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1. Predmluva

Lidska glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII, E.C. 3.4.17.21) je membrénovy
glykoprotein druhého typu. Radi se mezi dinukledrni zinkové metalopeptidasy. Vyznamna
exprese GCPII je pozorovéana v prostaté¢, mensi mnozstvi GCPII se vyskytuje také v jatrech,
mozku, ledvinach, tenkém stievé a nekterych dalsich tkéanich.

V mozku hydrolyzuje GCPII neurotransmitter N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamat (N-Ac-
Asp-Glu) za vzniku L-glutamatu a podili se tak na modulaci synaptického pienosu, ve stievé pak
odstépovanim C-termindlnich glutamatd z folylpoly-y-L-glutamatu umoziuje vstiebavani folatu
ze stravy. V prostaté neni jeji funkce znama.

ZvySena exprese v karcinomu prostaty a ve velké vétSiné odvozenych metastdz Cini
z GCPII vhodny cil pro diagnostiku této nemoci. Jako prvni se do klinické praxe prosadila
protilatka s obchodnim ndzvem ProstaScint znacena isotopem '''In, kterou schvalila FDA jiz
v roce 1996. Dale se ukazuje, Ze GCPII exprimuji endotelidlni buniky nové tvofenych krevnich
vlase¢nic mnoha pevnych nadorl, coz spolu se schopnosti vstoupit do builky po navazéani
protilatky ¢ini z GCPII velmi nad&jny cil nejen pro vizualizaci téchto nadort, ale i pro ptipadnou
imunoterapii.

Mnoho lidskych genti podléha pii transkripci genomové informace do mRNA procesu
zvanému alternativni sestiih, ktery vede k tomu, Ze z jediného genu vznikd nékolik rtiznych
forem mRNA liSicich se navzdjem riznymi inzercemi ¢i delecemi. GCPII neni vyjimkou
a studium jeji mRNA vedlo k objevu celé fady alternativné sestfizenych forem. Na zaklad¢
nekolika studii pomoci PCR v realném Case na malych klinickych vzorcich se predpoklada, ze
mnozstvi nekterych variant se vyznamné liSi mezi zdravou prostatou, benigni hyperplazii
prostaty a karcinomem prostaty. Kdyby se tyto vysledky potvrdily na vétSim vzorku tkani, pak
by kvantifikace mRNA jednotlivych forem v bioptickych vzorcich ¢i v krvi mohla ptfedstavovat
vyznamné doplnéni a vylepseni dnesnich diagnostickych metod rakoviny prostaty, nebot’ tyto
metody se stdle potykaji s velkym mnozstvim fale$né positivnich a faleSné¢ negativnich nalez.
Problémem dosavadnich studii je, Zze se kazda z nich zabyvala pouze nékolika mélo variantami
a neexistuje zadna studie porovnavajici vSechny dnes zndmé varianty najednou, proto jsme se
rozhodli takovy test vyvinout. Aby mély jeho vysledky co nejvétsi vypovidaci hodnotu, tak jsme
nejprve detailn€ prozkoumali alternativni sestiih genu pro GCPII ve dvou nadorovych
bunéénych liniich odvozenych od karcinomu prostaty a meduloblastomu a exprimujicich GCPII.
Vysledky této studie tvori experimentalni ¢ast diplomové prace.

Doplnujici pristup ke studovani proteini je predstavovan metodami teoretické chemie. Za



piedpokladu, ze dneSni metody kvantové chemie jsou schopné poskytnout vysledky uspokojivé
presnosti, 1ze jejich vyuZzitim uSetfit mnoho cenného experimentalniho ¢asu i nemalé prostiedky.
Pravé modelovani reakéniho mechanismu GCPII pomoci riznych metod kvantové chemie tvoii
znac¢nou cast teoretické Casti prace.

Lze vyjit z neddvno publikované prace, ve které byl pomoci kombinované metody
QM/MM s kvantové-mechanickym popisem na urovni teorie funkciondlu hustoty (DFT)
studovan reakéni mechanismus GCPII. Stejnymi metodami a na stejném modelu jsem se pokusil
popsat vliv zdmény postrannich fetézcli nekterych aminokyselin v aktivnim misté na reak¢ni
bariéru. Studované proteiny byly jiz dfive rekombinantné pfipraveny a byly stanoveny jejich
kinetické charakteristiky. To umoziuje pfimé srovnani teoretickych dat s experimentalnimi.

Je nutné podotknout (a tim vysvétlit motivaci pro dalsi kapitolu teoretické casti
diplomové prace), Ze teoretické studium variantnich proteinii je provazeno mnohymi uskalimi.
Piesnost, kterou pozadujeme od teoretickych metod, by méla byt nékde na urovni 1-2 kcal.mol
(napriklad rozdil 1,42 kcal.mol™’ piedstavuje rozdil celého fadu v rychlostni konstanté ke pfi
t=37°C). Je tedy nanejvys vhodné ptrezkoumat ptesnost pouzivanych vypocetnich metod
a spravnost pouzivanych modelii, obzvlasté uvazime-li, ze jiz zminény QM/MM model ptecenil
reak¢ni bariéru o vice nez 10 kcal.mol™.

Pomérné Casto byvd pro osvétleni reakénich mechanismii enzyml pouzivan model
aktivniho mista obklopeny pouze polarizovatelnym kontinuem nebo vakuem (v textu oznacovan
jako klastrovy model). Stejny model byl proto vytvofen i pro GCPII a vysledky nésledné
porovnany s ptivodni metodou QM/MM. Pro klastrovy model byla studovédna také konvergence
ziskanych reakénich bariér v zavislosti na velikosti modelu a namodelovan alternativni reakéni
mechanismus, pfi kterém je na zacatku katalytického cyklu karboxyskupina glutamatu slouziciho
jako tzv. ,,proton shuttle* deprotonovéna (na rozdil od dfive publikovaného mechanismu).

Nakonec byla porovnana metoda DFT s metodou RICC2. Srovnani bylo provedeno na
minimalistickych klastrovych modelech reaktantl, produkti, a tranzitnich stavli aktivniho mista
GCPII a dalsich dvou zinkovych peptidas. Na dvou modelovych reakcich bez pfitomnosti kovu

jsme se také pokusili porovnat metodu DFT s referencni metodou CCSD(T).
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2. Uvod

2.1. Metody kvantové chemie

Velkd c¢ast kvantové chemie se zabyva feSenim Schrdodingerovy vinové rovnice pro
mnohacasticové systémy (atomy a molekuly). Nedochézi-li naptiklad k interakci s Casové
proménnym elektromagnetickym polem (tj. hamiltonian systému neni ¢asove zavisly), je mozné
se omezit na feSeni stacionarni Schrodingerovy rovnice ve tvaru HY (R,,r)=EY(R,,r,),kde
H je hamiltonian plné definujici systém. Vinova funkce ¥ zavisi na spinovych a prostorovych
soufadnicich jader (R) a elektroni (r), E je pak energie systému. Hamiltonian systému ve vakuu

obsahujici N jader a n elektroni l1ze pak v atomovych jednotkach psét:

A=1 B>4 RAB A=11i

A A A

H=T +T +V, +V +V = Z —V2 Z I V:

e

kde M je jaderna hmotnost a Z jaderny naboj. V disledku velkého rozdilu mezi hmotnosti jader
a elektronti Ize vétSinou separovat jejich pohyb a feSit tak elektronovy problém pro danou
geometrii jader samostatné. Toto zjednoduseni se nazyva Bornova-Oppenheimerova aproximace.
Z této aproximace vyplyva existence tzv. hyperplochy potencidlni energie skladajici se
z elektronové energie (ktera je vysledkem feSeni elektronového problému) a potencidlni energie
jader V.

Ve zjednodusené Schrédingerové rovnici tedy vinova funkce ¥ (R,.7;) zavisi na poloze
jader pouze parametricky, elektronovy hamiltonian pak neobsahuje ¢leny T .t f/nn . Presto neni

kvili poslednimu dvouelektronovému coulombickému ¢lenu f/ee mozné tuto rovnici feSit
analyticky a je proto nutné zavést dal§i aproximace, které budou popsany v nasledujicich
odstavcich. Podrobnou diskusi metod kvantové chemie l1ze nalézt v fad¢€ ucebnic [Szabo 1989,

Levine 1991, Yarkony 1995].

2.1.1. Hartreeho-Fockova metoda

Prvni aproximaci, ktera umozni separaci elektronovych proménnych, je zéapis vinové
funkce ve tvaru antisymetrizovaného soucinu jednoelektronovych funkci (prostorovych
orbitalit), tzv. Slaterova determinantu. Dale zavedeme tzv. model nezavislych elektront, kde
kazdy elektron interaguje pouze se zprimérovanym polem ostatnich elektronti a definujeme pro
n¢j jednoelektronovy Fockav operator (pro systém s uzavienymi slupkami):
o2 w Zu

Ivi-> 2
2 "W Z 14

A=1

nl2

F()=h+2 27 ,(1)=K (1)], kde h7=—
Jj=1

A

Coulombicky operator J ; avyménny operator K ; jsou pfitom definovany jako:

11



v R0 ()=, 0] PR,

kde ¢,(1) je molekulovy orbital, £(1) je libovolna funkce a integrace probiha pies cely prostor.
Zavedeni Fockova operatoru pii feSeni variacniho problému <<I>|I:1 |@)>E (kde ® predstavuje
vlnovou funkci ve tvaru Slaterova determinantu) vede k jednoelektronovym Hartreeho-
Fockovym (HF) rovnicim ve tvaru:

F(1),(1)=¢,4(1).

Molekulové orbitaly ¢; jsou v praxi vyjadieny linearni kombinaci atomovych orbitalti zpravidla

tabelovanych v tzv. bazich atomovych orbitalti, ¢;= z c,:X,(r) . Dosazeni tohoto rozvoje do

HF rovnic (pro jednoduchost se dale omezime na tzv. ,restricted“ HF metodu, kdy dvojice
elektronil s riznym spinem sdileji stejnou prostorovou ¢ast orbitalu) vede k maticové rovnici
(zobecnénému vlastnimu problému):

FC = SCE,
kde C je matice vektorii rozvojovych koeficienti c,, S je piekryvovd matice s prvky

S,,=(X,|X,) aF je Fockova matice s prvky:

nl2

F=(x,lhlx >+2ch0J coil2(X,X |xng>—<xuxp|%|xvxa>].

12 12
Jelikoz Focklv operéator zavisi na tvaru molekulovych orbitali, je nutné tuto rovnici feSit
iterativng. Redeni spo¢iva v diagonalizaci Fockovy matice F s okrajovou podminkou C'SC = 1
(podminka orthonormality), konstrukci nové Fockovy matice a jeji opétovné diagonalizaci aZ po
dosazeni tzv. self-konzistence, kdy se ve dvou po sobé nasledujicich iteracich zméni celkova
energie (a vétSinou i redukovana matice hustoty) o méné nez piedem stanovenou mez. Prvky
diagondlni matice E pak odpovidaji jednotlivym orbitdlnim energiim tzv. kanonickych HF
orbitalii, celkovd Hartreeho-Fockova energie je definovana jako stfedni hodnota pifesného

hamiltonidnu:

B =(@li110)=3 3 (e, +( i)
kde scitani probihd ptfes obsazené orbitaly. HF energie tedy neni pouhym souctem orbitalnich
energii.

