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1. Uvod

Lidskd glutamdtkarboxypeptidasa II (GCPII, E.C. 3.4.17.21) je transmembrinova
metalopeptidasa, jeZ je exprimovdna v mnoha tkdnich lidského téla, zeyjména v prostaté,
mozku, ledvinich a tenkém stfevé [1, 2]. Diky faktu, Ze se vyskytuje v rozli¢nych orgénech,
byla nejprve studovdna pod né€kolika riznymi jmény, aniZz se vé€délo, Ze se jednd o tentyz
protein — v mozku jako NAALADasa (z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase),
v tenkém stfevé jako foldthydrolasa (FOLH) neboli folylpoly-y-glutamatkarboxypeptidasa
a v prostaté jako ,,membrdnovy antigen specificky pro prostatu“ (PSMA; z angl. prostate-
specific membrane antigen). Teprve po deseti letech bylo rozpoznéno, Ze se jednéd o jeden
atentyZ protein, ktery byl na na doporuceni Nazvoslovné komise IUBMB pojmenovan
glutamatkarboxypeptidasa II [3, 4, 5]. [ pfes toto doporuceni se ale v jednotlivych oborech
stile miZeme setkat se vSemi uvedenymi ndzvy GCPII. Vtéto praci je uZivani
,nedoporuc¢enych* ndzvi GCPII omezeno na minimum, pouZity byly jen v pfipadech, kde
usnadnily orientaci v dané problematice.

I pfes intenzivni vyzkum je funkce GCPII ve vétSin€é orgdnili stile nezndmd, vyjimku
tvoif mozek a tenké sttevo. V mozku GCPII hydrolyzuje neurotransmiter N-acetyl-L-aspartyl-
a-L-glutamit (NAAG) na N-acetyl-L-aspartidt (NAA) a volny glutamét (tzv. NAALADasova
aktivita) [6], ¢imZ se podili na regulaci d&ji na synapsi. V tenkém stfevé ¢loveéka a prasete
od$tépuje koncové glutamity z pteroylpoly-y-glutamdtu za vzniku pteroylglutamétu
(tj. folatu), coZ umoziiuje vstfebdvani riznorodé smési polyglutamylovanych folatd pfijatych
v potravé pies stievni sténu (tzv. folathydrolasova aktivita) [4]. V prostaté je fyziologicka
funkce GCPII nezndm4, protoZe v8ak b&hem vyvoje nddoru prostaty dochézi ke zvySeni
exprese GCPII, vyuZivé se jako marker tohoto zhoubného onemocnéni [7].

GCPII se vyskytuje nejenom u ¢loveka; orthology lidské GCPII byly popsény naptiklad
u krysy, prasete ¢i myS$i. Mysi protéjsek GCPII vykazuje 86% identitu a 91% podobnost
aminokyselinové sekvence s lidskou GCPII. Navic mys$i GCPII vykazuje, stejn€ jako lidské
GCPII, NAALADasovou a folathydrolasovou aktivitu [8].

GCPII se jiz vyuziva pti diagnostice nddorovych onemocnéni prostaty a mohla by se
stat i vyznamnym terapeutickym cilem v 1é€b&é nadord prostaty a mozkovych onemocnéni.
My§ a mysi ortholog lidské GCPII by mohly ptedstavovat vhodny zvifeci model, ktery je
potfebny pro vyvoj novych lé¢ebné-diagnostickych metod. Proto jsme se rozhodli tento

enzym pfipravit v rekombinantni form¢ a charakterizovat je;j.



2. Teoreticka cast

2.1 GCPII na drovni DNA

Gen pro lidskou GCPII se skldd4 z 19 exonl a 18 intronli, mé velikost zhruba 62 kb
genomové DNA [9] a nachdzi se na chromosomu 11 [10]. Studie ur¢ily lokus 11p11-p12 jako
gen kédujici GCPII a lokus 11q14 oznacily jako sidlo genu homologniho s GCPII [9]. Lokus
11q14 byl poté piifazen genu pro GCPIII (glutamatkarboxypeptidasa III), enzym velmi
ptibuzny GCPII [11].

Na chromosomu 11 (lokus 11q12) byl lokalizovan i gen pro tfeti pfibuzny enzym
NAALADasuL (z angl. NAALADasa-like) [11].

2.2 GCPIl na urovni mRNA

Zpocatku se vieobecné véiilo, Ze mRNA GCPII je exprimovana specificky pouze
v prostaté. Pozdé&ji bylo metodou ,ribonuclease protection assay* prokdzdno, Ze mRNA je
sice exprimovana pfedev§im v prostaté, ale v ur¢itém mnozstvi i v lidském mozku, slinnych
Z14z4ch a vtenkém stievé [12]. Nasledné byla tato mRNA detekovdna pomoci RT-PCR
(z angl. reverse-transcriptase polymerase chain reaction) v mnoha riznych lidskych tkdnich —
ve varlatech, nadvarlatech, semennych va&cich, srdci, jatrech, plicich, ledvinich, brzliku
a Stitné Zlaze [13]. Tato price naznalila, Ze exprese GCPII neni omezena pouze na
prostatu [13]. Exprese mRNA GCPII i v jinych tkdnich neZ v prostaté byla potvrzena i dal§imi
skupinami [11, 14].

2.2.1 Alternativni sestrih

GCPII (zde je vhodné ptipomenout i jeji dal$i nazev ,,prostate-specific membrane
antigen, PSMA) je k6dovdna mRNA o délce 2653 nukleotidu [7]. V prostaté jsou ale zndmy
1 dalsi, alternativné sestfizené formy mRNA GCPII - PSM', PSM-C, PSM-D a PSM-E.

Nejdéle zndmou variantou je PSM' objevend Su et al. roku 1995 (Obr. 1, str. 7).
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Obr. 1: cDNA GCPII (PSMA) a jejich étyrF alternativné sestfizenych variant

Cisla zna¢i jednotlivé nukleotidy, ATG signal pro zahajeni translace (iniciaéni kodon pro Met).
V sekvenci PSM' jsou nukleotidy 114 - 380 genomové sekvence GCPII odstranény alternativnim
sestfihem (¢ervené v GCPII). PSM-C a PSM-D vyuZivaji stejné donorové sestfihové misto jako PSM'
(nukleotid 114), ale odlidné akceptorové sestfihové misto nachazejici se v intronu genu pro GCPII, coz
vede ke vzniku nového exonu (fialové, resp. zelené). PSM-E obsahuje ve srovnani s GCPII
insertovanou oblast 97 nukleotidl (Zlut&); zarovei je v jeji sekvenci deletovana oblast 93 nukleotidi

pfitomna v ostatnich variantach (hnédé). Upraveno podle [15, 16].

2.2.1.1 PSM'

Pfi zkoumdni exprese mRNA GCPII ve zdravé prostat¢ pomoci RT-PCR byla
identifikovdna kromé& b&éZné mRNA GCPII i jeji alternativné sestiiZzend forma oznafovand
jako PSM'. Transkripce PSM' za¢ind od stejného promotoru jako transkripce GCPII, ale
alternativnim sestfihem dochdzi k deleci 266 nukleotidii blizko 5'-konce mRNA GCPII
(nukleotidy 114 - 380) [17].

mRNA PSM' je tudiZ krat$i (2387 nukleotidii) oproti mRNA GCPII (2653 nukleotidi).
a transmembrédnovou &¢ast GCPII [7]. Translace mRNA PSM' proto vyuZivd novy iniciaéni
kodon [17] a produkuje tak cytosoldrni protein, ktery postrddd prvnich 59 aminokyselin

pritomnych v GCPII [17].



2.2.1.2 PSM-C

Transkripce PSM-C za¢ind na stejném misté jako v ptipadé GCPII a PSM'. PSM-C
obsahuje stejné donorové sestfihové misto jako PSM' (nukleotid 114), ale vyuZivd jiné
akceptorové sestfihové misto, které se nachdzi v intronu 1 genu pro GCPII. Transkripci tak
vznikd mRNA obsahujici 133 nukleotidi navic ve srovnani s PSM'. Za zminku stoji fakt, Ze

s e e e

k produkci proteinu identického s PSM' [18].

2.2.1.3 PSM-D

Pfi sestfihu za vzniku PSM-D se vyuZivd stejné donorové sestfihové misto jako
v piipadé PSM' a unikdtni akceptorové sestithové misto nachézejici se v intronu 1 genu pro
GCPIIL. PSM-D tak obsahuje novy exon, ve kterém se nachazi i novy inicia¢ni kodon pro

translaci [18].

2.2.1.4 PSM-E

cDNA PSM-E obsahuje ve srovnani s GCPII novy exon — oblast o velikosti
97 nukleotidt insertovanou do cDNA GCPII; zarover je v sekvenci cDNA PSM-E deletovana
oblast o velikosti 93 nukleotidi. Kromé téchto dvou rozsdhlych inzerci/deleci se obé& sekvence
1i8{ jest¢ ve dvou nukleotidech [15], ovSem je otdzkou, zda tyto bodové mutace nevznikly
v pribéhu experimentu.

S vyuzitim RT-PCR byla mRNA PSM-E detekovdna pouze v nadorech prostaty
a v buitkkdch LNCaP, nikoliv v buiikkdch PC-3 a v dalSich testovanych neprostatickych
nadorech (nidory ledvin, mo¢ového méchyte, prsu, ilea ¢i duodena) [15]. To je podstatny
rozdil oproti mRNA GCPII, kterou je mozno detekovat ve velkém mnoZstvi jak v normalni
prostat¢, v nddorové prostat¢ a v buiikdch LNCaP, tak v men$im mnoZstvi i v neprostatickych
nadorech.

Diky faktu, Ze PSM-E je specificky exprimovédna pouze v niddorech prostaty a nikoliv
v jinych nadorech [15], by mohla PSM-E slouZzit jako novy a vhodné&j$i marker pro niddorové
onemocnéni prostaty namisto GCPIL. Exprese mRNA PSM-E v rakoviné prostaty je stejné
jako v ptipad€ GCPII z4visla na stupni malignity nddoru [15].



2.3 GCPII na arovni proteinu

2.3.1 Enzymatické aktivity GCPII
GCPII se vyznacuje dvéma enzymatickymi aktivitami:
1. NAALADasovou aktivitou, kterd spo¢iva v hydrolyze dipeptidu N-acetyl-L-
aspartyl-a-L-glutamatu (NAAG) [6]
2. folathydrolasovou aktivitou, jeZz je spojena s od$t€povanim koncovych

glutamatl z polyglutamylovanych folatt [4]

2.3.1.1 NAALADasova aktivita GCPII

Prvni z enzymovych aktivit GCPII se vztahuje k jejimu vyskytu v mozku, kde se
nachdzi v membrané astrocyti [2, 19, 20]. GCPII se tak muiZe dcastnit modulace dé&ju
probihajich na nervovych synapsich, a to hydrolyzou svého endogenniho substrétu,
peptidového neurotransmiteru NAAG [21, 22]. NAAG je nejrozditenéjSim peptidovym
neurotransmiterem v savéim mozku, kde se vyskytuje ve vysokych koncentracich, zv1ast€ pak
v mozkovém kmeni [23].

Tato aktivita byla poprvé charakterizovédna in vitro na synaptosomdlnich membranach
z krysiho mozku Robinsonem et al. [6] a poté i dal§imi skupinami [24, 25]. Pozdé&ji byla tato
aktivita pozorovdna i in vivo za pomoci aplikace radioaktivné znaceného substritu
(PHINAAG); souasnou aplikaci inhibitora resp. aktivatori GCPII byla potvrzena role této
peptidasy jako enzymu katabolizujictho NAAG in vivo [26, 27].

Utinkem GCPII je peptidovd vazba v NAAG, uvolnéném do synaptické Stérbiny,
hydrolyzovédna za vzniku N-acetyl-L-aspartitu (NAA) a volného L-glutamétu (Obr. 2, str. 10).

Podrobnéji je o GCPII, jeji roli v mozku a glutamitové excitotoxicit€¢ pojednano

v kapitole 2.3.3 GCPII a neuropatologie.
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Obr. 2: Schéma hydrolyzy N-acetyl-L-aspartyl-a-L-glutamatu (NAAG)
GCPII katalyzuje hydrolyzu neurotransmiteru NAAG; produkty reakce jsou N-acetyl-L-
aspartat (NAA) a L-glutamét.

