalni protilatky proti tomuto
proteinu

e ovéfila se specifita a citlivost vSech protilatek jak vici HisNAALADasel(28-740),
produkované v prokaryotnim systému, tak NAALADasel(28-740) produkované

eukaryotnimi buiikkami
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6. Seznam zKkratek

om-HRP
2-PMPA
APS
BLAST
bp

CCD
cDNA
DNA
dNTPs
DPPIV
EDTA
ESTs
FOLH
GCPII
GCPIII
GPI-18431

hnRNA
ICso

IPTG
IUBMB
kbp

Keat

kDa

Kwm

LNCaP

LB médium
MBU AV CR
mRNA
MSMT CR
NAA

z angl. anti-mouse horseradish peroxidase
2-fosfonomethylpentandiova kyselina

peroxodisiran amonny (z angl. amonium persulphate)

z angl. Basic Local Alignment Search Tool

par bazi (z angl. base pair)

z angl. charge-coupled device

kédujici DNA (z angl. coding DNA)

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
deoxyribonukleotidtrifosfaty (z angl. deoxynucleosidtriphosphates)
dipeptidylpeptidasa IV (z angl. dipeptidyl peptidase IV)
ethylendiamintetraoctova kyselina

z angl. expressed sequence tags

folat hydrolasa (z angl. folate hydrolase)
glutamatkarboxypeptidasall (z angl. glutamate carboxypeptidasell)
glutamatkarboxypeptidasalll (z angl. glutamate carboxypeptidaselll)
zkratka pro slouceninu se systematickym nazvem
(S)-2-(4-jodobenzylfosfonomethyl)-pentandiova kyselina
heteronuklearni RNA (z angl. heterogeneous nuclear RNA)
inhibiéni konstanta

izopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

z angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology
1000 parti bazi (z angl. kilo base pair)

katalyticka konstanta

1000 Daltonu (z angl. kilo Daltons)

Michaelisova konstanta

z angl. Lymph-node carcinoma of the prostate

z angl. Luria-Bertani medium

Mikrobiologicky tstav Akademie véd Ceské republiky
mediatorovda RNA

Ministerstvo $kolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky
N-acetyl-L-aspartat
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NAAG
NAALADasa
NAALADasaL
NAALADasalL2
NEB

PBS

PCR

PGCP

PSMA
PSMAL
Q(RT)-PCR

RNA
RT-PCR
SDS
PAGE

TAE pufr

TE pufr
TEMED

Tris

UOCHB AV CR
UMG AV CR

viv

w/v

N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat

z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase

z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase like

z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase like2

New England Biolabs

fyziologicky fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffer saline)
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
z angl. plasma glutamate carboxypeptidase

z angl. prostate specific membrane antigen

z angl. prostate specific membrane antigen like

kvantitativni polymerasova fet€¢zova reakce (z angl. quantitative
(real time)-polymerase chain reaction)

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

z angl. reverse transcription polymerase chain reaction
dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulphate)
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

Tris-acetat-EDTA pufr

Tris-EDTA pufr

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

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské Republiky
Ustav molekularni genetiky Akademie véd Ceské Republiky
objem kapalné latky v kone¢ném objemu roztoku

(z angl. volume for volume)

hmotnost rozpusténé latky v kone¢ném objemu roztoku

(z angl. weight for volume)
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