2.1.2. Korelac¢ni energie, ,,post-SCF* metody
ProtoZe Fockliv operator popisuje jednoelektronovy potencidl pomoci zpriimérované pole
ostatnich elektronti, nezahrnuje tzv. dynamickou elektronovou korelaci. Zatimco pohyb

elektronli se stejnym spinem je popisovan v disledku antisymetri¢nosti vinové funkce (a z ni

12



vyplyvajici existence vyménnych integrali) pomérné spravné (tzv. Fermiho korelace), pohyb
elektronil s opacnym spinem je popisovan zcela nekorelované. Tato chyba nartistd s rostoucim
poctem elektronil v systému a proto musi byt HF vinova funkce dale vylepsena, coz je cilem tzv.

,»post-SCF* metod. Podstata né¢kolika z nich bude stru¢né shrnuta v nasledujicich odstavcich.

2.1.2.1.  Mpllerova-Plessetova poruchovd metoda

Podrobnou diskusi poruchové metody lze nalézt v fad¢€ klasickych ucebnic, proto se zde
omezime pouze na vysledky Mgllerovy-Plessetovy poruchové metody bez uvedeni odvozeni.

V této metodé je jako neporuseny systém bran model nezavislych elektrond popsany
Fockovym operatorem, porucha je pak definovana jako rozdil mezi presnym hamiltonidnem a
Fockovym operatorem. V korekci prvniho fadu k energii dostaneme proto pouze pivodni HF
energii, v disledku pouziti kanonickych HF orbitalii se podstatné zjednodussi korekce k energii

druhého tadu, zapocétena v nejpouzivanéjsi formée této metody MP2:

3

=Y S 3§ ubilraltid) (9. bilrald b

b=a+1a=n+1i=j+1 j=1 §te, —¢g,—¢,
kde ¢, a ¢; jsou obsazené molekulové spinorbitaly, ¢, a ¢, jsou neobsazené spinorbitaly
(do kterych se ,.excituji“ elektrony z orbitald ¢; a ¢;) a & jsou piislusné orbitalni energie.
Sumace probiha pies vSechny spinorbitaly (postupné se provadi vSechny mozné ,,biexcitace®).
Podminkou konvergence poruchové metody je mala hodnota této korekce, tzn. Ze dostaneme
velmi rychlou konvergenci napf. pro atom helia, kde je maly podil elektronové korelace, zatimco

pro velké molekuly bude Mgllerova-Plessetova poruchova metoda konvergovat pomaleji.

2.1.2.2.  Konfiguracni interakce

Jednim ze zpusobi, jak lze dosahnout vylepSeni HF vlnové funkce, je rozSifeni
variacniho prostoru pfi minimalizaci stfedni hodnoty pfesného hamiltoniadnu:

(YIHIV)>E.
VInova funkce pak mtze byt vyjadiena naptiklad pomoci rozvoje:
T=cy®y+ D, D cidi+ D D D D .
a=n+li=1 b=a+1a=n+1 j=i+1 i=1

D, znali Slateriv determinant zakladniho stavu, @, a q5;-b zna¢i monoexcitovany respektive
biexcitovany Slaterliv determinant. Tento konkrétni ptipad konfiguracni interakce byva nazyvan
CISD (,,Configuration Interaction with Single and Double Excitations*). Zahrnuti vSech
moznych excitaci je nazyvano jako ,.full-CI* rozvoj a pii pouziti nekone¢né baze lze docilit
presné hodnoty elektronové energie v nerelativistické aproximaci. Je ale zfejmé, ze pro vétsi

pocet elektront je ,,full-CI*“ metoda (1 v béZzné pouzivanych konec¢nych bazich) vypocetné piilis
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naroéna. Sirdimu pouZivani neuplnych rozvojt typu CISD pak brani nestejny popis korelaéni
energie s rostouci velikosti systému, napiiklad u molekul s deseti elektrony popise CISD vice
nez 90% korelacni energie zatimco u molekul s 50 elektrony méné nez 80% (tzv. problém ,,size

extensivity) [Sasaki 1977].

2.1.2.3.  Metody vazanych klastru (Coupled Cluster)
Elegantni formulovani stejného problému jako u konfiguracni interakce (i kdyZ nikoliv

variacni) spociva v definici vinové funkce jako:

Y=c¢'d,,
kde T predstavuje tzv. excitacni operator. Exponencialni tvar operatoru v piedchozi rovnici lze
vyjadtit Taylorovym rozvojem:

. I

e’ =1+T YRy Z:: o

Pasobeni mocninou excitaéniho operatoru odpovida nékolikanasobnému postupnému ptsobeni
na vlnovou funkci. JiZ pro monoexcita¢ni operator tak formalné dostavame rozvoj vinové funkce
ve tvaru linearni kombinace mono-, bi-, triexcitovanych atd. Slaterovych determinant. Z toho
plyne zasadni rozdil oproti konfiguracni interakci, ktery spociva v tom, Ze shodné excitace

(napt. z orbitalu ¢; do ¢,) obsazené napf. v monoexcitovanych a biexcitovanych Slaterovych

determinantech jsou vazeny se stejnym rozvojovym koeficientem #; (nazyvanym amplitudou).

(T\+75)

V CCSD metodé¢ je vinova funkce definovana jako ¥ =e P, , kde T , je monoexcitacni

A

operator a T, biexcitani operator. ReSeni Schrodingerovy rovnice pak vede na soustavu
nelinearnich rovnic pro amplitudy, které musi byt feSeny iterativné. Propojeni (,,coupling®)
amplitud pro rizn¢ excitované Slaterovy determinanty vede k tomu, Ze tato metoda je narozdil
od konfigura¢ni interakce ,,size extensive®. CCSD(T) metoda pak na ptiblizné Grovni zahrnuje
také triexcitace ziskané z poruchové teorie. Metody vazanych klastra jsou shrnuty naptiklad v

[Bartlett 1995].

2.1.3. Teorie funkcionalu hustoty

Ve vSech dosud uvedenych metodach byla pocitana vilnova funkce ktera je zavisld na
spinovych a prostorovych soufadnicich vSech elektronli (tedy 4N proménnych). Alternativni
zpusob, ktery zde strucné popiseme, spoc¢iva v urceni pouze elektronové hustoty, kterd je zavisla
pouze na tfech prostorovych a jedné spinové soufadnici. Podrobnou diskusi teorie funkcionalu
hustoty Ize nalézt v [Parr 1994, Koch 2001].

Teoretickym zakladem teorie funkcionalu hustoty (,,density functional theory*, DFT) jsou
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dva Hohenbergovy-Kohnovy teorémy. Prvni tvrdi, Ze tzv. externi potencial V., (7) (ktery v praxi
vétSinou odpovida elektrostatickému puasobeni jader na elektrony) je v piipadé systému s
nedegenerovanym zékladnim elektronovym stavem jednozna¢nym funkciondlem elektronové
hustoty. Jinymi slovy, systém (poloha a néboj jader a celkovy pocet elektronil) je jednoznaéné
definovan elektronovou hustotou a naopak. Druhy pak definuje funkciondl energie systému
a ukazuje, Ze pro n¢j v zakladnim elektronovém stavu plati varia¢ni teorém [Hohenberg 1964].
Pro jednoduché vyjadreni kinetické energie se definuje model neinteragujicich elektrond,

jehoz kineticka energie je rovna:
. 1 &
T?:_EZ <(Pi|vz|(pi> >
i=1

kde ®; jsou jednoelektronové orbitaly. Od tohoto syst¢ému déale pozadujeme, aby jeho

elektronova hustota, definovana jako:

=2 le(r)F

byla stejna jako elektronova hustota realného interagujiciho systému. Funkcional energie je pak:
E[p(n)|=T[p(r) [+ V.l p(r) |+ Vel p()+AT [p(r)+ AV [ p(r)],

kde T p(r)] je kineticki energie neinteragujicich elektront, V,lo(r)] predstavuje

elektrostatickou atrakci mezi elektrony a jadry, V.lp(r)| elektrostatickou repulzi mezi

elektrony. AT, [p(r)] je korekce ke kinetické energii v disledku elektronové interakce a

AV, lp(r)] je neklasicky prispdvek k elektronové interakci. Posledni dva &leny jsou zahrnuty

do jediného funkcionalu nazvaného korelaéné-vyménny E.[p(r)], jehoz explicitni tvar

nezname. Energii systému lze pak rozepsat jako:

Elp(r :_—Z<(P|V|<P IZZf“(P"l —|@(r))fdrdr,+E. | ZIZ

12 i 4 Tia
Aplikaci variacniho teorému lze odvodit tzv. Kohnovy-Shamovy rovnice [Kohn 1965] (které
jsou obdobou HF rovnic):

M
Z N
(_% J'p drytV . rl Z_A (Pi:fKS(Pi:‘Si(Pi:

I 4 Tia

kde f*s je jednoelektronovy Kohniiv-Shamiv operator. Explicitni tvar V,.(7,) nezname,
prozatim jej definujeme pouze jako:
OE

xc

Sp

ch(rl):

Kromé korekce ke kinetické energii a neklasického piispévku k elektronové repulzi
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(korela¢né-vyménny clen) pak tento vyraz obsahuje (Casto vSak ndhodn€) opravu interakce
elektronu se sebou samym (,,self interaction correction, SIC), ktera se v dasledku absence
presné vymény v Kohnovych-Shamovych rovnicich narozdil od HF rovnic nevyrusi. Pouziti
baze atomovych orbitall vede k formaln€ stejnym maticovym rovnicim jako v pifipadé¢ HF
metody. Jejich feSeni je také iterativni, nebot’ Kohnliv-Shamtliv operator zavisi na elektronové
hustoté systému (stejné jako Fockliv operator na vlnové funkci), je proto nutné ho v kazdé¢ iteraci

znovu piepocitat.

2.1.3.1. Korelacne-vymenné funkcionaly

Ptesny tvar korelaéné-vyménného funkcionalu nezndme, proto se pouzivd celd fada
ptibliznych funkcionald, které jsou zpravidla ziskdvany na zéklad€ ab initio vypocta a fitovanim
n¢kolika parametrii na experimentalni data. Spravnost tohoto funkcionalu je kli¢ova pro uspéch
¢1 neuspéch celé teorie funkcionalu hustoty.