2.3.1.2 Folathydrolasova aktivita GCPII

GCPII funguje i1 jako y-glutamatkarboxypeptidasa (foldthydrolasa) zpracovavajici
glutamylované substraty na bazi foltu [4, 28].

GCPII je lokalizovadna na povrchu fasinkovych buné€k stfevni sliznice [28, 29], kde
od$té€puje termindlni glutamat z folylpoly-y-glutamati (tj. z pteroylpoly-y-glutamatd) [4, 28],
jeZ jsou vedle NAAG dal$imi endogennimi substraty GCPII (Obr. 3).

[ pteroylmonoglutamat (folat) ]

[ kyselina pteroova |

p-aminobenzoyl|

GCPII

Obr. 3: Vzorec folylpoly-y-glutamatu a jeho hydrolyza GCPII
V tenkém stfevé GCPII odstépuje koncovy glutamét z folylpoly-y-glutamatu za uvolnéni L-
glutaméatu. Upraveno podle [30].
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Bylo pozorovéno, Ze GCPII m4 velmi podobnou afinitu pro polyglutamylované derivaty
folatu s riznym po¢tem piipojenych glutamyli (2 aZ 5), av3ak afinita k monoglutamylovanym

derivatiim je piiblizné tisickrat nizsi [30].

Touto aktivitou se GCPII udc¢astni trdveni smési folylpoly-y-glutamétl pfijatych
v potravé [29], nebot’ polyglutamylovana ¢ast je u¢inkem GCPII hydrolyzovédna za vzniku
volného foldtu [31, 32, 33], ktery je specifickym pfenaecem transportovdn do buriky [34],
kde je op&tovné polyglutamylovan a vyuZit pro buné¢ny metabolismus [35, 36, 37].

2.3.2 Struktura GCPII

2.3.2.1 Celkova struktura GCPII

Glutamétkarboxypeptidasa II je membranovy glykoprotein II typu o velikosti
750 aminokyselin [38]. GCPII je ¢lenem rodiny metalopeptidas M28, klanu MH. Rodina M28
se vyznaCuje konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky pro vazbu zine¢natych kationtl
v aktivnim mist€ a vazbu substratu [39].

Na zédklad¢ primérni struktury byla predikovdna molekulovd hmotnost GCPII okolo
84 kDa, oviem v dusledku pomémé rozsahlé glykosylace se molekulovd hmotnost nativniho
proteinu pohybuje okolo 100 kDa [38, 40, 41].

GCPII m4 kratkou N-koncovou cytosoldrni ¢&4st sloZzenou z 18 aminokyselin
(aminokyseliny 1 — 18), ndsleduje transmembrdnovd ¢4st o velikosti 25 aminokyselin (19 -
43) a poté extraceluldrni ¢ast (44 — 750).

Cast extracelulimi domény GCPII vykazuje pomémé zna¢nou homologii
s transferinovym receptorem (54% podobnost na drovni cDNA) [38]. Pravé homologie GCPII
s transferinovym receptorem (TfR1) umoZnila predikovat doménovou organizaci GCPII
(pozdé&ji se tato predikce ukdzala jako chybnd) a zplsob jejiho ukotveni v membrané [39].
Na z4kladé¢ homologie s aminopeptidasami rodiny M28 (konkrétné s aminopeptidasami ze
Streptomyces griseus a Vibrio proteolyticus) bylo predikovéno i katalytické misto GCPII [39].

Krystalové struktury extraceluldrni ¢asti rekombinantni lidské GCPII (rhGCPII) byly
publikovany a7 pomé&mé neddvno [42, 43]. Tyto struktury ukdzaly, Ze extraceluldrni ¢ést
GCPII se skldd4 ze tif domén: proteasové (doména I, aminokyseliny 57 - 116 a 352 - 590),
apikdlni (doména II, aminokyseliny 117 - 351) a C-koncové ¢ili helikdlni (doména III,
aminokyseliny 591 - 750), které se vSechny tfi podili na vazbé substratu a tvorbé aktivniho

mista (Obr. 4, str. 12) [42, 43]. Mesters et al. [43] publikovali krystalové struktury
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glykosylované extracelularni &asti thGCPII v komplexu se silnym inhibitorem GPI-18431
(4. kyselina (S)-2-(4-jodbenzylfosfonomethyl)pentandiovd), se slabym inhibitorem fosfatem
a s produktem hydrolyzy glutamitem. Tyto struktury odhaluji rizné uspotddéni aktivniho
mista, coZ ukazuje na indukované ptizptiisobeni aktivniho mista pfi reakci.

Krystalova struktura ukazuje GCPII jako nekovalentné asociovany homodimer [43];
stejné€ tak 1 na povrchu nadorovych bun€k je GCPII exprimovéna jako homodimer [44]. Pro
dimerizaci postatuje jiZz ektodoména GCPII, a tak je moZné, Ze dimerizuje i zkrdcend
cytosoldrni forma PSM' [44]. Dle Schiilke ef al. je enzymaticky aktivni pouze dimer GCPII,

oviem tato skute¢nost jeSt€ nebyla nezavisle potvrzena [44].

Membrana

Obr. 4: Krystalova struktura extracelularni ¢asti lidské GCPII

A, B: Trojrozmémé struktury dimeru GCPII Jedna podjednotka je Seda, druh4 je zbarvena dle
domén (proteasovd modfe, apikdlni Zluté, helikdlni cervenohnédé). Zine¢naté kationty jsou
znazornény zelenymi kuli¢kami, Cl- pak Zlutou a Ca?* &ervenou. Inhibitor je zndzornén Sedymi
kuli¢kami. Zndzornéno je i sedm sacharidovych zbytka (Sed€). Ptistup k aktivnimu mistu je oznacen
~E” (na struktufe B). A, pohled en face; B, pohled shora. Upraveno podle [43].

V krystalové struktufe GCPII byly identifikovdny kromé& dvou zine¢natych kationtd,
potfebnych pro katalytickou aktivitu enzymu, daldi dva ionty: chloridovy anion CI" a vdpenaty
kation Ca** [43]. Chloridovy anion je lokalizovén ve spodni &4sti S1-podmista a podili se na
stabilizaci argininovych zbytka v aktivnim misté [43, 45]. Véapenaty kationt je jiZ ptili§ daleko

od aktivniho mista (vice nez 19 A), neZ aby se mohl ptimo téastnit katalyzy GCPII. Jeho role
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spociva spiSe v tom, Ze pomoci koordina¢nich interakci drzi pohromadé domény I a II. Navic

hraje pravdépodobné i dileZitou dlohu v dimerizaci monomeru [43].

2.3.2.2 Glykosylace GCPII

Lidskd GCPII obsahuje ve své struktufe celkem 10 N-glykosyla¢nich mist, kterd jsou
v8echna obsazena sacharidovymi fetézci [28, 38, 46, 47].

Glykosylace hraje dileZitou roli pro sprdvné sbaleni proteinu a pro jeho néslednou
sekreci a subceluldrni transport. Mutovanim zminénych N-glykosylaénich mist bylo zji§téno,
Ze jejich glykosylace je naprosto zdsadni pro enzymatickou aktivitu proteinu [47].

Krystalové struktury GCPII ukdzaly, Ze Zadny z oligosacharidovych fetézcti neni
v pfimém kontaktu s navdzanym substratem [42, 43]. Ztr4ta enzymatické aktivity v disledku
absence glykosylace tak pravdépodobné plyne zuritych nepiimych efektd, jako je

napf. $patné posklddani proteinu ¢i blokovani dimerizace [42].

2.3.2.3 Aktivni misto GCPII

Aktivni misto GCPII je tvofeno aminokyselinovymi zbytky v8ech tif domén a z povrchu
proteinu k nému vede asi 20 A dlouhy tunel [43]. Nezastupitelnou tlohu v katalyze hraji dva
zine¢naté kationty lokalizované€ v aktivnim mist€. Oba ionty jsou asymetricky pfemostény
molekulou vody a B-karboxyldtem Asp387. Dal§imi ligandy jsou pro Zn(1) His377 a Asp453,
pro Zn(2) Glu425 a His553 (Obr. 5). Speno et al. cilenou mutagenezi téchto aminokyselin
prokdzali, Ze tyto ligandy Zn* jsou nezbytné pro enzymatickou aktivitu GCPII [48].

Vzdalenosti mezi ligandy a kationty Zn** se méni v zdvislosti na tom, zda je aktivni

misto volné &1 obsazené [39, 42, 43].

: 87 .
H377 D453 H553  E425

Obr. 5: Schématické znazornéni ligandii Zn** v aktivnim misté

Zine¢naté kationty jsou zndzornény zlutymi kuli¢kami, jejich ligandy jsou popsany.
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2.3.2.4 Mechanismus katalyzované reakce

Na zékladé trojrozmérnych struktur GCPII a podle analogie s jinymi metalopeptidasami
byl navrZzen nésledujici mechanismus reakce:

N4éboj zine¢natych kationt polarizuje vazbu O-H v molekule vody vézané v aktivnim
centru [49, 50]. Poté karboxyldt Glu424 odejme z molekuly vody proton za vzniku
hydroxidového aniontu vdzaného na zineCnaty kation [43, 50, 51, 52, 53]. Vznikly
hydroxidovy anion nukleofiln¢ atakuje karbonylovy uhlik (aktivovany polarizaci vazby C=0
piisobenim Zn**) peptidové vazby substratu. Po rozitépeni peptidové vazby substrétu prenasi
Glu424 proton na N-konec produktu (v pifipad¢ NAAG na a-aminoskupinu glutamétu) [42,
43, 54, 55].

2.4 GCPIl a neuropatologie
Jak jiz bylo zminé€no v kapitole o enzymatickych aktivitich GCPII, hydrolyzou
neurotransmiteru NAAG se GCPII podili na modulaci glutamatové neurotransmise. Proto je

studium jeji funkce vyznamné z hlediska moZného terapeutického vyuZiti.

2.4.1 Neurotransmitery glutamat a NAAG

L-Glutamat je nejrozsifen&j$im excitaénim neurotransmiterem v savéi centralni
nervové soustavé (CNS). ZvySend mnoZstvi glutamitu jsou v8ak spojena s poruchami
CNS [56].

NAAG je nejrozsitenéj$im peptidovym neurotransmiterem v nervovém systému savcll
[56, 57]. Nachazi se jak v neuronech, tak v gliovych burikach, kde probih4 jeho enzymaticka
syntéza z N-acetylaspartatu (NAA) [58, 59].

NAAG specificky aktivuje receptory mGluR3 [60]. Spekuluje se, Ze je také smiSenym
slabym agonistou/antagonistou NMDA receptori [61]. NAAG je specificky inaktivovan
tc¢inkem GCPII za vzniku N-acetyl-L-aspartatu a L-glutamétu [6], jak jiZ bylo uvedeno.

NAAG vykazuje neuroprotektivni ucinek, nebot aktivuje receptory mGIluR3 na
gliovych burikach, coZ vede k sekreci ochranného transformujiciho rstového faktoru B (TGF-

B, z angl. transforming growth factor) [62].
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2.4.2 Glutamatova excitotoxicita

Ackoliv je glutamat naprosto nepostradatelny pro nervovou soustavu, je nadmérnd
koncentrace glutamdtu spojena s poSkozenim a nislednou smrti neurond [63]. Zmé&nénd
mnoZstvi glutamatu jsou spojovéna s mozkovou mrtvici ¢i neurodegenerativnimi chorobami
jako jsou Alzheimerova choroba, amyotrofick4 laterdlni skler6za, Parkinsonova choroba,

Huntingtonova choroba a schizofrenie [56, 64, 65].

V piipad¢ zvySené koncentrace glutamatu dochédzi ke zvySené excitaci glutamatovych
receptord, coZz vede ke spusténi kaskady intraceluldmich pochodt, které ve svém vysledku
pusobi toxicky a mohou vést aZ k bun&¢né smrti (tzv. excitotoxicita) [66, 67].