Tzv. funkciondly ,,Local density approximation (LDA) zavisi pouze na elektronové
hustoté a jejich aplikace je predevSim na poli vypoctl elektronové struktury pevné faze. DalSim
typem jsou tzv. funkcionaly ,,Generalized gradient approximation® (GGA), které zavisi kromé
elektronové hustoty také na jeji prvni prostorové derivaci. Pfikladem GGA funkciondlu je
funkciondl ,,Perdew-Burke-Ernzerhof* (PBE) [Perdew 1996]. Dalsi vylepSeni pfedstavuji tzv.
»meta-GGA* funkciondly, které zavisi na elektronové hustoté, jejich prvni a druhé prostorové

derivaci a na hustoté kinetické energie
1
T:E zi |VXI|2 )

prikladem takového funkcionalu je funkcional ,, Tao-Perdew-Staroverov-Scuseria® (TPSS) [Tao
2003]. Hybridni funkciondly pak kombinuji nejcastéji GGA funkciondl s ¢asti piresné HF
vymény. Pro chemické aplikace je velmi pouzivanym hybridnim funkciondlem B3LYP, jehoz
vymeénna ¢ast pochazi z Beckeho vyménného funkcionalu, zatimco korelacni ¢ast tvoii korelacni
funkcionaly ,,.Lee-Yang-Parr* (LYP) [Lee 1988] a ,,Vosko-Wilk-Nusair*“ (VWN) [Vosko 1980].
To vSe se kombinuje s ¢asti pfesné vyménné energie ziskané z HF metody [Becke 1993]:
EPP=(1 ) ES 4 gE" 1+ pEP 4 (1— ¢) V" + cEM?
kde EY™ je Diractiv-Slaterv vyménny funkciondl odvozeny od uniformniho elektronového

B8S§

plynu, E7 je vyménna energie ziskana HF metodou, E®* je gradientové korekce k vyménné

energii [Becke 1988], £/ a E''" jsou jiz zminéné funkcionaly LYP a VWN. Proménné a, b a

¢ jsou pak empirické parametry.
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2.1.3.2.  Omezeni teorie funkciondlu hustoty

V dtsledku nahrazeni nelokalni HF vymény vyrazy zéavisejici pouze lokalné C¢i
semilokalné¢ na elektronové hustot¢ nepopisuji standardni korelacné-vyménné funkciondly
spravné disperzni energii. VylepSeni v tomto sméru piedstavuji tzv. dvojité hybridni funkcionaly
¢i zapocteni empirické korekce [Grimme 2006, Schwabe 2007].

Dalsi problémy predstavuji napt. neptesné vyruSeni interakce elektronu se sebou samym

¢1 absence statické korelace v diisledku jednodeterminantové formulace DFT.

2.1.4. Parti¢ni funkce, Gibbsova volna energie

Pti zkoumani chemickych reakci klasickymi metodami kvantové chemie ziskavame tdaje
o energii systému. AvSak pro déje probihajici pfi nenulové teploté neni v disledku nenulové
translacni energie métitkem samovolnosti déje samotnd energie, ale volna energie. Statistické
vlastnosti systému pak popisuje parti¢ni funkce, podrobny uvod do statistické termodynamiky
1ze nalézt naptiklad v [Chandler 1987, McQuarrie 2000].

Analyticky tvar particni funkce lze nanestésti odvodit pouze pro nékteré jednoduché
modely, pii odvozovani molekularni particni funkce je proto nutné ucinit celou fadu aproximaci.
Pti pouziti aproximace tuhého rotoru (tzn. Ze pfi rotaci nedochazi k zadné distorzi molekuly),
harmonické aproximace (vibra¢ni hladiny jsou ekvidistantné separovany) a piedpokladu ze
molekula tvofi idedlni plyn, 1ze pro Gibbsovu volnou energii psat:

G=Ey+ Epyg— RT In(q 00 Gror Goiv)
kde E. je elektronova energie, Ezpve je energie nulového bodu a pro g.i», lze psat (vibracni
parti¢ni funkce je pii vypoctech v této praci hlavnim zdrojem chyb, proto je zde podrobnéji

diskutovana, viz kapitola 3.3.1.):
_ 1
¢w=11,~—mmn
—e

kde v; je frekvence i-té¢ho vibraéniho modu. Pro entalpii Ize psat:

\ + e(*hvl/kkT)

H=E jpypt iRT—"Z,- hv, (—hvlk,T)7 >
Y[\—e ]

ptispévek jednoho vibracniho modu k entalpii je tedy roven ptislusSnému ¢lenu v sumaci.

Ptispévek ke Gibbsove volné energii G, je pfitom roven:

\
G, = RTln\

vi© —hvlk,T) +
e( sT)

Absolutni hodnoty ptispévkl jednotlivych vibracnich méda o riznych frekvencich k energii
nulového bodu, entalpii a Gibbsové volné energii shrnuje tabulka 1. Z této tabulky je zfejmé, ze

prispévek mékkych vibraénich méda k energii nulového bodu je zcela zanedbatelny. Naproti
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tomu pfispévek k entalpii neni mozné zanedbat, avSak jeho hodnota vykazuje asymptotické
chovani pro limitu frekvence proti nule. Pfispévek moda k entalpii s rostouci frekvenci pomalu
stoupd, avSak pro mékké mody mezi 1 az 100 cm™ je takika konstantni (~kpT). Nejvétsi
prispévek mékkych média je pak ke Gibbsové energii, navic se zmensujici frekvenci velmi

vyrazn¢ méni. Proc je toto chovani dilezité pro vypocty v této praci, je uvedeno v kapitole 3.3.1.

Tabulka 1. Prispévek jednoho vibra¢niho médu k energii nulového bodu, entalpii a Gibbsové volné energii
pri teploté =37 °C.
Levy sloupec udava frekvenci daného vibraéniho médu, Ezpve znaci energii nulového bodu, H entalpii a G Gibbsovu

volnou energii.

Vibrace E oy [kealmol']  H[kcalmol'] G [kcalmol']
1 cm’ 0,0014 0,62 -3,3
10 cm! 0,014 0,62 -1,9
100 cm’ 0,14 0,63 -0,60
1000 cm! 1,4 1,6 -0,06

2.1.5. Teorie tranzitniho stavu a reak¢ni rychlost

Reakéni rychlosti chemickych reakei vysvétluje teorie tranzitniho stavu, odvozend
Eyringem, Evansovou a Polanyim v roce 1935. Tato teorie piedpoklada: (1) platnost Bornovy-
Oppenheimerovy aproximace a tudiz existenci hyperplochy potencialni energie, (2) tato
hyperplocha potencidlni energie je rozdélena na oblast reaktantli a produktd, sedlovy bod mezi
obéma oblastmi odpovidé tranzitnimu stavu, (3) populovanost jednotlivych struktur vyhovuje
Boltzmannov¢ distribuci. JelikoZ je pohyb jader po reakéni koordindté popisovan klasickou
mechanikou, zanedbava tedy napt. moznost tunelového efektu. Eyringovu rovnici vyjadiujici

rychlostni konstantu reakce & Ize pak psat:

kB T -AG”
k= e 1T,
h
kde ks je Boltzmannova konstanta, R univerzalni plynova konstanta, # Planckova konstanta, 7
teplotaa AG” rozdil Gibbsovy volné energie mezi reaktantem a tranzitnim stavem. Rychlostni

konstanta 1 s pak odpovida pii =37 °C reakéni bariéie 18,2 kcal.mol™” [Truhlar 1996].
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2.2. Enzymova kinetika a tvorba modelu

Rada Zivotn& dilezitych chemickych reakci v nasem t&le by v disledku vysoké reakéni
bariéry probihala bez katalysy s rychlostni konstantou v fadu let ¢i jesté vice (napiiklad pfeména
glukosy na oxid uhli¢ity), ¢ili v casovém meéfitku nedostacujicim pro udrzeni homeostazy tak,
jak ji zndme. Roli katalysatorti v zivych organismech plni enzymy, coZ jsou biologické polymery
kédované genomem a slozené v drtivé vétSin€ z aminokyselin (proteiny) ¢i vyjimecné
ribonukleotidl (ribozymy) [Kruger 1982]. Od béznych anorganickych katalysatorti se enzymy
li$i nejen svou vyjimecnou ucinnosti ale také specifitou katalysované reakce. U fady enzymu
sta¢i k Uplné ztraté aktivity velmi mald modifikace substratu, naptiklad ptidani methylové
skupiny [McClain 1993, Casadesus 2006]. Toto je velmi diilezitd vlastnost, zvIaste¢ kdyz si
uvédomime, kolik vedlejSich produkti vznika pii bézné synthese v organické chemii. Pfitom
obdobnych synthetickych reakci probihaji v bunkéach tisice [Kanehisa 2008]. Dalsi velmi
dilezitd vlastnost enzymil je jejich regulovatelnost. V zavislosti na potfebach buitky mutze byt
enzym (pfechodné¢) aktivovan ¢i inhibovan, napiiklad kovalentni modifikaci nebo vazbou
nizkomolekuldrniho ligandu ¢i jiného proteinu [Hicke 2001, Bozulic 2009, Shemarova 2009].

Detailni pochopeni reakéniho mechanismu enzymt je casto experimentdlné Spatné
ptistupné, proto se nabizi alternativni pfistup modelovani enzymovych reakci na kvantové
mechanické urovni. Vypocetni vykon soucasnych pocitaci umoziuje studovat (napiiklad na
urovni DFT) pohodln€ systémy obsahujici 150 az 200 atomu. To je ale stale fddové mén¢ nez
bézna velikost enzymu. Je proto nutné se omezit jen na aktivni misto, ve kterém probih4 samotna
reakce, a zbytek proteinu popsat pouze piiblizné, at’ uz pomoci molekulové mechaniky ci
solvata¢nich modelli vychéazejicich z polarizovatelného continua [Senn 2007, Siegbahn 2009].

V nasledujicich odstavcich je struéné diskutovana enzymova kinetika, princip enzymové
katalysy a zpusoby modelovani aktivniho mista glutamatkarboxypeptidasy II a dalSich

zinkovych metalopeptidas, které jsou pouZzity v této praci.

2.2.1. Enzymova kinetika

Jako modelova reakce poslouzi jednoducha jednosubstratova reakce typu:

k_; kj

E+S <= ES EP E+P

kde E znaci volny enzym, S volny substrat, ES komplex enzym-substrat, EP komplex
enzym-produkt, P volny produkt a ki, k., k», ks jsou rychlostni konstanty jednotlivych krok.
Stépeni dipeptidu N-Ac-Asp-Glu glutamatkarboxypeptidasou II je ptikladem takové reakce.

V piedchozi rovnici neuvazujeme zpétnou reakci EP — ES, nebot’ predpokladame, Zze na

pocatku reakce je koncentrace produktu velmi mala a proto je rychlost této reakce zanedbatelna.
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Vzhledem k tomu, ze se reak¢ni rychlosti experimentalné stanovuji metodou pocatecnich
rychlosti, tzn. pfi malych konverzich substratu na produkt, neptedstavuje tento ptredpoklad
vyznamnou chybu.

Déle ptredpokladame, ze se po urcité pocatecni fazi reakce ustanovi rovnovazna
koncentrace komplexu ES, tzn. Ze rychlost tvorby a zdniku tohoto komplexu je stejna:

k\[E]S]=(k_+k,)[ES].
Déle zavedeme celkovou koncentraci enzymu (volného i vazaného v ES):
[EJ=[E]+]ES]
a zkombinovanim poslednich dvou vyrazli a vyjadienim pro ES dostavame:

[E][S]
[S]+ (k- +hy) ke,

|ES]=

Clen (k_,+k,)/k, se nazyva Michaelisova konstanta - K,,. Dosadime-li za ES do vyrazu

pro rychlost reakce ( Vo =k,[ ES]), dostaneme:
_L[ES]
O KaH[S]

Jelikoz maximalni rychlost reakce nabyva svého maxima tehdy, je-li enzym plné
saturovany substratem, lze V. definovat jako V. ..=klE,]. Po dosazeni do predchoziho
vztahu dostdvame rovnici Michaelise a Mentenové, popisujici jednosubstratovou enzymove
katalysovanou reakci:

Vol S|
VO_Km+[S]'

Michaelisova konstanta K,, ma tedy rozmér koncentrace, a je-li koncentrace substratu
rovna K., pak rychlost reakce odpovidd poloviné maximalni rychlosti Vi, coz je velmi
praktickéd definice. Za predpokladu, Zze druhy krok celkové reakce (charakterizovany rychlostni
konstantou &, ) je krokem uréujicim rychlost reakce, to jest k_ >k, , pak lze K, interpretovat
jako miru afinity enzymu k substratu, nebot vyraz (k_,+k,)/k, se zjednodusi na (k_,)/k, , coz
odpovida rovnovazné konstanté popisujici vznik komplexu ES.

Ne vSechny jednosubstratové reakce se fidi vySe uvedenou kinetikou, jako priklad
uved’'me inhibici enzymu substratem ¢i produktem. V pifipad¢ inhibice substratem se rychlost
reakce se stoupajici koncentraci substratu jiz nepfiblizuje asymptoticky k Vi tak jako
u Michaelise-Mentenové kinetiky, nybrz po dosazeni ur¢itého maxima opét klesa.

Misto k, se pouziva oznadeni k., které obecné odpovida rychlostni konstanté kroku

urCujicimu rychlost reakce. Je-1i naptfiklad nejpomalejSim krokem reakce disociace produktu
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z aktivniho mista enzymu, pak k., odpovidd k; ve vzorové reakci uvedené na zacatku tohoto

oddilu. Experimentalné se hodnota k., uréuje ze vztahu [Copeland 2000].

Urychleni reakce katalyzou je disledkem sniZeni celkové bariéry volné Gibbsovy energie
dané reakce v disledku stabilizace energeticky nejvysSe polozenych tranzitnich stavii. Obrazek 1

schematicky znézornuje profily volné energie katalysované i nekatalysovana reakce:

Volna energie, G

Realeni koordingta

Obrizek 1. Schematické znazornéni profili volné energie katalysované a nekatalysované reakce.
AGuncar 0dpovida bariétfe volné energie nekatalysované reakce v roztoku, 4G.. pak bariéfe katalysované reakce a
AAG stabilizaci tranzitniho stavu enzymem. 4G, znaci rozdil volné energie celé reakce, jeho hodnota nema vliv na

rychlost reakce ale ovliviiuje rovnovazny pomér koncentraci obou latek v roztoku.

Je tedy zfejmé, ze aktivni misto musi byt uzpiisobeno tak, aby nejsilnéji vazalo a tim
stabilizovalo jinak energeticky nestabilni tranzitni stavy. Naproti tomu velka afinita enzymu k
substratu by vedla ke zvySeni reak¢ni bariéry, jak je vidét na obrazku 1.

Nékteré enzymy byly evoluci selektovany tak, aby jimi katalysované reakce probihaly co
nejrychleji (napt. katalasa ¢i karbonicka anhydrasa), jiné zase vynikaji substratovou specifitou.
Zde lze jako ptiklad uvést aminoacyl-tRNA synthetasy, které se podileji na piepisu genetického
koédu do aminokyselinového koédu proteinti. Tyto enzymy dokazi rozlisit i tak podobné

aminokyseliny jako leucin, isoleucin, valin atp. a jsou charakterizovany velmi nizkymi
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hodnotami Michaelisovy konstanty K., [Jakubowski 1996, Nelson 2004]. Piedchozi ptiklady
naznacuji, Ze lze jen obtizné hledat zcela obecné principy enzymové katalysy a je nutné studovat
reakéni mechanismus kazdého enzymu jednotlive, nejlépe kombinaci experimentalnich metod a
pokrocilych metod kvantové chemie, které spravné popisuji elektronovou strukturu. Potom neni
nutné se omezovat pouze na fenomenologicky popis.

Je téZ dulezité si uvédomit, Ze se substrat vaze do aktivniho mista v konformaci vhodné
pro reakci, lze proto pfedpokladat Zze zména konformacni entropie v prubéhu reakce je pomérné
maléd. Podrobnéjsi diskusi l1ze nalézt napiiklad v [Nelson 2004, Liao 2009a]. Toto je dobra
zprava, nebot’ pomoci standardnich kvantové chemickych modell 1ze jen velmi obtizné entropii
spravné popsat (viz kapitola 3.3.1). Podobné zavéry nelze ucinit o entropickém zabarveni

samotné vazby substratu do aktivniho mista [Perozzo 2000, Kozisek 2007].

2.2.2. Pristupy k modelovani enzymu

Jak jiz bylo fe€eno, vypocetni vykon soucasnych pocita¢li zatim neumozZiiuje studium
celych proteinli metodami DFT ¢i ab initio kvantové chemickymi metodami. Je proto nutné
vytvotit maly model aktivniho mista, kde probihda samotna reakce, a zbytek proteinu uvazovat
pouze na piiblizné trovni. Pro dal$i zmensSeni tohoto modelu je vétSinou nutné se omezit pouze
na postranni zbytky dilezitych aminokyselin, u metaloenzymi jsou typicky zahrnuty ptechodné
kovy nachézejici se v aktivnim mist¢, s nimi interagujici postranni fetézce aminokyselin, substrat
(nebo jeho cast) a idedlné jeSté postranni zbytky aminokyselin interagujici se substratem
[Siegbahn 2009].

Pfi tvorbé modelu se nejCastéji vychazi ze struktur proteini ziskanych rentgenovou
difrakci na proteinovém krystalu (ziidka pak metodami nukledrni magnetické rezonance, NMR).
Tyto struktury jsou uloZené a voln¢ pristupné v databézi Protein Data Bank (PDB). Nejvhodnéjsi
jsou pritom struktury uréené s rozlisenim lepsim nez 2.0 A. Jsou-li dostupné struktury enzymu s
prazdnym aktivnim mistem, s nehydrolysovatelnym analogem substradtu, inhibitorem
napodobujicim strukturu tranzitniho stavu, ¢i neaktivniho mutantu se substratem navazanym
v aktivnim misté, mohou poskytnout (vedle kinetickych dat) dalsi zpétnou vazbu modelovaného
reakéniho mechanismu s experimentalnimi poznatky:.

Pouzivanymi metodami k efektivnimu zahrnuti zbytku proteinu jsou tzv. kombinované
»Quantum Mechanics/Molecular Mechanics® (QM/MM) metody [Senn 2007], ve kterych je
molekula proteinu (mimo aktivni misto, které je popsané na kvantové mechanické trovni)
popisovan méné presnym empirickym potencidlem (MM ¢&ast). Casto je tato MM &ast rozdélena

na dvé podcasti. Atomy vnéjsi podcasti (systétm MM3, okraj proteinu) ziistdvaji fixované v
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polohéch znamych z krystalové struktury proteinu, zatimco okoli aktivniho mista je umoznéno
relaxovat v odpovédi na konformaéni zmény uvniti aktivniho mista, které nastavaji v prubc¢hu
reakce. Zafixovanim okraje proteinu se zamezi nechténym konformacnim zménam velkého
rozsahu, které by mohly byt artefaktem vypoctu.

Alternativni pfistup spoCivd v nahrazeni zbytku proteinu polarizovatelnym kontinuem
[Siegbahn 2009]. Tento pfistup se n¢kdy nazyvé klastrovy model. V této praci byly oba tyto
piistupy pouzity a nasledn¢ porovnany na piikladu reakéniho mechanismu GCPII a jsou proto

podrobnéji diskutovany v nasledujicich odstavcich.

2.2.2.1. Kombinovand metoda QM/MM

Pro QM/MM vypocty byl v této praci pouzit program ComQum [Ryde 1996].
V nasledujicich odstavcich proto bude popsano pouze QM/MM schema implementované
v tomto programu. Obecné&jsi diskusi metod QM/MM lze nalézt napt. v [Senn 2007].

ComQum ve standardni podobé¢ spojuje program Turbomole [Ahlrichs 1989] pro ¢ast
popisovanou pomoci kvantové mechaniky (ddle oznacovanou jako QM cast) a Amber
[Case 2005] pro c¢ast popisovanou pomoci klasické mechaniky (dale ozna¢ovanou jako MM
¢ast). Enzym je obvykle stejné jako v metodé ONIOM [Vreven 2006] rozdélen na tfi ¢asti (viz
obrazek 2). Centralni systém 1 zahrnuje aktivni misto enzymu a je optimalizovan na QM uarovni.
Systém 2 byva definovan uvnitt urcitého poloméru okolo systému 1 a je optimalizovdn na MM
urovni. Zbytek enzymu a molekuly vody lezici od systému 1 dale nez zvoleny polomér tvoti
systém 3, ktery je sice zahrnut ve vypoctech energie, ale je ponechan geometrii znamé z krystalu.
Systémy 2 a 3 jsou pii QM vypocltech systému 1 reprezentovany necelociselnymi bodovymi
naboji pro kazdy atom MM oblasti v molekulovém hamiltonidnu systému 1. Ve vétSing piipada
se jednd o parcialni naboje ziskané pfimo z jejich elektrostatické reprezentace (knihovny)
pouzitého silového pole. Vzajemné elektrostatické plisobeni mezi QM systémem a zbytkem
proteinu je tedy zahrnuto v QM vypoctu (tzv. ,.electrostatic embedding*).

V ptipadé¢ existence kovalentni vazby spojujici atom lezici v systému 1 s atomem lezicim
v systému 2 je systém 1 utvafen tak, ze atomy téchto vazeb lezici v systému 2 (tzv. junction
atomy) jsou nahrazeny vodiky, pficemzZ jejich poloha je piimo tmérna poloze piivodnich
sunction atomi“ v neporuSeném systému (viz obrazek 2). Aby se zabrdnilo pfiilisné (a
arteficialni) polarizaci kvantového systému, jsou bodové naboje na atomech v systému 2 spojené
vazbou s ,junction atomy“ vynulovany a jejich naboj je rozpocitin na zbylé atomy
aminokyselinového fragmentu, tak aby zustal zachovan celkovy nabo;.

Celkova energie je pak rovna:
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kde Egy, je QM energie systému 1 (s ,junction atomy“ nahrazenymi vodiky) zahrnujici
elektrostatickou interakci mezi syst¢émem 1 a bodovymi néboji reprezentujicimi systémy 2 a 3
avSak bez interakce bodovych naboju se sebou samymi. £, je pak MM energie systému 1 bez
jakékoliv elektrostatické interakce (s vynulovanymi naboji) a £,,,,; je MM energie celého
proteinu, se vSemi ptvodnimi atomy. Aby se nezapocitavala podruhé elektrostatickd interakce
mezi systtmem 1 a zbytkem proteinu, jsou pii vypoétech E,,,,; naboje na atomech
nalezejicich systému 1 téZ vynulovany. Toto schema vede k tomu, Ze se chyby zpisobené
preruSenim vazeb na okraji systému 1 obsazené v E om 2 E\nu navzajem piiblizné vyrusi.

Vypoctené sily jsou pak zadpornymi gradienty piisluSnych energii:

-VE,(r, rH,’FZ—S)Z_VEQM(rl’ ”H,)_VEMMzzs(’”p rc,:’”z—a)"'vEMm(’"p’”H,)
a pro polohové vektory riznych reprezentaci junction atomil pouzitych v jednotlivych systémech
plati nasledujici vztah:

re=ry th(ry —ry),

kde k=(r c, " X/)/ (r u~T x,) . Symboly 7, zna¢i polohové vektory atomt systému 1, 7,3 znaci
polohové vektory atomil systémii 2 a 3, ¢, 7y, a 'y, znaci polohové vektory atomu C;, X; a Hj,

tak jak jsou znazornény na obrazku 2.