Nedostatek kysliku pii ischemii vede ke sniZeni aZ zastaveni procesu vyroby ATP. To
m4 za nésledek zastaveni ¢innosti ATP-dependentnich iontovych pump, coZ vede k naruSeni
iontové rovnovéhy a nésledné depolarizaci, kterd umoZni iontim (vcetné Ca**) proniknout do
buriky. V burice po depolarizaci zplsobi Ca” uvolnéni glutamitu, ktery aktivuje NMDA
receptory, jejichZz excitace umozni daldi influx Ca®* do buiiky. Koncentrace Ca** v buiice
vzroste také diky poSkozené funkci membrianového Na*/Ca®* pienaSece, jehoZ
elektrochemick4 hnaci sila je sniZena depolarizaci. Koncentrace intraceluldrniho Ca®* je
obvykle velmi nizkd (~107 M) a zvy%eni hladiny Ca®* v buiice stimuluje aktivitu mnoha
enzymu (nukleasy, lipasy, cytosolarni proteasy aktivované Ca®, cytosolarni kinasy z4vislé na

Ca™), jejich? &innost vede a? ke smrti butiky [67, 68] (Obr. 6).

depolarizace

T nedostatek
energie

@&

= .

volné
[Ca] ———*

AMPA receptor / . radikaly
ukleas
proteasy n Y /
T @
i peroxidace
napéfove hzane Lipasy Lipidd

poikozeru
Jadra /
- - L] -— -— 1]
poikozaru membrany

napétove-nzene
vaprukove kanaly

Obr. 6: Schéma glutamatové excitotoxicity
Nedostatek energie v butice zpiusobi depolarizaci, kterd vede ke zvySeni koncentrace
intracelularniho Ca?*. Vysokd koncentrace Ca?* v buiice aktivuje mnoho metabolickych drah

vedoucich aZ ke smrti butiky. Upraveno podle [67].
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2.4.3 GCPII jako terapeuticky cil pfi mozkové mrtvici

P#i mrtvici dochézi k nedostate¢énému prokrveni mozkové tkdné¢ (ischemii). Jako model
mozkové mrtvice u krysy se pouZivd metoda uzavieni cévy arteria cerebri media (MCAO,
z angl. middle cerebral artery occlusion).

Bylo prokdzéno, Ze selektivni inhibice GCPII vyrazné sniZuje poSkozeni mozku pfi
MCAO u krys [69]. Neuroprotektivniho u¢inku inhibici GCPII se dosahuje dvéma
mechanismy [56]:

1. sniZuje se koncentrace volného glutamdtu, jenZ by pusobil excitotoxicky

2. zvy3uje se koncentrace NAAG, ktery je specifickym agonistou mGluR3 receptorti

Aktivace presynaptickych receptori mGIuR3 vede kinhibici dal§iho uvolnéni
neurotransmitera (v&etn€ glutamatu) z presynaptické buriky [70], aktivace gliovych receptorti
mGluR3 stimuluje uvolnéni neuroprotektivnich trofickych faktort, napt. TGF-B [71, 72, 73].

Inhibice GCPII je zajimavym terapeutickym cilem, nebot’ jeji u¢inky jsou znatelné
pouze pii zvy$ené glutamatové excitaci, tzn. inhibice GCPII neovliviiuje zdkladni hladinu

glutamétu, ale sniZuje jeho nadmérné mnozZstvi [74].

2.5 GCPII a jeji role v prostaté

Ackoliv je GCPII ve zdravé prostaté exprimovdna ve velkém mnoZstvi, je role GCPII
v prostaté stidle nezndmd. I pfes to je GCPII potencidlnim cilem jak pro diagnostiku
naddorovych onemocnéni prostaty, tak i pro jejich 1é¢bu, a to diky zvySeni své exprese

v karcinomu prostaty a membranové lokalizaci.

2.5.1 Exprese GCPIl v prostaté a karcinomu prostaty

GCPIl, v prostaté¢ poprvé identifikovand monoklonélni protilatkou 7E11-C5.3 [75], je
exprimovana epitelidlnimi butikami prostaty, a to jak zdravé, tak i neoplastické [75, 76].

V nadorech prostaty a jejich metastazach je exprese GCPII mnohondsobné zvySena [76]
a navic zavisla na koncentraci androgenti — pii sniZeni hladiny androgenti (bud’ chirurgicky ¢i
medikamenty) dochézi k dal§imu zvy3eni exprese GCPII [77].

GCPII je také selektivné exprimovana v neovaskulatute (nové tvofenych cévach) mnoha

typl nadort, av8ak nebyla detekovana v neovaskulatute prostatickych nadoru [1, 78, 79].
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2.5.2 Strategie diagnostiky rakoviny prostaty vyuzivajici GCPII
Vhodn4 1é¢ba nddorovych onemocnéni prostaty vyZaduje piesné informace o velikosti
nidoru, jeho lokalizaci apod. V praxi se pro zjiSténi t€chto informaci pouZivé
radioimunoscintigrafie (RIS) vyuZivajici radioaktivn€ znatené monoklonélni protilatky [80].
Nejzndmé&;jsi radiograficky test vyuZivd radioimunokonjugitu monoklonélni protilatky
7E11-C5.3 sindiem 111 (ProstaScint, Cytogen Corporation). ProstaScint byl schvélen
k uzivani americkou FDA v roce 1997 [81].

2.6 Homology lidské GCPII

Homologie je piibuznost dvou libovolnych znakid (proteint, nukleovych kyselin,
apod.), které pochizeji ze spole¢ného piedchéazejictho znaku. Homologie je nejobecnéjsi
pojem a déle se rozliSuje na orthologii a paralogii.

Paralogie je ptibuznost dvou znaki, kterd vznikla duplikaci genu pro tento znak. Je
tedy zfejmé, Ze paralogy se vyskytuji v jednom organismu.

Orthologie je ptibuznost dvou znaku, kterd vznikla oddélenim dvou biologickych druhi
ze spole¢ného prapiedka. Orthology tedy ¢asto plni stejnou funkci u dvou rozdilnych

organismu [82].

Mysi, prase¢i a krysi orthology lidské GCPII jsou taktéZ transmembranovymi
metalopeptidasami, s predpokladdnou podobnou topologii k lidské GCPII. VSechny tfi
orthology maji vysokou homologii primarni sekvence s lidskou GCPII, zejména pak v oblasti
aktivniho mista a ligandi zine¢natych kationtli. Celkem 7 potencidlnich glykosyla¢nich mist
je konzervovéno u v8ech ¢tyf homologi [8, 28, 46] (Obr. 7, str. 19).

Zviteci orthology lidské GCPII jsou diileZité z toho pohledu, Ze vhodny zviteci model je
nepostradatelny pro vyvoj a testovdni novych Iléfebnych a diagnostickych metod.
U spradvného modelového organismu musi dany ortholog odpovidat lidské GCPII, zejména

pokud jde o sekvenéni podobnost, distribuci v tkdnich, aktivitu ¢i moZnosti inhibice [83].

2.6.1 Mysi GCPII
Mysi GCPII je 752 aminokyselin dlouhd membranova metalopeptidasa, kterd vykazuje

na drovni aminokyselinové sekvence 86% identitu a 91% podobnost s lidskou GCPIL
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Pozorovan4 molekulovd hmotnost okolo 100 kDa naznacuje, Ze je alespoii na né€kterych ze
svych 10 potencidlnich glykosylaénich mist glykosylovana [84].

Pri testovani exprese myS$i GCPII na drovni mRNA pomoci pfenosu mRNA na
membranu (,,Nothern Blotting”) byl pozorovdn majoritni transkript o velikosti ptibliZné
2500 bp, ktery byl pfitomen predevdim v mozku a ledvinich, mén¢ pak ve vaje¢nicich,
varlatech a slinné Zl4ze. Velmi ptekvapivé nebyla pozorovana Zddnd exprese mRNA GCPII
v myS$i prostaté a tenkém stievé, tedy dvou orgénech, které se u ¢lovéka vyznacuji vysokou
expresi GCPII [8]. Stejné tak nebyla u mys$i pozorovadna Z4dn4 alternativné sestfiZzend forma
mRNA GCPII odpovidajici napt. PSM' [8, 85].

Mysi GCPII vykazuje jak NAALADasovou, tak i foladthydrolasovou aktivitu, které je
mozné inhibovat klasickymi inhibitory lidské GCPII [8].

2.6.2 Praseci a krysi GCPII

Praseci i krysi GCPII jsou stejné€ jako my$i GCPII vysoce homologni s lidskou GCPIL.
Kompletni cDNA prase¢i GCPII obsahuje otevieny &teci rdimec 2253 nukleotidi, ktery kéduje
751 aminokyselin dlouhy protein s 91% identitou a 92% podobnosti s lidskou GCPIL.
V sekvenci prase¢i GCPII se vyskytuje 12 potencidlnich glykosyla¢nich mist; diky
glykosylaci je pozorovand molekulovd hmotnost proteinu okolo 120 kDa oproti 84 kDa
deglykosylovaného enzymu [28].

V piipadé krysi GCPIl obsahuje cDNA otevieny ¢teci rdmec o  velikosti
2256 nukleotidi, coz odpovidd 752 aminokyselin dlouhému polypeptidu, ktery mad 85%
identitu a 89% podobnost s lidskou GCPIL. Sekvence obsahuje 10 potencidlnich N-
glykosylaénich mist, diky ¢emuZ se molekulova hmotnost glykoproteinu pohybuje okolo 100
kDa [46, 86].

Neddvno byla publikovdna systematickd studie zabyvajici se expresi a enzymatickou
aktivitou GCPII v jednotlivych tkanich ¢love€ka, prasete a krysy [83]. Z vysledkd plyne, Ze
katalytickd dc¢innost (kc./Km) St€peni NAAG je u rekombinantnich extraceluldrnich &asti
lidské, prase¢i a krysi GCPII podobn4. Co se ty¢e exprese orthologii lidské GCPII v riznych
tkanich, bylo zjiSt€no, Ze v krysi a prase¢i prostaté je prakticky zanedbatelné mnozstvi GCPII,
stejné€ jako v krysim ileu a jejunu. To je podstatny rozdil oproti pfislu§nym lidskym tkdnim,

ve kterych je exprese GCPII velmi vysoka [83].
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415 483

RRTLFASWDAEEJGLGSTEWAEEJSRIFLOERGVAY INADSS T EGNYTLRVDCTPLMJSLVINLTKEL
RRTJLFASWDAEEGLIGSTEWAEEHSRIJLOERGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMESLVINLTKEL
RRTJJLFASWDAEEJJGLFGSTEWAEEJSRIFLQERGVAY INADSSTEGNYTLRVDCTPLMSLVIINLTKEL
RRTJJLFASWDAEEGLJGSTEWAEEHSRJLQERGVAY INADSS T EGNYTLRVDCT PLMJSLVfINLTKEL
484 552
KSPDEGFEGKS 11_=sw1" KKSPSJJEFJIPRI SKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRAR Y TKWERNKFSGYP
PsPDEGFEGKS

Swiks PSP EF 1PRI SKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARY TKWN sy P
BsPDEGFEGKSLswNlk s PSEEFIAIPRI SKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARY TKDWVIINKF Sy P
PSPDEGFEGKSLJSWillkSPSTEF IGPRI SKLGSGNDFEVFFORLGIASGRARYTKWNN sy P
553 621
LYHSVYETYELVJKFYDPMFKYHLJJVAQVR FELANSIMEPFDCfDYA iy S1SMKHP
LYHSVYETYELVVKFYDPJJFKYHLJJVAQVR FELAN pFDCQYAVA ISMKHP
LYHSVYETYELVJJKFYDPJJFKYHLAVAQVR FELAN pFDCDYA 1sMiiHP
LYHSVYETYELVKFYDPJFKYHLJJVAQVR FELAN pFDCQYAVA ISMEHP
622 690

QEMKTYJJSFDSLFSAVKNF sHEErRElFo N Il RIlIND QLML ERAF If|PLGLPDRFYR

QEM SFDSLFSAVINF ) iveIfo QLMELERAFIPLGLARFYR
QEM SFDSLFSAVKNF SNFJE KNNPIffL QLMALERAFIVPLGLPDRAFYR
siieNi QL

QEM SFDSLFSAVINF KvpI ERAFIfJPLGLARFYR

691 752
IYAPSSHN ESFPGIYDALFDIxvillskawllEVKRQI FTVQ. LSEV]]
IYAPSSHN ESFPGIYDALFDISKVNASKAWNEVKRQIATFTVO Y |
IYAPSSHNKYMGESFPGIYDALFD INKVIlsKAWJEVKRQT FTVOAAAGTLEVH
1YAPSSHNKYJBGESFPGIYDALFDINNKVTSKAWREVKRQ IfljAfF Tvoara T L EVD

Obr. 7: Porovnani aminokyselinové sekvence lidské, mysi, praseéi a krysi GCPIL

Identické sekvence jsou zvyraznény Zluté, konzervativni modfe, podobné zelené a rozdilné bile.