Systém 3

Systém 2

Obrazek 2. Schematické znazornéni rozdéleni enzymu do tfi systémi v metodé QM/MM.
Systém 1 je uvazovan pomoci kvantové mechaniky, systémy 2 a 3 pomoci klasické mechaniky.
Oznaceni atomti Cj, Xj, a Hj odpovida oznaceni v pfedchozim textu. Déle jsou zobrazeny atomy systému 2 spojené

vazbou s atomem C;, naboje téchto atomti jsou pro QM vypocty vynulovany.
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Vypocetni protokol pii optimalizaci QM/MM lze pak shrnout v tomto schématu:
Vypoc¢ti OM vlnovou funkci
Opakuj
Vypoc¢ti OM sily (S1)
Vypodti MM sily (S1+2+3, S1)
Sec¢ti QM a MM sily
Relaxu]j geometrii S1 za pouziti téchto sil (1 krok)
Zmén prostorové souradnice S1 v MM reprezentaci
Ma-1i byt optimalizovdn S2 pak
Vypocti OM ndboje na atomech S1
Prepis tyto ndboje v MM reprezentaci S1
Relaxuj S2 MM minimalizaci p¥i fixovanych S1 a S3 (vice krokt,
az do konvergence)
Zmén prostorové soutradnice S2 v QM reprezentaci
Vypoc¢ti QM vlnovou funkci a energii (S1)
Vypoc¢ti MM energie (S1+2+3 a S1)
Se¢ti QM a MM energie

az do splnéni konvergencénich kritérii

2.2.2.2.  Klastrovy model aktivniho mista

Jednodussi zplsob modelovani reakénich mechanisml spociva v tom, ze se vytvofi
model aktivniho mista obdobn¢ jako u metody QM/MM systém 1, ale déale se uvazuje pouze
tento systétm mimikujici reak¢ni centrum a zbytek proteinu se nahradi modelem
polarizovatelného kontinua. Konstrukce téchto modelt se oproti tvorbé systému 1 u metody
QM/MM muze lisit ve vybéru zahrnutych zbytkd aminokyselin, je totiz naptiklad nutné aby
celkovy néboj systému byl blizky nule. Na rozdil od metody QM/MM nejsou v okoli zadné
bodové naboje, které by jej kompenzovaly [Chen 2008, Liao 2009b, Siegbahn 2009].

Jelikoz proteinové okoli aktivniho mista, které je zde ignorovéano, v redlném proteinu
stericky omezuje fadu rotaci a translaci skupin obsazenych v modelu aktivniho mista, jsou
zpravidla u téchto modeld fixovany prostorové soufadnice téch krajnich atomi, u kterych byla
pferusena vazba s puvodnim proteinovym okolim. Geometrické optimalizace jsou casto
provadény ve vakuu, energie vyslednych struktur pak byvaji pfepocitiny za pouziti
dielektrického kontinualniho solvataéniho modelu, oblibenych Tomasiho modeli PCM
(,,Polarized continuum model*) [Cossi 2003] ¢i modelu COSMO (,,Conductor-like screening

model®) [Klamt 1993], implemetovaného naptiklad v programu Turbomole [Schéfer 2000].
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2.3. Lidska glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII)

GCPII je integralni membranovy protein II. typu o délce 750 aminokyselin. Jeho
molekulova hmotnost (véetné deseti N-glykosylaci) ¢ini piiblizné 110 kDa. Jeho deglykosylace
vede ke ztrat¢ enzymové aktivity [Holmes 1996, Batinka 2002, Ghosh 2003, Batinka 2004].
Aktivni formou GCPII v roztoku je homodimer [Schulke 2003].

Zndmymi pfirozenymi substraty GCPII jsou N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamat
(N-Ac-Asp-Glu) [Robinson 1987] a folylpoly-y-L-glutamat [Pinto 1996]. Nejvyssi katalytické
ucinnosti pro stépeni N-Ac-Asp-Glu dosahuje GCPII okolo pH=8. Této zavislosti dominuje pH
zavislost Michaelisovy konstanty K., zatimco katalytickd konstanta k., se se zménou pH témér
neméni [Hlouchova 2007]. Slabymi inhibitory GCPII jsou chelatory dvojmocnych kationtd,
polyvalentni anionty typu sulfatu ¢i fosfatu ¢i produkt Stépeni N-Ac-Asp-Glu L-glutamat
[Robinson 1987]. Derivaty kyseliny L-glutarové jako naptiklad kyselina
2-fosfonomethylpentandiovd (2-PMPA) [Jackson 1996] ¢i kyselina 2-(3-mercaptopropyl)
pentandiova pak predstavuji jedny z nejucinnéjSich zndmych inhibitort GCPII. Druhy
jmenovany inhibitor je navic aplikovatelny peroralné a prochazi pres mozkomisni bariéru [Majer
2003].

Krystalova struktura extracelularni ¢asti GCPII (znazornéna na obrazku 3) ukazuje tfi
strukturni domény: proteasovou, apikalni a dimerizacni [Davis 2005, Mesters 2006]. V
proteasové doméné se nachazi katalytické centrum se dvéma zineCnatymi kationty. Helikalni
dimeriza¢ni doména tvoii velkou cast kontaktni plochy obou podjednotek (spolu s proteasovou
doménou), Zadna konkrétni funkce apikdlni domény neni zndma. V soucasné dobé& jsou vyieseny
struktury GCPII s prazdnym aktivnim mistem (PDB kéd 200T; rozliseni 1,64 A)
[Bafinka 2007b], s navazanym L-glutamatem v aktivnim mist¢ (2C6G; 2,2 A), s navdzanym
fosfatem v aktivnim misté (2C6P; 2.4 A) [Mesters 2006] ¢i s navazanym inhibitorem 2-PMPA
(2PVW; 1,71 A) [Batinka 2007a] a fada dalSich struktur s rliznymi inhibitory. Existuje také
krystalova struktura neaktivniho mutantu GCPIIL, u kterého je zaménén Glud24 za Ala424,
s navazanym substratem GCPII N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamatem v aktivnim mist¢ (3BXM;
1,71 A). Jelikoz struktura aktivniho mista z@stala oproti GCPII divokého typu zachovana a
ptesto doslo ke ztrat¢ aktivity, je zfejmé Ze tento aminokyselinovy postranni fetézec hraje

klicovou ulohu pii §tépeni peptidové vazby [Klusak 2009].
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Membrana

Obrazek 3. Krystalova struktura extracelularni ¢asti GCPII.

Prvni podjednotka znazornéného dimeru je zbarvena Sed¢, zatimco druha barevné podle doménového usporadani
(proteasova doména modie, apikalni zlut€ a dimerizacni cervené). Dva zine¢naté ionty jsou znazornény zelenymi
kuli¢kami, chloridovy iont Zlutou kulickou a vapenaty iont cervenou kuli¢kou. Glykosidické slozky jsou zndzornény
ty¢inkovymi modely. E znaci vstup k aktivnimu mistu, C- resp. N-konec jsou vyznaceny pismeny C resp N.

(A) Pohled na homodimer GCPII z povrchu membrany, (B) pohled z vrchu. Prevzato z [Mesters 2006].

GCPII patii do rodiny dizinkovych metalopeptidas M28 [Rawlings 2008] a jeji struktura
ukazala shodny strukturni motiv (fold) proteasové domény s ostatnimi ¢leny této rodiny, napft.
bakteridlnimi aminopeptidasami ze Streptomyces griseus [Greenblatt 1997] a Aeromonas
proteolytica [Chevrier 1994]. S lidskymi zastupci této rodiny, glutamatkarboxypeptidasou III
(70% sekvencni identity s GCPII) [Hlouchova 2009] a transferrinovym receptorem 1 (25%
sekvenéni identity s GCPII, neni katalyticky aktivni) [Lawrence 1999] sdili GCPII stejny
celkovy fold vSech tfi domén. Celkovy fold proteasové domény je stejny dokonce
1 u nejvzdalengjsiho lidského homologu GCPII - glutaminylcyklasy (10% sekvenéni identity s
GCPII, katalysuje cyklizaci N-termindlniho glutaminu a glutamatu raznych peptidit) [Fischer
1987, Schilling 2004, Huang 2005]. Spole¢ny vSem katalyticky aktivnim ¢leniim této rodiny je
aminokyselinovy motiv HDEDH, ktery v aktivhim misté enzymu vaZe dva zinecnaté ionty.
Glutamatu podilejicimu se na vazbé zine€natych iontli pak v primarni struktufe bezprostfedné
pfedchazi dalsi glutamat, ktery je kli€ovy pro enzymatickou aktivitu. Zajimavé je, Ze cely tento
motiv je zachovan i u glutaminylcyklasy, ktera v aktivnim misté vaze pouze jeden zinec¢naty iont.
Porovnani celkovych foldi proteasovych domén GCPII a GC, stejné jako porovnani strukturniho

uspotadani okoli zine¢natych iontli obou enzymu je zndzornéno na obrazku 4.
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Obrizek 4. Porovnani struktur proteasovych domén a zinkovych center GCPII a GC.

GCPII je znazornéna cervené, GC Sedive.

(A) Celkovy pohled na proteasové domény obou enzymt, kulicky pfedstavuji zinecnaté kationty. Pfelozeni struktur
bylo vytvofeno s pomoci algoritmu DaliLite [Holm 2000] s r.m.s.d. 2,5 A pro 256 C, atomii z 329 porovnavanych.
(B) Detailni pohled na dinuklearni zinkové centrum obou enzymu.. Kuli¢ky ptedstavuji zine¢naté ionty, ty¢inkovymi
modely jsou znazornény aminokyseliny vazici zineénaté ionty a katalyticky glutamat (Glu424 u GCPII). Cervené
popisky odpovidaji poradi jednotlivych aminokyselin v primarni struktufe GCPII, ¢erné pak v primarni struktuie

GC. Ptevzato z [Navratil 2007].

Ze struktury GCPII s navazanym L-glutamatem [Mesters 2006] Ize jednoznacné urcit
aminokyseliny podilejici se na jeho vazb¢. Jsou to Arg210, Asn257, Gly518, Lys699 a Tyr700
(obrazek 5, panel A), tato vazebna kapsa se nazyva S1' (jedna se o standardni zapis, kde apostrof
znati C-konec substratu vzhledem k mistu Stépeni a Cislo 1 znaci, ze se jednd o prvni
aminokyselinu v potfadi vzhledem k mistu §t€peni). Aminokyseliny podilejici se na vazbé zbytku
substratu, tvofici tzv. S1 vazebnou kapsu, se podafilo identifikovat pomoci QM/MM modelu
[Mlc¢ochova 2007] a pozdé&ji potvrdit pomoci krystalové struktury neaktivniho mutantu GCPII
Glu424Ala (ke < 0,001 s™) s nerozst€penym substratem v aktivnim misté (uspofadani aktivniho
mista neni mutaci dotCeno) [Klusdk 2009]. Na vazb¢ aspartatového zbytku se podili Asn519,
Arg534, Arg536 a Tyr552, zatimco karbonylovy kyslik acetylové skupiny substratu interaguje
s Arg536 (obrazek 5, panel B) [MI¢ochova 2007].

Dtlezitost jednotlivych postrannich fetézct aminokyselin vazicich substrat byla podrobné
studovana pomoci cilené mutageneze ndasledované rekombinantni expresi. Purifikované
katalytické ucinnosti se ukédzaly byt zbytky vazici glutamat. Naméfend kinetickd data u

jednotlivych zamén aminokyselin shrnuje tabulka 2 [Hlouchova 2007, Ml¢ochova 2007].