Jednotlivé sekvence protein byly ziskdny z proteinové databaze GenPept, NCBI. Pfistupové kédy
pro lidskou, mysi, prasei a krysi GCPII jsou (v tomto pofadi) Q04609, AAI19606, NP_999549
a AAC53423.
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3. Cile prace
Cilem této préace bylo:

1. pfipravit vektory pro rekombinantni expresi my$i GCPIl a ovéfit jejich

spravnost

2. pripravit my$i GCPII heterologni expresi v sav¢ich burikdch a ovéfit jeji

aktivitu
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Material

[PHINAAG (tritiovany N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamét) ..............cccccooevvevenn.. Perkin Elmer
2-merkaptoethanol ...........cooiiiiiiiiiiii e Sigma
AKTYIAMIA ...ttt et s Sigma
AMPICTII .ttt ettt et ae et be ettt e e Biotika
VA 6 BE0Ts | 1} 2SS Penta
bromfenolova MOGT...........ccuoiiiiiiiiieeee et Sigma
Casein Blocker v TBS........coooiiiieeeeeee e Thermo Scientific
Coomassie Brilliant Blue G-250.........ccccooiiiiiiiiiieeeeeeeeee e Serva
deoxyribONUKIEOLIAY ........coiiiiiiiiiiiieee e Top-Bio
dihydrogenfosfore€nan draselny .............ccccoeeviieiieiiieiiiniieieeieeeeee e Lachema
dodecyISULTAL SOANY ......cceoiiiiiiiieiee et Sigma
EDTA (kyselina ethylendiaminte€traOCtoOVA) ..........ccceeruierereiieeniieniceieeeieeie e Lachema
EDTA, diSOdna SUL.........ccooviiiiiiiiiieeeeee ettt ettt e e eenneenanaeas Sigma
EERANOL. ...ttt ettt ettt aees Penta
ethanol pro UV SPeKIrOSKOPIL .....cueivuieriiiniiiiiieiietee et Penta
(S 110 RSSO Sigma
GEIREA ...ttt ettt et ettt et at ettt e e et et et eaaes Biotium
BIUKOSA ...ttt e et e et e e e e enteeebee e aneennreeeane Lachema
BLYCETOL .ottt ettt et et e et e et e et e st et a et saaeeaaes Penta
BLYCIN Lot et e et e e e et e e et e et e e aa e e e bea e saaeeaaeeenteeenaeeannes Duchefa
hydroxid draselny ........cocooioriiiiiii ettt Penta
RYArOXid SOANY ......ooiieiiiiieiiieeeee ettt eae et e st e e beebe et e e naeenseeaean Penta
ChIOTId TENNY ..ottt Sigma
ChIOTIA SOANY ...ttt ettt ettt e s Penta
ChIOTOFOTII L.ttt ettt Lachema
10NEX AG 1-X8... ettt ettt ettt st sttt Bio-Rad
TEY070) (0] o1 110 ] U RO USROS RRRRRSOI Penta
kyselina ChlOrOVOATKOVA ............ooouiiiiiieceeeee et Penta
KysSelina MIAVENET .......c.ooeiiiiiiiieeiecteecee ettt ettt et e e Lachema
KYSEIINA OCLOVA .....ooiieeiiiiiie ettt e e et e e e teeestaeeebae e sseesnneessseeennneanns Penta
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LB MEAIUIM ..ottt et s b e e s e st e et e e s e neeeae Sigma
Lipofectamin 2000 REAZENL............ccoiieiiieeiiieiieieeeeeteeeeee ettt eeeaeas Invitrogen
LY SOZYIM ...ttt e e e s e e e e ba e s aeeeaa e e beensaeenae e seenaeeaneenseenaenneas Serva
MENANOL ...ttt ettt ettt et es Penta
MOPS (kyselina 3-(N-morfolino)propansulfonova)..........c..ccccceveeciereriieneniinincceeenens Duchefa
N,N'-methylen-bis(akrylamid) ............ccociiriieiiiieieeieeeeee e USB
NAAG (N-acetyl-L-aspartyl-a-L-glutamat) ...........ccccocoieeiiiiiiiieeieeeeeeeeeee e Sigma
OPUIMEII ..ttt ettt ettt et s e et e e st e e bt e bt e eaeeebe e st e s seeeabe e st e sseeemneenseenae Gibco
PEroXOdiSITAN AMOMMNY ......c..iiiiiiiiieiiete ettt ettt ettt ettt et et e s st e b e e e st esn e aeeneen Serva
SACRATOSA ...ttt ettt Fluka
scintiladni r0ztok ROUSZINETECO-PIUS «.........vurveeeeeeeeeeeeeeeee oo Roth
TEMED (tetramethylethylendiamin) ...........cccoeoieriiriiiiiinieeee e Fluka
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan).............ccoocioiiiiiiiniiiiiineeecceees USB
EON X100, ..ttt ettt sae et n et e ae e Serva
XAl e e e et e e e e e e eba e e aaeeeataeenteeensneeeaeeennees USB

Bakteridlni kmeny: Escherichia coli DH5a

Restrikéni endonukleasy: Kpnl, Xhol, Xbal, Dpnl...........cccccevrininnen. New England BioLabs
DNA Polymerasy: Pfu DNA Polymerasa...........cccooceeiierirniinieniinieeceeeeeeeeee Promega
Taq DNA Polymerasa..........c.cccocceevvenieenienienieenen. New England BioLabs
Ostatni enzymy: T4 DNA Ligasa.......ccccccveeeeeiieiieeieeieeeeeieeeeeeen New England BioLabs
Antarctic phosphatase ...........cccceevievieriierneenieene New England BioLabs
RibonUKIEAsa A ........cceoiiiieeeieeeeee e Sigma
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4.2 Pristroje

pH-metr: 9450 pH meter, Unicam (USA)
pftistroj pro PCR: T-Gradient Thermocycler, Biometra (SRN)
spektrofotometr: NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)
spektrofotometrick4 ¢tetka: GENios, Tecan (Svycarsko)
autokldv: MLS-3020U Sanyo Labo Autoclave, Sanyo (Japonsko)
transiluminator: Electronic Dualwave Transilluminator, Ultra-Lam (USA)
laboratorni vahy: HL-400, A&D Engineering, Inc. (USA)
EK-400H, A&D Engineering, Inc. (USA)
vodni lazen: Grant Instruments Ltd.(UK)
Thermomix BU B.Braun (SRN)
rotaéni inkubétor: Sanyo-Gallenkamp Orbital Incubator (UK)
horizontalni agarosov4 elektroforéza:
zdroj MP-500P, Major Science (Taiwan)
aparatura B1A Owl Separation Systems, Inc. (USA)
vertikalni polyakrylamidova elektroforéza: Sigma (USA)
blotovaci pfistroj: aparatura: Trans-Blot SD, Bio-Rad (USA)
zdroj: PowerPac HC, Bio-Rad (USA)
inkubdtory: TCH 100, Laboratorni ptistroje Praha (CZ)
MCO-17AI CO; Incubator, Sanyo (Japonsko)
centrifugy: Biofuge Pico, Heraeus Instruments (SRN)
Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments (SRN)
Megafuge 2,0R, Heraeus Instruments (SRN)
Centifuge 5415R, Eppendorf (SRN)
mikroskopy: fluorescenéni mikroskop Olympus IX81, Tokio (Japonsko)
svételny mikroskop Nikon TMS (Japonsko)
fotoaparét: SP-5000UZ, Olympus (Japonsko)
CCD kamera: LAS-3000 CCD Camera, Fujifilm (Japonsko)
laminarni box: BSB4A Laminar Flow Box, Gelaire (Australie)
scintila¢ni kapalinovy spektrometr: Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer, Waltham (USA)
sonikdtor: Soniprep 150, Sanyo (Japonsko)
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4.3 Metody

4.3.1 Polymerasova retézova reakce (PCR)
Polymerasov4 fetézov4 reakce (PCR) byla provedena podle pokynil vyrobce (Promega)

[87].

Reakéni smés:

templatovd DNA: 10 ng
sense primer (20 pM): 1 ul
antisense primer (20 uM): 1 ul
smé&s deoxyribonukleotidi (10 mM): 1l
Pfu-pufr (10x): Sul
Pfu DNA polymerasa (2-3 U/ul): 1l
HPLC-H,0: do 50 pul
Podminky reakce:
1. inicia¢ni denaturace: 94°C/30s
2. denaturace: 94°C/45s
3. hybridizace primert: 50°C/60s
4. polymerace DNA: 72 °C /4 min
5. dokonceni polymerace: 72 °C /8 min

Kroky (2) aZz (4) byly provedeny celkové ve 30 cyklech. Produkty PCR byly
elektroforeticky rozdéleny na horizontdlni agarosové elektroforéze (viz kapitola

4.3.2 Horizontélni agarosova elektroforéza).

PouZzit€ primery:
FmusNA1li: 5'- AAA GGT ACC AAA GAT GTG GAA CGC ACT GCA GG -3
RmusGCP7520k2: 5'- AAA CTC GAG TTA AGC TAC TTC CCT CAG AGTC -3’

Primer FmusNA1i je specificky pro po¢atek sekvence genu my$i GCPII a obsahuje
restrik¢ni misto pro enzym Kpnl.
Primer RmusGCP7520k2 je specificky pro konec sekvence genu mySi GCPII a

obsahuje restrik¢ni misto pro enzymy Xhol a Xbal.
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4.3.2 Horizontalni agarosova elektroforéza
Roztoky:
a) 50x TAE pufr: 2 M Tris; 1 M CH3COOH; 0,05 M EDTA; pH 8,0
b) vzorkovy pufr: 40% (w/v) sacharosa; 0,1 (w/v) bromfenolovd modf; 0,02% NaN3

V Erlenmayerové barice bylo pfipraveno 30 ml 1% (w/v) agarosy v 1x TAE pufru. Po
rozpu$téni agarosy zahfatim v mikrovlnné troub€ byl roztok doplnén destilovanou vodou na
pivodni objem a byly do né&j pfidany 3 ul barviva GelRed (1:10000) pro vizualizaci DNA. Po
promichani byl roztok nalit do pfipravené aparatury a byly do néj umistény hiebeny. Po
zatuhnuti gelu byly hiebeny vyjmuty a aparatura zalita 1x TAE pufrem tak, aby jeho hladina
sahala asi 3 mm nad povrch gelu. Do jamek se poté naniSely vzorky DNA smichané se
vzorkovym pufrem v poméru 5:1.

Pro odhad délky fragmenti DNA byl pouZit jako standard tzv. A-DNA marker (tj. DNA
bakteriofdga-A $t€pend restrikéni endonukleasou BstEIl). Elektroforéza byla provddéna pfi
125 V po dobu 20 — 30 minut. Fragmenty DNA byly vizualizovdny pomoci transiluminatoru
Electronic Dualwave Transilluminator a vysledky zdokumentovany fotoaparatem SP-5000UZ

(Olympus).

4.3.3 Extrakce DNA z agarosového gelu

Pro dal8i pouziti DNA, kterd byla rozd€lena pomoci agarosové elektroforézy, byl
vzorek DNA vyfiznut z agarosového gelu a DNA byla extrahovéana z gelu podle protokolu ke
»QIAquick Gel Extraction Kit“ (QIAGEN) [88].

Ke gelu s DNA byl pfidan trojndsobny objem QG-pufru (pfedpoklad: 1 ug gelu = 1 pl)
a smés byla inkubovéana pti 37 °C asi 15 min (do rozpusténi gelu). Roztok obsahujici DNA
byl poté nanesen na QIA-kolonku a centrifugovdn (13000xg, 1 min). Poté byla kolonka
promyta 750 pl PE-pufru a dvakrat centrifugovana (13000xg, 1 min). Cistdi DNA byla

z kolonky eluovana 30 pl destilované vody.

4.3.4 TOPO TA-klonovani

TOPO TA-klonovani vyuZzivd koncovych adenosinovych presahd na fragmentech DNA
vytvofenych ¢&innosti napt. Taq DNA polymerasy pii PCR. TOPO TA-klonovani bylo
provedeno dle ndvodu ,,TOPO TA-Cloning* (Invitrogen) [89].
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Neméla-li DNA adenosinové piesahy, byla adenylovdna Taqg DNA polymerasou uZitim
PPP Master Mix (Top-Bio; 10 pl DNA; 12,5 ul PPP Master Mix; 2,5 pl HPLC-HO;
72 °C/20min).

V mikrozkumavce bylo smichdno 2 pl DNA, 0,5 pl roztoku soli (200 mM NaCl;
10 mM MgCl,) a 0,5 pl pCR®II-TOPO® vektoru (doddvanym v kitu) a vznikly roztok byl
ponechdn 10 minut pfi pokojové teploté. Pak byla tato smé€s prenesena ke kompetentnim
TOP10 burikdm (doddvanym v kitu) a lehce promichdna proklepdnim dna mikrozkumavky.
Reakce byla inkubovédna 10 minut na ledu a poté nasledoval tepelny 3ok (42 °C, 30 s). Po ném
byly buriky okamZit& pifeneseny na led a bylo k nim ptiddno 250 pl S.O.C. media (dod4vané
v kitu). Néasledn¢ byly vzorky s burikami umistény na do rota¢niho inkubdtoru, kde byly
prottepdvany 1 hod pti 37 °C. Po inkubaci bylo 300 pl suspenze bunék naneseno na Petriho
misku s LB agarem a ampicilinem (o vysledné koncentraci 100 pg/ml) a X-Gal (USB; 1,6 mg
X-Gal/miska). Misky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

4.3.5 Stépeni, defosforylace a ligace DNA

Stépeni DNA odpovidajicimi restrikénimi endonukleasami bylo provedeno v reak&nim
objemu 50 pl podle ndvodu vyrobce restrikénich enzymid. MnoZstvi DNA a doba St€peni byly
zavislé na Gcelu St€peni (obvykle 50 ng - 4 pg DNA a | - 8 hod), teplota $t€peni byla 37 °C.

Defosforylace DNA byla provedena v reakénim objemu 20 pl (16 pl roztoku DNA; 2 pl
10xNEB-pufru pro ,,Antarctic phosphatase, NEB; 2 pl ,,Antarctic phosphatase”, NEB).
Reakce byla inkubovana 20 min pii 37 °C a nésledné zastavena zahtfivdnim na 65 °C po dobu

S min.

Fragmenty DNA St€pené tymiZ restrikénimi endonukleasami byly spolu ligovany
v celkovém reak&énim objemu 10 pl, pti 16 °C a po dobu nejméné 10 hod. MnoZstvi T4-ligasy
(400 U/ul) a T4-liga¢niho pufru bylo 1 pl. MnoZstvi vektoru a insertu bylo uréeno odhadem
z intenzity prouzki DNA na predligaéni agarosové elektroforéze. Pomér mnoZstvi

vektor:insert byl pfiblizné 1:3.
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4.3.6 Cilena mutageneze s vyuzitim PCR

Mutageneze byla provedena podle protokolu ke ,QuikChange® Site-directed
Mutagenesis Kit*“ (Stratagene) [90]. Gen pro my$i GCPII, ktery nale laboratof obdrZela od
Dr. Hestona (Cleveland, USA), obsahoval po translaci do aminokyselinové sekvence dvé
mutace oproti pfirozené formé¢ mys$i GCPII uvedené v databdzi (databize GenBank, resp.
GenPept, NCBI; pfistupovy k6d pro cDNA: BC119605; pro protein: AAI19606). Byly proto
navrZzeny dvé€ dvojice primerd pro mutagenezi, které mély tyto mutace odstranit (viz Tab. 1,
str. 28).

Reak¢ni smés i podminky reakce byly nastaveny dle pokynu vyrobce [90], templatovou
DNA byl plasmid pcDNA4mGCPII (tj. plasmid pcDNA4 obsahujici gen pro my$i GCPII

nesouci zminéné dvé mutace).

reakéni smés:

templatovd DNA: 3,3ng
par komplementarnich primert (20 uM): 1 pl/primer
smé&s deoxyribonukleotidi (10 mM): 1 ul
Pfu-pufr (10x): Sul
Pfu DNA polymerasa (2-3 U/ul): 1 ul
HPLC-H,0: do 50 pl
podminky reakce:
1. inicia¢ni denaturace: 94°C/30s
2. denaturace: 94°C/30s
3. hybridizace primeru: 55°C/60s
4. polymerace DNA: 68 °C/ 15 min
5. koncové polymerace: 68 °C/ 15 min

Kroky denaturace (2) aZz (4) byly provedeny celkové ve 20 cyklech. PouZité primery
jsou uvedeny v Tab. 1 (str. 28).

Po provedeni mutageneze bylo 50 pl reakéni smési St€peno 1 pl restrikéni endonukleasy
Dpnl (20 U/pl) po dobu 1 hod ptfi 37 °C. Endonukleasa Dpnl $t€pi pouze methylovanou
DNA; jelikoz DNA vznikld metodou PCR neni methylovana, neni enzymem Dpnl §tépena,

a proto po St€peni zlistanou zachovany pouze plasmidy nesouci poZzadovanou mutaci [90].
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Tab. 1: Tabulka pouzitych primeru pro mutagenezi

Mutace | Oznaceni primeru Sekvence (5' — 3')
FmusNAmutG240A GCTGACTACTTTGTTCCTGCGGTGAAGTCCTATCC
0240 RmusNAmutG240A GGATAGGACTTCACCGCAGGAACAAAGTAGTCAGC
FmusNAmutE287N-2 CATGAGTTGACAAACGCTGTTGGCCTTC
E287N RmusNAmutE287N-2 GAAGGCCAACAGCGTTTGTCAACTCATG

Dvojice komplementarnich primeri pouzitych pti odstratiovani mutaci v mysi GCPII metodou
cilené mutageneze pomoci PCR. Trojice nukleotidi kodujici ménénou aminokyselinu je znazornéna
barevné, ménény nukleotid je podtrZen (v ptipadé mutace G240A: GGG -> GCG (wt); v ptipadé
mutace E287N: GAA -> AAC (wt)).

4.3.7 Precisténi DNA ze smési po mutagenezi

JelikoZ reakéni smé€s po mutagenezi obsahovala také nezreagované primery
a deoxyribonukleotidy, DNA polymerasu a také pozdé&ji pfidany enzym Dpnl, bylo nutné ji
pro pozd&j$i G&innou transformaci bakterii E. coli predistit. Cisténi bylo provedeno metodou
,»QIAquick Gel Extraction Kit“ (QIAGEN) [88].

Vzorek DNA byl smichdn s desetindsobnym objemem QG-pufru, nanesen na QIA-
kolonku a centrifugovdn (13000xg, 1 min). Poté byla kolonka promyta 750 pl PE-pufru
a dvakrét centrifugovéna (13000xg, 1 min). Cistdi DNA byla zkolonky eluovdna 30 pl

destilované vody.

4.3.8 Transformace bakterii E. coli DH5a

Priblizn¢ 100 ng plasmidu nesoucitho gen pro mGCPII bylo smichdno s50 pl
kompetentnich bun¢k E. coli DHSa a ponechdno stiat na ledu po dobu 30 minut. Poté byl
proveden tepelny 3ok pienesenim vzorkii do vodni 14zn€ o teplot¢ 42 °C (1,5 min)
a ndslednym pifenesenim vzorki zpét na led (1 min). Nésledné bylo ke vzorkim ptidéno
500 pl studeného LB media a poté byly vzorky inkubovéany ve vodni 1dzni pti 37 °C (1 hod).

Po inkubaci bylo 200 pl bunék natfeno na Petriho misku s LB agarem s ampicilinem
(o koncentraci 100 pg/ml). Misky byly poté umistény do termostatu (37 °C), kde byly

inkubovény pfes noc.
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4.3.9 Midipreparace plasmidové DNA

Midipreparace plasmidové DNA byla provedena dle protokolu ke ,,QIAprep Spin
Miniprep Kit*“ (QIAGEN) [91].

Kolonie z Petriho misky byla pomoci sterilni $pi¢ky na pipetu pfenesena do 12 ml LB-
media s ampicilinem (o koncentraci 100 pg/ml) a ponechédna v rotaénim inkubétoru (37 °C,
15 hod, 220 ot./min).

Narostla bakteridln{ kultura byla centrifugovana (3362xg, 11 min, 4°C), supernatant byl
dikladné odstranén a peleta obsahujici bakteridlni buiiky byla rozsuspendovéna ve 250 pl P1-
pufru s pfidanou RNAsou A (o koncentraci 100 pg/ml). Vznikl4 suspenze byla pienesena do
1,5ml mikrozkumavky, ke vzorku bylo pfiddno 250 pl P2-pufru a smés byla promichédna
ptevracenim zkumavky. Nakonec bylo pfiddno 350 pl N3-pufru, ihned po pfidani byl roztok
promichdn pfevricenim zkumavky a poté centrifugovdn (16100xg, 10 min, 4 °C).
Supernatant byl opatrn¢ odebran a aplikovan na QIAprep-kolonku, kterd byla centrifugovéna
(16100xg, 1 min, 4 °C), promyta 500 pl PB-pufru, centrifugovana (16100xg, 1 min, 4 °C),
déle promyta 750 pl PE-pufru a dvakrat centrifugovana (16100xg, 1 min, 4 °C). DNA byla
z kolonky eluovéna 50 pl sterilni vody.

Spravnost ziskané DNA byla ovétena restrikéni analyzou, kterd byla provedena dle
doporuceni vyrobce restrikénich endonukleas (New England BiolLabs). MnozZstvi $t€pené

DNA se pohybovalo v rozmezi 0,5 — 2,0 ug a délka Sté€peni byla obvykle 1 aZ 2 hodiny.

4.3.10 Stanoveni koncentrace DNA
Koncentrace DNA byla ur¢ena méfenim absorbance pti 260 nm na spektrofotometru
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Na métici plosku spektrofotometru byl nanesen 1 pl

vzorku DNA a poté byla zmétena absorbance roztoku pti 260 nm a 280 nm.

4.3.11 Sekvenovani plasmidové DNA
Pro sekvenovani plasmidové DNA bylo do 200ul mikrozkumavky napipetovano
poZzadované mnozstvi DNA (1 pg DNA/plasmid o velikosti 10 kb), pfidédno 3,2 pmol daného
sekvena¢niho primeru (viz niZe) a doplnéno destilovanou vodou do celkového objemu 14 pl.
Vlastni sekvenovani DNA bylo provedeno RNDr. Stépankou Hrdou v Laboratofi
sekvenace DNA (PiF UK) na sekvenitoru 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
pomoci kitu ,,BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit“ (Applied Biosystems).
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PouZzité sekvena¢ni primery:

RMinl (forvardni): 5'-GCACGAACTGAAGACTTCTTTAAACTGGAACGGG-3'
RMin3 (reverzni): 5'-CATAGACACTGTGATAGAGAGGATAGCTGC-3'
RMin4 (reverzni): 5'-GATGATATGCCTGTAGAAAGGCCTTCCTGG-3'

T7 (forvardni): 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3
BGH (reverzni): 5'-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3'

4.3.12 Maxipreparace plasmidové DNA (s vyuzitim PEG 8000)
Roztoky:
Roztok I: 25 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 50 mM glukosa; pH 8,0
Roztok II: 0,2 M NaOH; 1% SDS
Roztok III: 3 M CH3COONa; 2 M CH;COOH
TE-pufr: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0

Kolonie z Petriho misky byla pomoci sterilni $picky na pipetu pfenesena do 8 ml LB-
media s ampicilinem (o0 koncentraci 100 pg/ml) a ponechdna v rotaénim inkubétoru (37 °C,
7 hod, 220 ot./min). Narostld kultura pak byla prevedena do 500 ml LB-Amp* media
(o koncentraci ampicilinu 100 pg/ml) a ponechéna rist pies noc (37 °C, 14 hod, 220 ot./min).