28



“2.81 ]
Arg210 Asn257
\ B

Obrazek 5. Vazba substratu N-Ac-Asp-Glu do aktivniho mista GCPIL

Uvedené vzdalenosti jsou v angstromech, peptidova patet je znazornéna pomoci stuzkového modelu.

(A) L-glutamat navazany v aktivnim mist¢ GCPII (krystalova struktura, PDB kod 2C6G [Mesters 2006]).
Znazornény jsou postranni fetézce aminokyselin interagujici s L-glutamatem s vyjimkou Gly518 interagujiciho
s aminoskupinou L-glutamatu (Gly518 viz obrazek 6).

(B) QM/MM struktura GCPII s navazanym N-Ac-Asp-Glu v aktivnim misté. Znazornény jsou aminokyselinové
zbytky interagujici se substratem, opét s vyjimkou Gly518 interagujiciho s -NH skupinou peptidové vazby (Gly518
viz obrazek 6) [Klusak 2009]. Pfevzato z [MIcochova 2007].

Tabulka 2. Kinetické parametry hydrolysy N-Ac-Asp-Glu enzymem GCPII a jeho mutantnimi formami.
Aminokyselina Asp520 se nepodili na vazb¢ substratu, nicméné se ve struktufe GCPII vyskytuje v blizkosti Glu424,

ktery hraje klicovou tlohu pfi $té€peni peptidové vazby. Upraveno podle [MI¢ochova 2007, Hlouchova 2007].

kK,
Mutace K, (uM) ko, (s (mM™'s™)
Wild-type 1.15+0.57 1.1+0.2 957
D520N 2.30+0.180 0.007 = 0.001 3.04
Aminokyseliny S1' vazebné kapsy
R210A 294+ 15 0.023 £ 0.001 0.08
R210K 801 + 124 0.130+0.020 0.16
N257D 68.10+19.7 0.320+0.080 4.70
K699S 40.50 £22.9 0.270 + 0.060 6.67
Y700F 4570+ 6.6 0.075+0.003 1.64
Aminokyseliny S1 vazebné kapsy
G518P 2.20+0.028 0.090 £+ 0.020 40.9
N519D 27.60 + 0.300 0.078 £ 0.005 2.83
N519S8 0.10+0.03 0.42+0.02 41
N519V 0.67 = 0.066 0.036 = 0.001 53.7
R534L 0.14£0.072 0.100+0.040 714
R536L 0.18 = 0.005 0.010 £+ 0.005 55.6
Y5521 0.15+0.036 0.014 +0.001 93.3
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2.3.1. Reakéni mechanismus GCPII

Reakéni mechanismus GCPII byl nedavno podrobné popsan pomoci QM/MM modelu
Geometrie QM/MM struktury Michaelisova komplexu enzymu jsou v této kapitole porovnavany
s krystalovou strukturou mutantni formy GCPII Glu424Ala s navdzanym substratem v aktivnim

misté (PDB kod 3BXM [Klusik 20097).

2.3.1.1.  Dinukledrni zinkové centrum

Mezi dvéma zine¢natymi ionty je v krystalovych strukturach pfiblizn¢ symetricky vazan
atom kysliku (Zn...0 vzdilenosti 2,2 A v optimalizované QM/MM struktufe Michaelisova
komplexu v porovnani s 2,0 A v krystalové struktute Glud24Ala; Zn...Zn vzdalenost je pak
3,3 A v obou strukturach). Rentgenova difrakce pti daném rozliseni bohuZel nedava odpovéd,
jestli tento kyslik patii vodé nebo hydroxidovému aniontu. Porovnanim s krystalografickymi
vzdalenostmi pro Zn...OH" a Zn...H,O v Cambridge Structural Database a vypocty bylo ukézano,
ze se jedna o hydroxidovy aniont. Jako nejpravdépodobnéjsi akceptorova skupina pro odstupujici
vodik z molekuly vody po navdzani na zinkové centrum byla identifikovana karboxylova
skupina pattici Glu424. Druhy (neprotonovany) kyslik karboxylové skupiny Glu424 pak slouzi
jako akceptor vodikové vazby mustkového OH™ iontu, zatimco hydroxylova c¢ast tohoto
karboxylu tvofi slabou vodikovou vazbu s karbonylem peptidové patefe patfici Gly518 (viz

obrazek 6) [Klusak 2009].

2.3.1.2.  Interakce enzymu se stépenou peptidovou vazbou

Substrat je v aktivnim misté orientovan tak, ze -NH skupina peptidové vazby tvori
vodikovou vazbu s karbonylem peptidové patete pattici Gly518 (O...N vzdalenost 3,2 A v QM/
MM modelu versus 2,9 A v krystalu). Karbonylovy kyslik této peptidové vazby pak slouzi jako
akceptor vodikové vazby OH skupiny Tyr552 a zaroven slabé interaguje s jednim ze zinkl

(3,5 A v porovnani s 2,6 A v krystalu, viz obrazek 6) [Klusak 2009].

2.3.1.3.  Reakcni koordindta

Peptidova vazba je v aktivnhim misté orientovana tak, ze karbonylovy uhlik Stépené
peptidové vazby je vzdilen pouze 2,8 A od miistkového hydroxidového aniontu, ktery béhem
reakce nukleofilng napada pravé tento uhlikovy atom. To je spojeno se zménou hybridizace z sp’
na sp’ nejen na tomto uhliku, ale také na sousednim dusiku, ktery je v této konfiguraci
stabilizovan vodikovou vazbou s hydroxylovou skupinou karboxylu Glu424, coz vede ke vzniku
stabilniho tetraedralniho intermediatu (viz obrazek 6). Disociace peptidové vazby ndsleduje po

piekonani bariéry pro pieskok protonu z Glu424 na pyramidalizovany dusik této vazby.
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Vypoctena reakéni bariéra na urovni QM(B3LYP/TZVP)/MM, AE* = 29 kcal.mol”, je
piiblizné o 11 kcal.mol™ vy3§i nez hodnota plynouci z experimentalné stanoveného ke = 1 s7'.
Relativni energie QM/MM struktur reakéni koordindty vaci Michaelisovu komplexu jsou:
AE*(TS1) = 26,8 kcal.mol™ , AE(INT) = 26,1 kcal.mol” a AE*(TS2) = 29,0 kcal.mol". Popsany
reakéni mechanismus je velmi podobny mechanismu navrzenému pro bakteridlni

aminopeptidasu z Aderomonas Proteolytica [Chen 2008].

Gly518
A Gly518 B o
Asn519 \]f Asn519
Glu424 : Glu424
23 ... i35
Zn2 ) Zn1
33 .
Michaelis complex First Transition state
C Gly518 D t;ly518
Glud424
35 35
Intermediate Second Transition state

Obrazek 6. Reak¢ni mechanismus GCPII.

Znazornény jsou pouze zineCnaté kationty Znl a Zn2, mustkovy hydroxid, postranni fetézec Glu424, peptidova
patet Gly518-Asn519 a substrat (N-Ac-Asp-Glu). Koordinaéné kovalentni vazby mezi hydroxidovym aniontem
a zine¢natymi ionty jsou také znazornény. Udavané vzdalenosti jsou v angstromech.

(A) Struktura Michaelisova komplexu. Nukleofilni Gtok mustkového hydroxidu na uhlikovy atom peptidové vazby
za soucasné stabilizace pyramidalniho dusiku vodikovou vazbou od Glu424 vede pfes (B) prvni tranzitni stav ke
stabilnimu (C) intermediatu. (D) Po ptekonani nizké bariéry (fddové 3 kcal.mol™) pro pieskok protonu z Glu424 na

pyramidalni dusik dochézi k disociaci peptidové vazby. Prevzato z [Klusak 2009].
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2.3.2. Biologicka funkce a vyuziti lidské GCPII v mediciné

GCPII je exprimovana piedev§im v prostaté¢ [Horoszewicz 1987, Kinoshita 2006],
vyrazn¢ méné pak v mozku [Robinson 1987, Sacha 2007], jatrech, ledvinach ¢i tenkém stieve a
fad¢ dalSich tkani [Cunha 2006]. Ve stievé se GCPII odstépovanim C-terminalnich glutamati z
folylpoly-y-L-glutamatu podili na vstiebavani folatu ze stravy [Heston 1997, Donelly 2001]. V
centralni nervové soustavé se GCPII vyskytuje téméef vyhradné na cytoplasmatické membrané
astrocytl, které svymi vybézky tésné obklopuji neurosynaptické Stérbiny, ve které pak
pravdépodobné¢ GCPII S$tépenim neurotransmitteru  N-Ac-Asp-Glu za uvolnéni jiného
neurotransmitteru L-glutamatu moduluje synapticky pfenos [Robinson 1987, Sacha 2007].
Inhibice GCPII se ukazala byt neuroprotektivni napiiklad béhem mozkové mrtvice u mysi
[Slusher 1999]. Role N-Ac-Asp-Glu v centrdlni nervové soustavé je shrnuta napt. v [Neale
2000], role L-glutamatu v [Nedergaard 2002], uloha astrocyti pro nervovy pienos v [Haydon
2001, Volterra 2005] a nakonec vliv inhibice GCPII napt. v [Navratil 2007].

Funkce GCPII v jinych tkanich neni zatim zfejma. Z lékatského hlediska je dilezita
exprese GCPII v adenokarcinomu prostaty, v jejich metastazach a v endotelu neovaskulatury
vétsiny pevnych nadort (v endotelu neovaskulatury zdravych tkéni se nevyskytuje) [Liu 1997,
Silver 1997, Chang 1999a, Chang 1999b]. Vyuziti GCPII pfi diagnostice karcinomu prostaty

bude podrobnéji popsano v nasledujicich odstavcich.

2.3.2.1.  Karcinom prostaty

A& se rakovina prostaty vyviji velmi pomalu, je v pozdéjSich stadiich obtizné 1é¢itelna a u
muzlii predstavuje jednu z nejcastéjSich pfi¢in umrti na naddorova onemocnéni. Pro terapii
casnych stadii (lokalizovany karcinom bez metastdz) se s dobrymi vysledky pouZziva radikalni
prostatektomie (odebrani celé prostaty). AvSak tato metoda selhava u pacientli s metastazujicim
karcinomem, navic vzhledem k invazivité¢ metody neni vhodné ji provadéet u pacient zbytecné.
Dnesni diagnostické metody bohuzel nedovedou vcasné a spolehlivé rozeznat pocinajici
karcinom prostaty a proto je velkd poptavka po novych zpisobech diagnosy, pficemz GCPII
patii mezi nové a nadéjné cile [Schiffer 2007, Botchorishvili 2009].

Pivodné byla GCPII studovana v prostaté¢ a mozku nezdvisle na sobé&, teprve pozdéji se
zjistilo, ze se jedna o identicky protein [Horoszewicz 1987, Robinson 1987, Carter 1996]. Odtud
plyne jeji druhy, dodnes pouZivany ndzev prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA).