Bunétna kultura byla centrifugovdna (3362xg, 30 min, 4 °C) a supernatant odlit.
K peleté bylo ptiddno 20 ml roztoku I a buiiky byly dokonale rozsuspendovany vortexovanim.
K suspenzi byl ptidan 1 ml lysozymu (25 mg/ml) a vzorek byl michan 20 min pfi laboratorni
teploté. Pak bylo ke vzorku pifidino 40 ml roztoku II a po dikladném promichédni byl
ponechén stat 10 min pii laboratroni teploté. Nakonec bylo ptiddno 30 ml roztoku III, smé&s
byla dokonale promichdna a ponechdna stat pfi laboratorni teplot¢ 10 minut. Vzorek byl
centrifugovén (3362xg, 10 min, 4 °C) a supernatant byl ptefiltrovan do Cisté kyvety pies
Sestkrat sloZenou gdzu. K supernatantu bylo ptiddno 60 ml isopropanolu a byl ponechan stat
10 min pfi laboratorni teploté. Ndisledovala opét centrifugace (3362xg, 10 min, 25 °C)
a supernatant byl dikladné odstranén.

Peleta byla rozpusténa ve 4,5 ml TE-pufru a roztok byl pienesen do 15ml falkonky, kde
k nému bylo pfiddno 300 pl 1 M Tris-HCI (pH 8,0) a 1,5 ml 10 M LiCl. Po promichéni byla
falkonka umisténa na 40 min na led.

Poté byl vzorek centrifugovan (3362xg, 10 min, 4 °C), supernatant pienesen do Cisté

falkonky, ddle k nému bylo pfiddno 6 ml isopropanolu a po 10 min stdni pii pokojové teploté
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byl vzorek opét centrifugovan (3362xg, 10 min, 25 °C). Supernatant byl diikladn€ odstranén,
peleta rozpusténa v 0,7 ml TE-pufru a pfevedena do 1,5ml mikrozkumavky. Ke vzorku bylo
pfiddno 10 pl RNAsy (10 mg/ml) a poté byl inkubovén 1 hod pii 37 °C.

Ke vzorku byl pfidan stejny objem (tj. 0,7 ml) 13% PEG 8000 (w/v, v 1,6 M NaCl) a po
dikladném promichani byl centrifugovdn (13000xg, 8 min, 25 °C). Supernatant byl
odstranén, peleta rozpu$téna v 0,7 ml TE-pufru a nésledné byla provedena extrakce stejnym
objemem (0,7 ml) fenolu. Roztok byl centrifugovan (13000xg, 5 min, 25 °C), poté byla horni
faze odebrana do &isté mikrozkumavky a provedena dvakrat extrakce fenol/chloroformem
(1:1) a dvakrét chloroformem (vZdy byla odebrdna homni fiaze do ¢isté mikrozkumavky, po
extrakci fenol/chloroformem centrifugace 13000xg, 5 min, 25 °C, po extrakci chloroformem
13000xg, 1 min, 25 °C). Po posledni extrakci bylo ke vzorku ptiddno 50 pl 3 M octanu
sodného (tj. desetina objemu vzorku) a déle 1 ml 96% ethanolu pro UV-spektroskopii
(dvojndsobek objemu vzorku). Po diikladném promichan{ byl vzorek ponechén stit 10 min pfi
laboratorni teploté a nésledné centrifugovan (13000xg, 10 min, 4 °C). Ethanol byl odsét,
peleta jemné promyta 350 pl 70% ethanolu pro UV-spektroskopii, ethanol byl znovu odsét

a peleta ponechdna 2 min schnout na vzduchu. Poté byla rozpusténa ve 300 pl sterilni vody.

4.3.13 Purifikace plasmidové DNA (pro transfekci do savéich bunék)
Roztoky:
QBT-pufr: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol (v/v);
0,15% Triton X-100 (v/v)
QC-pufr: 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15% isopropanol (v/v)
QF-pufr: 1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl; pH 8,5; 15% isopropanol (v/v)

Kolonka z kitu pro midipreparaci plasmidové DNA (QIAGEN) [92] byla ekvilibrovédna
4 ml QBT-pufru. Na kolonku byl poté nanesen vzorek DNA (200 pg) smichany s 5 ml QBT-
pufru. Kolonka byla poté dvakrat promyta 10 ml promyvaciho QC-pufru a poté byla DNA
z kolonky eluovédna 5 ml elu¢niho QF-pufru.

DNA byla poté vysrdZena z eludtu pfidanim 3,5 ml isopropanolu (o pokojové teplot€).
Po promichéni byl vzorek ihned centrifugovan (3362xg, 30 min, 4 °C), supernatant opatrné
odlit a peleta opatrné¢ promyta 2 ml 70% ethanolu (o pokojové teploté). Vzorek byl opét
centrifugovdn (3362xg, 12 min, 4 °C) a supernatant opatrn¢ odlit. Peleta byla poté 5 min

suSena na vzduchu a nésledné rozpusténa ve 100 pl sterilni vody.
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4.3.14 Transfekce savéich bunék

Pro transfekci byly pouZity buiiky HEK293 (bunéénd linie odvozend z lidskych
embryonélnich ledvinovych bunék; neexprimujici GCPII). Buriky byly nechény rist ve 24-
jamkové desti¢ce tak, aby byly v den transfekce konfluentni z 90 %.

Transfekce byla provedena pouZitim Lipofectaminu 2000 (Invitrogen). Pro kaZdou
jamku na 24-jamkové desti¢ce bylo v prvni mikrozkumavce zfedéno 0,5 pg purifikované
plasmidové DNA do 25 pl Optimem. Ve druhé mikrozkumavce bylo ziedéno 1,9 pl
Lipofectaminu 2000 do 25 pl Optimem. Nésledné byl zfedény Lipofectamin 2000 smichén se
zfedénou DNA a vznikly roztok byl inkubovdn 20 min pii laboratorni teploté. Poté byly
komplexy lipid:DNA opatrné pfiddny k buiikdm, které byly jemnym pohybem desti¢kou
promichény. Buniky pak byly inkubovany 40 hod pti 37 °C a 5% CO..

4.3.15 Sklizeni, promyti a homogenizace savéich bunék

Sav¢i buriky byly 40 hodin po transfekci rozsuspendovény pipetou a vytvofend buné¢na
suspenze byla pfenesena do 1,5ml mikrozkumavek a centrifugovdna (500xg, 3 min, 4 °C).
Supernatant byl opatrn€ odebran, peleta promyta v 1XTBS, vortexovéana a opét centrifugovédna
(500xg, 3 min, 4 °C). Supernatant byl opét opatrn€ odstranén a peleta byla rozpusténa v 50 pl
reak¢niho pufru (20 mM MOPS, 20 mM NaCl, pH 7.4).

Buiiky byly poté sonikovdny na ledu (Soniprep 150 Sanyo, amplituda 10 pm, 2 x 5 s).
Homogenat byl centrifugovdn (14000xg, 25 min, 4 °C) a supernatant opatrn¢ pfenesen do

¢isté mikrozkumavky (supernatant je tzv. buné¢ny lyzat).

4.3.16 Stanoveni koncentrace celkového proteinu v lyzatu savéich
bunék

Stanoveni koncentrace proteinti bylo provedeno metodou dle Bradfordové [93], ktera
spo¢ivd v méfeni absorbance komplexu barviva Coomassie G-250 s proteiny pfi vinové délce
595 nm. Pro kalibraci byla pouZita koncentraéni fada standardu BSA vrozmezi 0,025 -
0,4 mg/ml.

Do 96 jamkové desticky Koh-i-noor bylo napipetovdno 200 pl ¢inidla Bradfordové
(Bio-Rad), k némuz bylo ptidano urcité mnoZstvi lyzatu (ptiblizn€ 0,5 - 1 ul). Poté byl objem
doplnén vodou na 220 pl a zméfena absorbance pii 595 nm na spektrofotometrické ctecce

GENios (Tecan).
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4.3.17 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za
denaturujicich a redukujicich podminek (SDS-PAGE)

Roztoky:

Zaostiovaci gel (6%): 1,25 ml 1 M Tris (pH 6,8); 0,75 ml smési akrylamidu
a bis(akrylamidu) (42,8 g akrylamidu, 1,2 g N,N'-methylen-bis(akrylamidu)); 50 pl 10%
(w/v) SDS; 5 ul TEMED:; 50 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného (APS); doplnéno vodou
do 5 ml

Separa¢ni gel (10%): 2,3 ml 1,5 M Tris (pH 8,8); 2,3 ml smé&si akrylamidu
a bisakrylamidu (42,8 g akrylamidu, 1,2 g N,N'-methylen-bis(akrylamidu)); 100 pl 10% (w/v)
SDS, 10 ul TEMED; 100 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného (APS); doplnéno vodou do
10 ml

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 10 ml

Elektrodovy pufr (5x): 15,1 g Tris; 94 g glycin; 5 g SDS; 900 ml voda; pH 8,8

(neupravovéano)

Proteiny byly rozdéleny podle svych relativnich molekulovych hmotnosti pomoci
diskontinudlni elektroforézy v redukujicim polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Po
pripravé a ztuhnuti byly gely pfipevnény do piistroje pro vertikdlni SDS-PAGE a horni i dolni
komora byla naplnéna elektrodovym pufrem (po zfedéni 1:4 s vodou).

Pfed nanesenim do gelu byly vzorky nejprve smichany se vzorkovym pufrem (v poméru
5:1) a povafeny 3 min. Separace probihala pfi konstantnim napéti 150 V po dobu 1 hod.
Proteiny v gelu byly poté detekovdny bud’ pomoci barveni stiibrem ¢i prenosem na

nitrocelulosovou membréanu a ndslednou imunodetekci.

4.3.18 Elektroprenos proteinl na nitrocelulosovou membranu
(Western Blot)

Roztoky:
Blotovaci pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris-HCI; 10% (v/v) CH3;0H; 0,1% (w/v) SDS

(pH neupravovéno)

Po ukonceni elektroforézy SDS-PAGE byl gel 5 min ekvilibrovdn spolu

s nitrocelulosovou membrénou ve 100 ml blotovaciho pufru. Na anodu blotovaciho pfistroje
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byly poloZeny tfi filtraéni papiry zvlh¢ené v blotovacim pufru, ekvilibrovand membrana, gel
a nakonec opét tii vlhké filtra¢ni papiry. Vlastni pfenos proteinl z gelu na membranu byl
proveden pouZitim napéti 15 V po dobu 15 min.

Po ukonéeni pfenosu byla membrdna opatrn€ vyjmuta z aparatury a pfenesena na
60 min do 5 ml Casein Blockeru pro blokovani nespecifického vazani protilatky (pfi pokojové
teplot¢). Nésledné byla pfiddna mysi primarni protilaitka GCP-04 proti lidské GCPII (fedéni
1:5000 v Casein Blockeru) a ndsledovala inkubace pies noc pii pokojové teploté.

Membréna pak byla promyta 4x5 min v PBS + 0,05% Tween-20 a po jejim pfeneseni
do 5 ml Casein Blockeru byla pfiddna sekunddrni anti-my$i protilitka konjugovani
s kfenovou peroxidasou (fedéni 1:25 000 v Casein Blockeru). Po hodinové inkubaci pfi
laboratorni teplot€ byla membrana opét promyta 4x5 min v PBS + 0,05% Tween-20 a 5 min
inkubovdna  vroztoku chemiluminiscenéniho ¢inidla ,SuperSignal West Dura
Chemiluminiscence Substrates” (Pierce). Po osu$eni membrany byla zméfena luminiscence

na piistroji LAS-3000 CCD Camera (Fujifilm, Japonsko).

4.3.19 Barveni polyakrylamidového gelu stiibrem

Roztoky:
1. fixace: 12% (v/v) CH3COOH; 50% (v/v) CH50H;
0,02% (v/v) HCHO minimalné 30 min
2. promyti: 50% (v/v) CH3;0H 3 x 15 min
3. exponace: 0,02% (w/v) Na,S,05-5H,0O 1 min
4. promyti: destilovana voda 3x20s
5. impregnace: 0,2% (w/v)AgNOs; 0,02% (v/v) HCHO 20 min
6. promyti: destilovand voda 3x20s

7. vyvolani:

8. promyti:
9. zastaveni:

10. uchovani:

566 mM Na,COs, 16 uM Na,S,05-5H,0;
0,02% (v/v) HCHO

destilovand voda

12% (v/v) CH3COOH; 50% (v/v) CH;0H
50% (v/v) CH3;0H

10 s aZ 5 min
3x20s

10 min
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4.3.20 Méreni aktivity mysi GCPII (v lyzatu transfekovanych bunék
HEK293) s pouzitim radionuklidu

Roztoky:

Reakéni pufr: 50 mM Tris-HCl; S mM NaCl; pH 7.4

Roztok k zastaveni reakce: 200 mM KH,PO,, pH 7.4

Substrat: 50 nM [3H]NAAG znaCeny tritiem na uhlikatém skeletu glutamétu (Cs, Cy);
950 nM NAAG (neznaceny)

Lyzat bun€ék HEK293 exprimujicich mySi GCPII (ptfipadné€ i s inhibitorem lidské
GCPII - kyselinou (2-fosfonomethyl)pentandiovou, 2-PMPA) byl inkubovdn v reakénim
pufru (celkovy objem 180 pul) po dobu 5 min pii 37 °C (mnoZstvi celkového proteinu v reakci
bylo pfiblizné 2,5 pg).

Nésledné bylo ke kazdému vzorku ptiddno 20 pl substratu a reakce byla inkubovéna
5 hod pti 37 °C. Zastavena byla ptiddnim 200 pl 200 mM KH,PO, (pH 7,4).

Separace odstépeného glutamitu byla provedena ionexovou chromatografii na nosici
AG 1-X8 (Bio-Rad). Do sklenénych Pasteurovych pipet (Hirschmann Laborgerite) byly
naneseny 2 ml nosi¢e rozsuspendovaného v destilované vod& (1:1). Poté byla kolonka
promyta dvakrat destilovanou vodou. Na kaZdou promytou kolonku bylo naneseno 200 pl
vzorku a navazany glutamét byl eluovan 2x1 ml 1 M HCOOH do scintila¢nich lahvicek. Po
pfiddni 5 ml scintilatniho roztoku Rotiszint®Eco-Plus (Roth) byly lahvigky dikladng
vortexovdny a scintilace zméfena na kapalinovém scintilaénim spektrometru Tri-Carb

2900TR (Perkin Elmer).
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5. Vysledky

Cilem této prace bylo pfipravit rekombinantni mys$i GCPII (mGCPII) a ovéfit jeji
pfipadnou aktivitu. Na po¢dtku byla DNA kédujici mGCPII, v niZ byly pfitomny dvé mutace,
které bylo nutné odstranit. Tuto cDNA mGCPII (klonovanou v plasmidu pIRESneo, Clontech
[94]) obdrZela naSe laboratof od Dr. Warrena Hestona (Cleveland, USA). V dal$im textu je
tato my$i GCPII se dvéma mutacemi znacena ,,mGCPII*** (pocet hvézdi¢ek znamend pocet

mutaci).

5.1 Klonovani genu pro mysi GCPIl do plasmidu pcDNA4

JelikoZ cilend mutageneze genu pro mGCPII** klonovaného v plasmidu pIRES se
nepodafila ani po né€kolikeré zméné reakénich podminek (teplota a doba nasedani primeru,
teplota a doba denaturace), bylo nutné ¢cDNA mGCPII** klonovat do jiného plasmidu -
pcDNA4/V5-HisA (Invitrogen) [95]. Plasmid pcDNA4 je pouZitelny pro expresi
rekombinantnich proteind v sav¢ich bunkach; ve své sekvenci obsahuje vedle
cytomegalovirového promotoru a ori sekvence (pocatek replikace plasmidu v E. coli) také
geny pro zeocinovou a ampicilinovou rezistenci [95].

cDNA mGCPII** byla proto nejprve amplifikovana pomoci PCR (4.3.1) uzitim primert
specifickych pro pocitek a konec sekvence genu my§i GCPII (FmusNAli

a RmusGCP7520k2; str. 24), kam byla zavedena restrikéni mista pro klonovani do
pcDNA4/V5-HisA. Templatem byl plasmid pIRES s mGCPII** od W. Hestona (Obr. 8).

1 2

bp:
3675

2323
1929

Obr. 8: Amplifikace cDNA mGCPII** z plasmidu pIRES
cDNA kédujici mGCPII** byla amplifikovdna pomoci PCR a poté elektroforeticky rozdélena

agarosovou elektroforézou. Draha 1: A-BstEIl marker; drdha 2: cDNA amplifikovand PCR (o¢ekdvana

velikost fragmentu byla 2276 bp).
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Amplifikovand cDNA byla poté St€pena restrikénimi endonukleasami Kpnl a Xhol
(4.3.5). Ligace cDNA mGCPII** do plasmidu pcDNA4 rozsté€peného tymiZ endonukleasami
nebyla Uspésnd, a to ani pii1 pouZiti riznych poméri koncentraci plasmidu pcDNA4 a cDNA
mGCPII** (4.3.5); zfejmé byl pftili§ kratky presah u restrik¢nich mist.

Proto byla cDNA mGCPII** adenylovdna uZitim Taq DNA polymerasy a pomoci
TOPO TA-klonovéni byla klonovéna do vektoru pCR®II-TOPO® (4.3.4). Po transformaci
(4.3.8) a midipreparaci DNA (4.3.9) byl plasmid pCRII-TOPOmMGCPII** §t€pen restrikénimi
endonukleasami Kpnl a Xhol pro ovéfeni dsp&€$nosti TOPO TA-klonovani (4.3.5). Restrikéni
analyza odhalila, Ze skute¢né doSlo k ligaci cDNA mGCPII** do pCRII-TOPO, nebot’ na
agarosovém gelu byl pozorovan produkt St€peni o pfiblizné velikosti 2300 bp (o¢ekdvana
velikost fragmentu byla 2265 bp) (Obr. 9).

Po vytiznuti cDNA mGCPII** a jeji ndsledné extrakci z gelu (4.3.3) byla tato cDNA
mGCPII** ligovdna do vektoru pcDNA4 St€peného endonukleasami Kpnl a Xhol (4.3.5)
avznikly plasmid pcDNA4mGCPII** byl pouZit jako templdt pro mutagenezi (viz
5.2 Mutageneze G240A). 1 2 3

Obr. 9: Elektroforeogram vysledku restrikéni analyzy po ligovani cDNA

mGCPII** do plasmidu pCR®II-TOPO®:

Po Stépeni vektoru pCREII-TOPO® s insertovanou cDNA mGCPII** enzymy Kpnl a Xhol byla
rozstépena DNA rozdélena agarosovou elektroforézou. Drdha 1: A-BstEIl marker; draha 2: pCRII-
TOPOMGCPII** (6 pl); draha 3: marker (6 pl; velikost spodniho prouzku odpovidéa 2265 bp, coz byla

olekavana velikost fragmentu).

5.2 Mutageneze G240A

Prvnim mutovanym mistem byl triplet nukleotidii kédujici aminokyselinu v pozici 240
v sekvenci mGCPIL. V ptirozené formé¢ mysi GCPII je touto aminokyselinou alanin, DNA,

kterou jsme ziskali od W. Hestona, zde kéduje glycin.
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Pro cilenou mutagenezi (4.3.6) byly pouZity primery pro mutagenezi uvedené v Tab. 1
(str. 28, mutace G240A) a jako templat plasmid pcDNA4mGCPII** (viz 5.1 Klonovani genu
myS$i GCPII). Po provedeni mutageneze a St€peni enzymem Dpnl (ktery rozst€pil pavodni
methylovany plasmid) bylo 5 pl smési po mutagenezi elektroforeticky rozdéleno agarosovou
elektroforézou, jejiz vysledek potvrdil pfitomnost amplifikovaného produktu (plasmid
,PCDNA4mGCPII**“ nesouci uZz jen mutaci E287N; oc¢ekdvand velikost produktu byla
7292 bp) (Obr. 10).

1 2 3 4
bp:

Obr. 10: Elektroforeogram vzorku po mutagenezi G240A a stépeni enzymem Dpnl
Vzorek po mutagenezi G240A a $tépeni Dpnl (draha 2) byl rozdélen agarosovou elektroforézou.
Dréaha 1: N\-BstEIl marker; draha 2: vzorek po mutagenezi G240A (5 pl); drdha 3: stejné mnoZstvi

templatové DNA jako v 5 pl reakce; drdha 4: desetindsobné mnozstvi templatové DNA nez v 5 pl

reakce.

Po transformaci bunék E. coli DH5a (4.3.8) plasmidem pcDNA4mGCPII* byla
provedena midipreparace 4 klonli nesoucich tuto plasmidovou DNA (4.3.9) anésledné

restrikéni analyza enzymy Kpnl a Xhol (4.3.5), po které byla rozstépend DNA rozdélena

agarosovou elektroforézou (Obr. 11). VSechny klony byly ovéfeny jako sprdvné (viz Obr. 11)
a pro dal$i praci byl vybran plasmid pcDNA4mGCPII* v draze 3 (Obr. 11).
1 2 3 4 5 6

bp:
4822
2323
1929

Obr. 11: Stépeni plasmidu pcDNA4mGCPII* enzymy Kpnl a Xhol po
midipreparaci DNA

Po rozstépeni plasmidu pcDNA4mGCPII* enzymy Kpnl a Xhol byly produkty Stépeni rozdéleny

agarosovou elektroforézou. Drdha 1: A-BstEIl marker; draha2: marker (5 pl; velikost spodniho

prouzku odpovida 2265 bp); drahy 3 - 6: plasmid pcDNA4mGCPII* ze 4 riznych klond (5 pl/draha).
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5.3 Mutageneze E287N

Druhym mutovanym mistem byl triplet nukleotidii kédujici aminokyselinu v pozici 287
v sekvenci mGCPII. V ptirozené formé& mySi GCPII je touto aminokyselinou glutamin, DNA
ziskand od W. Hestona zde kdduje kyselinu glutamovou.

Cilend mutageneze (4.3.6) byla provedena s pouZitim primerd pro mutagenezi
uvedenych v Tab. 1 (str. 28, mutace E287N) a plasmidu pcDNA4mGCPII* jako templatu (viz
5.2 Mutageneze G240A). Po mutagenezi a St€peni produktu enzymem Dpnl bylo 5 pl smési
po mutagenezi rozdé€leno agarosovou elektroforézou (4.3.2). Z gelu je patrné, Ze doSlo
k amplifikaci plasmidu pcDNA4mGCPII*, ¢imZ byla pfipravena ptfirozena forma cDNA mysi
GCPII klonovana v plasmidu pcDNA4 (,,p)cDNA4mGCPII*) (Obr. 12).

p: 1 2 3 4

8454
7242

Obr. 12: Mutageneze E287N po stépeni enzymem Dpnl
Vzorek po mutagenezi E287N (drédha 4) a Stépeni Dpnl byl rozdélen agarosovou elektroforézou.
Draha 1: A-BstEIl marker; draha 2: stejné mnozstvi templatové DNA jako v 5 pl reakce; draha 3:

desetinasobné mnozstvi templatové DNA jako v 5 pl reakce; drdha 4: vzorek po mutagenezi E287N

S nh.

Po transformaci bunék E. coli DHS5a (4.3.8) byla provedena midipreparace plasmidové
DNA z 9 riznych klonid nesoucich pcDNA4mGCPII (4.3.9) a nésledné kontrolni agarosova
elektroforéza (Obr. 13, str. 40). VSechny klony byly ziroven i sekvenovény (4.3.11).
Sekvenovani t&chto klont odhalilo, Ze pouze dva klony (drdha 2 a drdha 8 na Obr. 13, str. 40)
byly sprdvné, ostatni v sobé nesly novou mutaci ¢i inserci primeru do sekvence genu pro

mGCPII. Tyto dva klony byly pouZity pro dal3{ praci.
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bp:
3675

Obr. 13: Elektroforeogram pcDNA4mGCPII z deviti klonii po midipreparaci
Po midipreparaci pcDNA4mGCPII z 9 klond byly tyto plasmidy rozdéleny agarosovou
elektroforézou. Draha 1: A-BstEIl marker; draha 2 — 10: pcDNA4mGCPII z deviti kloni (5 pl/draha).

5.4 Klonovani cDNA mGCPII do plasmidu pTRE

Po ziskani ptirozené formy cDNA mGCPII byla tato cDNA (ze ,,spravnych* klont ¢. 2
a 8, Obr. 13) klonovdna zplasmidu pcDNA4 do plasmidu pTRE-Tight (Clontech)
obsahujiciho vedle genu pro ampicilinovou rezistenci tzv. ,,Tet response element” (TRE).
Plasmid pTRE-Tight je ur¢en pro Tet On/Tet Off expresni systém, ktery spocivd v regulaci
exprese daného genu pomoci doxycyklinu, ktery interaguje s represorovym proteinem, COZ ma
za nasledek bud’ aktivaci ¢i deaktivaci transkripce daného genu [96]. Tato mozZnost regulace
exprese GCPII by mohla byt v budoucnu vyuZita pro sledovani vyvoje nddoru v zdvislosti na
ptitomnosti ¢i neptitomnosti GCPII v nadorovych burnkéch.