Kvantitativni PCR s reverzni transkripci (QRT PCR) ukazala, ze exprese GCPII v prostaté
je vice nez desetkrat vySsi nez v kterékoliv jiné tkdni, coz predstavuje mensi rozdil nez

u soucasn¢ pouzivanych markerii karcinomu prostaty prostatickému specifickému antigenu
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(PSA, [Wang 1981]) a kysel¢ prostatické¢ fosfatase (PAP, [Chu 1978]) [Cunha 2006]. Exprese
GCPII v prostaté je omezena na sekrecni acinarni epitel, pficemz 95% nddorl prostaty jsou
pravé adenokarcinomy exprimujici GCPIIL. Pro vizualizaci téchto nadort a jejich metastaz se v
klinické praxi vyuZiva zatim jedina protilatka proti GCPII s komerénim ndzvem ProstaScint
[Howell 1999], novéjsi protilatka oznacovana J591 zatim prosla prvni fazi klinického testovani s
velmi nadéjnymi vysledky [Liu 1997, Morris 2005]. Hlavni vyhodu GCPII oproti nejhojnéji
pouzivané PSA predstavuje zvySeni jeji exprese béhem antiandrogenni hormondlni terapie
pouzivané b&hem léCeni rakoviny prostaty [Wright 1996, Perner 2007], zatimco exprese PSA je
potla¢ena a nemuze tak slouzit jako prognosticky marker [Murphy 1996]. Navic nékteré tzv.
'high grade' karcinomy ztraci oba jmenované markery (PSA i PAP), zatimco jsou intenzivné
barveny protilatkami proti GCPII [Miller 2005].

Z exprese GCPII v endotelu neovaskulatur mnoha pevnych nadort plyne Sirsi uplatnéni
GCPII jako nadorového markeru [Milowsky 2007]. Internalizace GCPII po navéazani protilatky
[Liu 1998] by bylo také pravdépodobné mozné vyuzit pro cilenou protinadorovou terapii, napf.
ve form¢ protilatky konjugované s toxinem, ktery by se specificky dostaval do nadorovych

bunék [Fracasso 2002, Bander 2003].

2.3.2.2.  Alternativné sestrizené varianty GCPII

Oproti pouzivani znacené rekombinantni protilatky jako kontrastni latky pro zviditelnéni
nadoril predstavuje presné stanoveni specifické mRNA pomoci qRT PCR levnéjsi a citlivejsi
metodu. Jeji citlivosti 1ze vyuzit pro stanoveni GCPII v krvi jako privodniho znaku cirkulujicich
metastdz karcinomu prostaty, které jsou pravdépodobné spojeny s hors$i progndézou pacienta
[Miyake 2007, Zhang 2008].

Pomoci klasické RT PCR bylo v karcinomu prostaty ¢i bunécnych liniich od ni
odvozenych popsano n¢kolik alternativné sestfizenych variant mRNA GCPII. Varianta kodujici
celou formu GCPII obsahuje celkem 19 exonl a byva nazyvana stejné¢ jako vlastni protein
PSMA. Prvni popsana alternativné sestfizena varianta byla PSM', kterd misto 379 nukleotidi
dlouhého prvniho exonu obsahuje pouze prvnich 113 nukleotidti tohoto exonu [Su 1995]. U dalsi
varianty oznacované PSMC nasleduje po tomto zkraceném prvnim exonu novy alternativni exon
¢itajici 132 nukleotidd. Varianta PSMD pak obsahuje stejny zkraceny prvni exon, ktery nasleduje
jesté jiny alternativni exon nez u PSMC, jeho délka je 97 nukleotidi [O'Keefe 2000]. Poslednimi
variantami popsanymi v literatufe jsou PSMF, kterd obsahuje cely prvni exon nasledovany
stejnym alternativnim exonem jako u PSMD, a PSME, ktera je stejna jako PSMF az na to, ze

neobsahuje 93 nukleotidi dlouhy osmnacty exon [Cao 2007]. VSechny tyto varianty jsou
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schematicky znazornény na obrazku 7 v kapitole 4.1.

Translace PSM' mRNA vede ke vzniku 693 aminokyselin dlouhého proteinového
produktu zacinajiciho Met58 (Cislovani odpovida celé formé GCPII), ktery neobsahuje
cytosolarni a transmembranovou ¢ast, neobsahuje tedy Zadnou sekvenci, které by jej sméfovala
do endoplasmického retikula a jedna se proto pravdépodobné o cytosolarni, neglykosylovany a
enzymov¢ neaktivni protein [Bafinka 2002]. V cytoplasmé se vyskytujici glykosylovana,
enzymov¢ aktivni forma GCPII nazyvana téz PSM' a zacinajici Ala60 je s nejvetsi
pravdépodobnosti  produktem  proteolytického  Stépeni  kompletni formy  GCPII
[MIc¢ochova 2009]. PSMC obsahuje stejny nejdelsi ¢teci ramec jako PSM', avSak doposud
nebylo demonstrovdno zda néjaky protein z této mRNA vibec vznikéd. Naproti tomu translace
variant PSMD a PSMF by vedla ke vzniku 735 aminokyselin dlouhého proteinového produktu,
ktery by v porovnani s celou formou GCPII obsahoval alternativnich 24 aminokyselin na N-
konci nasledovanych 711 shodnymi aminokyselinami. PSME protein by oproti PSMF
neobsahoval 31 aminokyselin dlouhy usek nedaleko C-konce. Z téchto variant byla zatim v
transfekovanych buinikach demonstrovana exprese pouze PSME varianty [O'Keefe 2000, Cao
2007].

Od objeveni prvni varianty PSM' se spekulovalo o tom, ze se pomér mnozstvi PSMA a
PSM' variant li§i mezi zdravou prostatou a karcinomem prostaty. Nov§jsi studie pouZzivajici qRT
PCR tuto domnénku potvrdila, avSak pro klinické vyuziti neni tato zména dostatené statisticky
vyznamna. Z kvantitativnich studii se zatim zdd, Ze mnozstvi PSMD varianty je statisticky
vyznamné vyS§i u metastdz nez u primarniho karcinomu prostaty a ze mnozstvi PSME se
vyznamné li§i mezi zdravou prostatou, benigni hyperplazii prostaty, karcinomem prostaty a
dokonce koreluje s Gleasonovym skérem nddoru. Mnozstvi PSMA varianty je sice vysSs$i u
karcinomu prostaty nez u zdravé prostaty, tato zmena ale neni ziejm¢ statisticky vyznamna

[Schmittgen 2003, Cao 2007].

34



3. Materialy a metody

3.1. Experimentalni metody

Tkanové kultury

Bunééné linie LNCaP (linie odvozend od metastdz karcinomu prostaty v miSnich
uzlindch, z angl. ,,Lymph Node Carcinoma of the Prostate) a MHH MEDI1 (linie odvozena
od meduloblastomu, coz je mozkovy nador odvozeny od neuroektodermu, ktery se typicky
objevuje u deti do 10 let veku) byly nartistdny v Petriho miskach pro tkanové kultury (TPP,
Trasadingen, Svycarsko) pti 37°C a 5% CO, atmosféie v IMDM mediu (Sigma Aldrich, Buchs,
Svycarsko) s pridavkem 10% fetalniho hovéziho séra (Gibco, Carlsbad, USA) a 2% 200mM
glutaminu. Z narostlych kultur bylo medium odebrano a buiiky rozsuspendovany v PBS pufru,
piiblizné 1-10° jich bylo pfeneseno do mikrozkumavky a stoéeno 3 minuty pfi 1500 ot/min ve
stolni centrifuze. Po odebrani supernatantu byly buiiky skladovany bud’ samotné pii -20°C nebo
pii 4°C po pridani 100uL roztoku RNAlater (Qiagen, Germantown, USA). Pro dlouhodobéjsi
uchovavani byly bunky v roztoku RNAlater po 1 dnu pti 4°C déle uskladnény pti -20°C.

Isolace RNA a reverzni transkripce

Celkovda RNA byla z bunétnych kultur isolovana bud’ pomoci reagencie TRIZOL
(Invitrogen, Carlsbad, USA) ¢i kitu RNeasy (Qiagen) v kombinaci s homogeniza¢nimi
kolonkami QIAshredder (Qiagen). Cistota a mnozstvi RNA byla stanovena proméfenim
absorb¢niho spektra mezi 220nm a 350nm na pfistroji Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Rochester, USA), jeji celistvost pak pomoci kapilarni elektroforesy (2100 Bioanalyzer od firmy
Agilent, Santa Clara, USA). 1 az 3ug RNA byly pfevedeny na cDNA pomoci kitu ,,Superscript
III First-strand ¢cDNA synthesis® (Invitrogen) dle doporu€eni vyrobce a s pouzitim smési
nahodnych hexamert (5Sng/uL v reakcei).

Polymerasovi fetézova reakce

Pouzité pary primert byly navrzeny tak, aby specificky amplifikovaly oblast prvnich tii
konstitutivnich exonii cDNA GCPII a zaroven aby byly odd€leny alesponi jednim intronem.
Ptipadna kontaminace genomovou DNA by pak neméla ovlivnit vysledek PCR reakci, sekvence
vSech primerii pouzitych pro amplifikaci a klonovani variant jsou shrnuty v tabulce 3. Po tficeti
cyklech PCR amplifikace (pocatecni 1' denaturace pii 94°C nésledovana 30 cykly po 30" 94°C,
1' 60°C az 68°C dle pouzitych primerii a 1' 72°C; pouzit termalni cyklér Biometra Tgradient od
firmy Labrepco, Horsham, USA; koncentrace primerii v reakci byla 1mM, koncentrace dNTPs
200uM) s pouzitim Tag polymerasy (TopBio, Praha, Cesko) byla namnoZena DNA analyzovéana

pomoci horizontalni agarosové elektroforesy (hustota gelu byla 1% az 2% v zavislosti na
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velikosti analysovanych DNA fragmentt, jako elektrodovy pufr byl pouzivan pufr TBE; pouzita
byla aparatura ,,EasyCast mini gel system* od firmy Thermo Scientific). Gel byl barven
chemikalii GelRed (Biotium, Hayward, USA) a DNA nésledn¢ zviditelnéna pomoci UV lampy.
Prouzky gelu obsahujici DNA byly vyfezany z gelu skalpelem a DNA byla z gelu poté isolovana
pomoci kitu ,,QIAquick gel extraction* (Qiagen). V ptipad¢, Ze vytézek urcitého fragmentu DNA
byl pftili§ maly pro zaklonovani do bakteridlniho vektoru, byla jeho DNA znovu amplifikovana
pomoci PCR za pouziti ptivodnich primert, analyzovana na agarosovém gelu a po isolaci z gelu
zaklonovana.

Klonovani cDNA fragmentu

DNA fragmenty byly zaligovany do vektoru pCRII-TOPO a  vektoru
pcDNA3.1/V5-His TOPO dle instrukci vyrobce (Invitrogen), ligacni smési transformované
bunky TOP10 E. coli (Invitrogen) pak byly po hodinové inkubaci ve sterilizovaném LB mediu
(Sigma Aldrich) natfeny na sterilizovany LB Agar (Sigma Aldrich) s obsahem ampicilinu 100pg/
ml (Biotica, Slovenska LCupca, Slovensko) a pfes noc inkubovany pii 37°C. Rezistentni klony
pak byly nartistany v Sml sterilizovaného LB media s obsahem ampicilinu 100pg/ml a vektorova
DNA z nich byla pot¢ isolovana pomoci kitu ,,QIAprep spin miniprep* (Qiagen) s vytézky okolo
15ug plasmidové DNA. Klony obsahujici ligovany fragment DNA byly vybrany pomoci
restrikéniho S§tépeni endonukleasou EcoRI (New England Biolabs, Ipswich, USA) v ptipade
vektoru pCRII-TOPO nebo endonukleasami Kpnl a Xhol (New England Biolabs) v piipadé
vektoru pcDNA3.1/V5-His TOPO a nasledné osekvenovany.