Nejprve byl plasmid pcDNA4mGCPII $tépen restrik¢énimi endonukleasami Kpnl a Xbal
(4.3.5) a nasledn¢ byl Sté€peny vzorek rozdélen agarosovou elektroforézou (4.3.2), kterd
potvrdila dspéSnost St€peni, nebot’ v gelu byl pfitomen fragment o velikosti okolo 2300 bp
(otekavana velikost fragmentu byla 2271 bp) (Obr. 14). Tento fragment byl extrahovan z gelu

(4.3.3) a nasledné ligovan do vektoru pTRE Stépeného enzymy Kpnl a Xbal (4.3.5).
1 2 3

bp:

4822
2323

Obr. 14: Stépeni plasmidu pcDNA4mGCPII z klonii &. 2 a 8 enzymy Kpnl a Xbal
Dréha 1: \-BstEIl marker; draha 2: pcDNA4mGCPII-2 (25 pl); draha 3: pcDNA4mGCPII-8 (25 pl).

Po transformaci (4.3.8) byla provedena midipreparace plasmidové DNA z osmi kloni

(4.3.9) aziskané plasmidy byly rozSt€peny enzymy Kpnl a Xbal (4.3.5) arozdé€leny
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agarosovou elektroforézou (Obr. 15) (4.3.2). Z Obr. 15 je zfejmé, Ze pozitivnich bylo 5 klont

(drahy 2, 4, 7, 8 a 9), nebot’ obsahovaly insertovanou cDNA mGCPII. Pro maxipreparaci
plasmidu pTREmGCPII (4.3.12) byl vybrén jediny klon (drdha 7).
1 2 3 4 5 6 7 8 9

bp:

3675
2323

Obr. 15: Stépeni p TREmGCPII z osmi kloni endonukleasami Kpnl a Xbal

Po Stépeni endonukleasami byly jednotlivé vzorky rozdéleny agarosovou elektroforézou.
Pozitivni vzorky (obsahujici mGCPII) jsou v drahach 2, 4, 7, 8 a 9. Drdha 1: A-BstEIl marker; draha 2 -
9: pTREmMGCPII z osmi klont (5 pl/dréha).

5.5 Transfekce a exprese mGCPII

Pro transfekci byl pouZit plasmid pcDNA4mGCPIl, kterym byly nejprve
transformovéany bunky E. coli DH5a (4.3.8) a poté byla provedena maxipreparace (4.3.12)
andslednd purifikace (4.3.13) této plasmidové DNA. Poté byly sav¢i buiiky HEK293
transfekovany plasmidem pcDNA4mGCPII (4.3.14). Jako negativni kontrola byla provedena
kotransfekce bun¢k HEK293 plasmidy pTREGFP a pEGFP.

Po dvou dnech byly bunky sklizeny, promyty a homogenizovany (4.3.15) a v lyzatu
byla zmétena koncentrace vSech proteini (zhruba 0,9 — 3,5 pg/ul) (4.3.16). Poté byly vzorky
lyzath rozdéleny pomoci SDS-PAGE (4.3.17) a nésledné byly proteiny elektropfenosem
pfeblotovany z gelu na nitrocelulosovou membranu, na které byla provedena imunodetekce

mGCPII monoklonalni mysi protildtkou GCP-04 proti lidské GCPII (4.3.18) (Obr. 16).

1 2 3 4 5 6
kDa:

< 150
o :ﬁ 100

Obr. 16: Imunodetekce mGCPII v lyzatu bunék HEK293 protilatkou GCP-04
Dréha 1: HEK293 pTREGFP+pEGFP; drdha 2: HEK293 pcDNA4mGCPII; draha 3: All blue
marker (4 pl); draha 4: EXST (400 pg); drdha 5: EXST (2 ng); draha 6: EXST (4 ng). Oba vzorky (¢. 1 a 2)

obsahovaly 10 pg celkového proteinu. EXST je purifikovana extraceluldrni ¢ast lidské rekombinantni

GCPIL
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Zobr. 16 (str. 41) je patrné, Ze protein mGCPII byl produkovdn burikami HEK293
transfekovanych plasmidem pcDNA4mGCPII a mél sprdvnou relativni pohyblivost.
Z koncentra¢ni fady EXST je moZné odhadnout mnozstvi mGCPII ve vzorku (pfiblizné€ 1 ng
mGCPII/10 pg celkového proteinu).

5.6 Méreni aktivity hydrolyzy NAAG ucinkem mGCPII

Aktivita mGCPII byla stanovena radiochemickou metodou (4.3.20) v lyzitu bun¢k
HEK293 transfekovanych pcDNA4mGCPII (obsahujicim 2,64 pg celkového proteinu)
a porovndna s aktivitou lyzitu bun€¢k LNCaP ptirozené¢ exprimujicich lidskou GCPIL
Testovdna byla iinhibice piipadné aktivity mGCPII uZitim specifického inhibitoru lidské
GCPII, kyseliny 2-(fosfonomethyl)pentandiové (2-PMPA, vyslednd koncentrace 100 nM),
kterd je fosfondtovym derivitem L-glutaméitu [97] (Obr. 17). Z m&feni vyplyva, Ze lyzat
bunék HEK293 transfekovanych mGCPII vykazuje hydrolytickou aktivitu vaéi substritu
NAAG a produkovand mGCPII je aktivni. Zaroven je moZné tuto aktivitu inhibovat 2-PMPA.

35

Aktivita 30 1
25 |
20 1
15 1

10 1
3,1

-

LNCaP+2-PMPA pcDNA4GFP pcDNA4mGCPIl  pcDNA4mGCPII +
(HEK293) (HEK293)  2-PMPA (HEK293)

LNCaP

Obr. 17: MéfFeni aktivity mGCPII a jeji inhibice 2-PMPA

Relativni aktivita jednotlivych vzorki. Negativni kontrolou je vzorek pcDNA4GFP, nebot
plasmid pcDNA4GFP kéduje zeleny fluorescendni protein misto GCPII a vzorek tedy nema
proteolytickou aktivitu (resp. velmi nizkou). Inhibice byla provedena inhibitorem 2-PMPA (100 nM).
Pro porovnani je uvedena iaktivita lyzatu bunék LNCaP (v&etné jeji inhibice), které ptirozené
exprimuji lidskou GCPII.
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6. Diskuze

V teoretické C&asti této prace byly shrnuty zdkladni informace o GCPIL. V zdvéru
teoretické €asti bylo pojednano o my$im, prase¢im a krysim orthologu lidské GCPII. JelikoZz
o té€chto proteinech je$t€ neni dostatek informaci, hlavni roli v teoretické ¢asti hraje lidska
GCPIL

Cilem praktické ¢asti bylo pfipravit rekombinantni my$i GCPII a ovéfit jeji aktivitu.

Na pocatku této prace byl gen pro mySi GCPII klonovany do plasmidu pIRES, ktery
naSe laboratof obdrzela od Dr. Warrena Hestona (Cleveland, USA). Sekvenovanim tohoto
genu bylo zjiSt€no, Ze po jeho translaci do aminokyselinové sekvence by ve vzniklém
proteinu byly pfitomny dvé mutace oproti sekvenci my$i GCPII uvedené v databazi proteinti
GenPept, NCBI.

Provedeni cilené mutageneze pfimo na tomto plasmidu (pIRESmGCPII**) bylo vidy
neudspé&iné, pii PCR nedoslo ani k amplifikaci DNA.

Po pteklonovani genu mGCPII** do plasmidu pcDNA4 sice doslo k amplifikaci DNA
pfi PCR, oviem ptfi kaZzdém pokusu o mutagenezi dosSlo k inserci primeru do sekvence
templatové DNA. A¢koliv se prvni mutované misto podarilo po né€kolika pokusech opravit, na
druhém mutovaném mist€ dochazelo k inserci primeru pii kaZzdé mutagenezi, a proto bylo
usp&$né provedeni mutageneze prakticky nemoZné. Pii zvySeni teploty naseddni primeru
(z 55 °C na 65 °C), které by mé€lo mit za nasledek vétsi specifitu primeru k templatové DNA
a také odstranéni ptipadnych sekunddrnich struktur v templatové DNA ¢i primeru, do$lo
dokonce k dvojndsobné inserci primeru. Jedinym feSenim se zddlo byt pouZiti upravenych
primerd pro mutagenezi, které tak byly zkrdceny na obou koncich. Pfi pouZiti téchto
modifikovanych primerti jiZ probéhla mutageneze ispé$né a bez inserce primerd do sekvence
templatové DNA. Jako moZné vysvétleni téchto nebyvalych problémi s cilenou mutagenezi,
ktera je jinak metodou velmi spolehlivou, se zd4 byt pfitomnost podobné sekvence v okoli
mutovaného mista k sekvenci specifické pro primer.

Po ziskéni pfirozené formy genu mGCPII byl tento gen klonovan do plasmidu pTRE-
Tight (Clontech). Ptiprava plasmidu pTREmGCPII jiZ probé&hla bez problému a v budoucnu
bude tento plasmid pouZit pro testovani Tet On/Tet Off expresniho systému. S vyuZitim
tohoto systému je moZné regulovat expresi ur¢itého proteinu pfitomnosti doxycyklinu

v bunééném mediu. Sledovéni vyvoje nddord v zdvislosti na pfitomnosti a nepifitomnosti
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GCPII by mohlo napovédét, jakou roli hraje GCPII v nddorovych burik4ch a tkadnich, nebot’
funkce GCPII v nddorech je stile nezndma.

Plasmidem pcDNA4mGCPII byly transfekovany buiikky HEK293 s cilem exprimovat
mGCPII. Podle vysledkG imunochemické analyzy byl protein mGCPII t€mito buiikami
skute¢né produkovén a jeho velikost odpovidala ptedpokladiim (viz Obr. 16, str. 41).

Aktivita produkovaného proteinu mGCPII byla stanovena radiochemickou metodou
uzitim radioaktivné znaceného substritu NAAG v bunééném lyzdtu buné¢k HEK293
transfekovanych mGCPIL. Vysledky experimentu prokizaly, Ze testovany bunéény lyzat
vykazuje hydrolytickou aktivitu vici substrdtu NAAG. Ziroveii bylo moZné tuto aktivitu
inhibovat specifickym inhibitorem lidské GCPII, 2-PMPA.

Priprava pfirozené formy genu mysSi GCPII a exprese tohoto proteinu jsou ovSem jen
prvnim (ov8em velmi podstatnym) krokem pro dalsi charakterizaci tohoto proteinu. Jako dalsi
krok se nabizi pfiprava cDNA kédujici extracelularni ¢ast mGCPII, néslednd nadprodukce
tohoto proteinu v eukaryotnim systému a jeho purifikace. Cisty protein by mohl byt
charakterizovén, zejména co se ty¢e jeho enzymatickych aktivit, a porovnan s jeho lidskym
protéjSkem. Findlnim krokem by se mohl stdt pokus o krystalizaci tohoto proteinu, vyfeSeni
jeho struktury a porovnani s lidskym orthologem.

Charakterizace my$i GCPII je dilezitd pro spravnou volbu zvifecitho modelu, na kterém
by se v budoucnosti testovaly nové 1éebné ¢i diagnostické metody zaloZzené na GCPIL
Zvoleny model by se mél zejména enzymatickou aktivitou a tkanovou distribuci pfisluSného

orthologu lidské GCPII co nejvice ptibliZovat lidskému protéjsku.



7. Zaveér
1. Gen pro mGCPII byl klonovéan do vektori vhodnych pro dalsi préci.

2. Metodou cilené mutageneze byla pfipravena ptirozend forma (,,wild-type) genu pro

mGCPIIL

3. Sav¢i buiiky HEK293 byly transfekovany plasmidem obsahujicim gen mGCPII

a imunochemicka detekce prokézala, Ze tyto butiky produkuji protein mGCPII.

4. Zméfenim aktivity lyzatu buné¢k HEK293 transfekovanych mGCPII bylo ovéfeno,
Ze produkovand mGCPII hydrolyzuje sviij ptirozeny substrat N-acetyl-L-aspartyl-a-
L-glutamat.
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