Zpracovani dat

Translace mRNA sekvenci na proteiny byly spolu s vzijemnym porovnanim
aminokyselinovych sekvenci téchto proteinii provadény v programu Vector NTI Suite 10.3
(Invitrogen). Pfitomnost transmembranovych helixi byla pfedpoviddna programem TMHMM
2.0 [Krogh 2001], signalni peptidy pak programem SignalP 3.0 [Bendtsen 2004]. Pro porovnani
cDNA sekvenci s genomovou DNA a urceni exon/intronové struktury byl pouzit program Spidey
[Wheelan 2001]. Programy TMHMM, SignalP a Spidey jsou voln& dostupné na internetu.

PBS: vodny roztok 8,0 g/L NaCl; 0,2 g/L KCI; 0,2 g/LL KH,PO4; 1,15 g/L Na,HPO.; pH=7,4
TBE: vodny roztok 10,8 g Tris; 5,5 g/L H;BOs; 0,37 g/L Na,H,EDTA; pH=8,3
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Tabulka 3. Nukleotidové sekvence primert pouzitych p¥i amplifikaci klonovanych ¢cDNA fragmenti.

Primery Q157 a Q158 maji shodnou sekvenci se stejné pojmenovanymi primery v [Schmittgen 2003].

Forwardni primer Sekvence (5' - 3") Nukleotida
Q158 GCTGTGGTGGAGAAACTG 18
Var6Fmut GGAGAAACTGGACCCCAGAGGC 22
FRTPSMAL GCGCCGAGATGTGGAATCTCC 21
FRTPSMA2 GGAGCAAACCTCGGAGTCTTCCC 23
FRTPSMC1 GCAAGCTTGGGAACTGTGTGAACC 24
Reverzni primer Sekvence (5' - 3") Nukleotida
Q157 GTTCCTGCTAAATGTGGTATCTGTGTA 27
Group4R CCTGTGTGGTTCTGCTTTTCTTA 23
RRTPSM1b' AACCACCCTGGTTCACACAGTTCC 24
RRTPSMA2b CTGAGATCACGCCATTGCACTCC 23
RRTPSMA3 TGGGATTGAATTTGCTTTGCAAGC 24
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3.2. Materialy

3.2.1. Seznam chemikalii, enzymu, Kkiti a jiného materialu
Biotium, Hayward (USA)
GelRed
Generi Biotech, Hradec Kralové (Cesko)
oligonukleotidy
Gibco, Carlsbad (USA)
fetalni bovinni sérum
Hirschmann Geriite, Eberstadt (Némecko)
Pasteurovy pipety
Invitrogen, Carlsbad (USA)
agarosa, builkky TOP10 E. coli, kit ,,Superscript-III First-strand cDNA synthesis®, reagencie
TRIZOL, vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO, vektor pCRII-TOPO
New England Biolabs, Ipswich (USA)
BSA, EcoRI pufr, NEB1 puft, restrik¢ni endonukleasy EcoRI, Kpnl, Xhol
Promega, Madison (USA)
tris
Qiagen, Germantown (USA)
kit ,,QIAprep spin miniprep®, kit ,,QIAquick gel extraction®, kit RNeasy, homogenizacni
kolonky QIAshredder, RNAlater, X-Gal
Sigma Aldrich, Buchs (Svycarsko)
disodna stl EDTA, IMDM medium, LB agar, LB medium, sacharosa
Serva, Heidelberg (Némecko)
bromfenolova modf
TopBio, Praha (Cesko)
dNTPs, PCR reakéni pufr, roztok chloridu hotecnatého, 7ag DNA polymerasa
TPP, Trasadingen (Svycarsko)
Petriho misky pro tkanové kultury
USB, Cleveland (USA)
kyselina borita
UMG AV CR, Praha (Cesko)
PBS
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3.2.2. Seznam pristroju

Autoklav MLS-3020U (Sanyo, Japonsko)

Biometra Tgradient thermal cycler (Labrepco, USA)

CO; inkubator MCO-17AI (Sanyo, Japonsko)

Hematocytometr (Sigma-Aldrich, USA)

Horizontalni agarosova elektroforesa EasyCast mini gel system (Thermo Scientific, USA)
Inkubator TCH 100 (Laboratorni piistroje Praha, Cesko)

Kapilarni elektroforesa 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA)

Meéfi¢ pH Unicam 9450 (Unicam, UK)

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)

Stolni mikrocentrifuga Biofuge pico (Heraeus Instrument, Némecko)
Stolni mikrocentrifuga Eppendorf 5414R (Eppendorf, Némecko)
UV Transilumitator (UltraLum, USA)

Zdroj elektrického napéti MP-500V (Major Science, Tchai-wan)
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3.3. Podrobnosti k vypoctim

Pii kvantové-chemickych vypoctech byly pouzivany baze molekulovych orbitalt
implementované v programu Turbomole [Ahlrichs 1989] pod oznacenim def2-xVP. Béaze def2-
SVP jsou tzv. ,,double-zeta* kvality, tedy kazdy valen¢ni orbital je reprezentovany dvéma
kontrahovanymi gaussiany. V textu jsou oznac¢ovany jako SV(P) a SVP. Pro vypocCty energii na
optimalizovanych strukturach byly pak pouzity baze ,triple-zeta“ (oznafené jako TZVP) a
»quadruple-zeta® kvality (QZVP a QZVPP) [Schifer 1992, Weigend 1998, Weigend 2003, Hattig
2005, Weigend 2005, Weigend 2006, Hellweg 2007].

Pfi optimalizacich molekulové geometrie, které byly provadény pokazdé na urovni
DFT(PBE)/SVP (neni-li feCeno vyslovné jinak), byla pouzita konvergen¢ni kriteria 1.10°
atomové jednotky (a. u.) pro zménu energie a 1.107 a. u. pro normu gradientu energie. V textu je
pouzivano standardni oznaceni urovné teorie jako M/B (metoda/baze atomovych orbitalt).

Pro vSechny vypocty s nehybridnimi funkcionaly (PBE a TPSS) byla pouZivana RI-J
aproximace (,,resolution-of-the-identity* n€kdy téz nazyvana ,,density-fitting*).

V ptipadech, kdy byla zahrnuta tzv. implicitni solvatace, byl pouzit model COSMO
[Klamt 1993]. Jako solvatacni polomér atomu zinku byl zvolen jeho van der Waalstiv polomér,
jako solvataéni poloméry ostatnich atomii byly pouZzity optimalizované van der Waalsovy
poloméry, tak jak jsou implementované v programu Turbomole 6.0 [Schifer 2000]. Empiricka
korekce k disperzi v metodé¢ DFT byla zahrnuta dle postupu Grimmeho [Grimme 2006], tak jak
je implementovdna v programu Turbomole 6.0 (v€etn€¢ pouzitych parametr). Pro vSechny
vypocty (neni-li feceno jinak) uvedené v kapitolach 3.3.2. a 3.3.3. byl pouzit program Turbomole
6.0 [Ahlrichs 1989].

Vsechny obrazky struktur byly v této praci vytvoieny v programu Pymol [DeLano 2002].

3.3.1. Kombinované QM/MM modely lidské GCPII a jejich mutantnich forem

Pro vSechny QM/MM vypocty byl pouzit program ComQum verze 9 [Ryde 1996], ktery
pouziva program Turbomole 5.7 [Ahlrichs 1989] pro QM vypocty a program Amber 8
[Case 2005] se silovym polem parm99 [Wang 2000] pro MM vypocty.

Jako vychozi struktury pro QM/MM optimalizace byly pouzity vysledné
(optimalizované) struktury Michaelisova komplexu (MC) a tetraedrdlniho intermediatu (INT)
GCPII popisujici reakéni koordinatu hydrolysy N-acetyl-a-L-aspartyl-L-glutamatu pievzaté z
ref. [Klusak 2009]. Vychodiskem pro modelovani téchto struktur byla krystalova struktura
GCPII  snavazanym  inhibitorem  GPI-18431  ((S)-2-(4-iodobenzylphosphonomethyl)-
pentandiova kyselina) s PDB kodem 2C6C [Mesters 2006], dalsi podrobnosti viz [Klusak 2009].
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Bodové naboje na atomech systému 1 popisovaného kvantovou mechanikou (déale jen QM
systém) byly pro potieby MM minimalizace systému 2 vypocteny pomoci metody ESP
(,,electrostatic potential fitting™) [Merz 1992], tedy tak, aby byly v souladu s naboji v silovém
poli AMBER.

Postranni fetézce vybranych aminokyselin byly zaménény tak, ze z PDB souboru byly
odstranény piebytecné atomy puvodniho aminokyselinového zbytku, pfepsdn nazev tohoto
zbytku a chybéjici atomy tohoto prvku pak byly doplnény pomoci skriptu tleap (Amber). Pro
mutaci Glu424Ala byly navic pfidany dvé molekuly vody, polohové vektory atomli v nich
obsazenych kysliki odpovidaly polohovym vektorim kyslikti v karboxylové skupiné ptivodniho
Glu424. Pred optimalizaci metodou QM/MM byla geometrie téchto vod zoptimalizovéna v
modelu QM systému umisténého ve vakuu na urovni funkciondlu PBE a baze SVP (vSechny
ostatni atomy QM systému byly fixovany v piivodni poloze).

Pfi geometrické optimalizaci obsahoval QM systém (systém 1) nasledujici
aminokyseliny, skupiny ¢i atomy (popis se tyka pivodniho GCPII divokého typu, definice QM
systémi mutovanych forem GCPII je popsan pozdé€ji v textu): substrat (N-Ac-Asp-Glu), dva
zine¢naté ionty s navazanym hydroxidovym aniontem pfremostujicim oba kovy, guanidiniové
skupiny Arg210 a Arg536, imidazolové kruhy His377 a His553, fenoly patiici Tyr552 a Tyr700,
acetaty patfici Asp387, Glu424, Glu425 a Asp453, jednu molekulu vody interagujici s
karboxylovou skupinou Glu425, aminokyselinové zbytky Asn519 a Asp520, véetné peptidové
patete ukoncené karbonylovou skupinou Gly518 na N-konci a uhlikem C, aminokyseliny
Phe521 na C-konci. Celkova velikost QM systému byla 175 atomii. Pro substituci Glu424Ala
byl misto acetylové skupiny Glu424 v QM systému zahrnut methyl Ala424 a dvé molekuly vody,
vyplitujici prostor puvodni karboxylové skupiny. Pro substituci Tyr700Phe jednoduse ubyla
hydroxidova skupina tohoto zbytku a pro substituci Asn520Asp byl amidovy dusik s dvéma
vodiky nahrazen atomem kysliku. Celkovy ndboj QM systému byl minus dva, pro substituci
Asn520Asp pak minus tfi. Tento naboj byl kompenzovan kladnymi bodovymi ndboji Arg534
a Lys699 v MM systému 2.

Pfi kazdém optimalizacnim kroku byl vypocten gradient energie pro QM systém
a provedena uplnd minimalizace MM systému 2, ktery zahrnoval vSechny aminokyselinové
zbytky, molekuly vody a ionty do vzdalenosti 6 A od jakéhokoliv atomu QM systému (viz téZ
kapitola 2.2.2.1). Aby se systém 2 neliSil u struktur MC a INT, byl pro ob¢ struktury systém 2
nadefinovan na zdkladé MC. Na vyslednych strukturach pak byly pfepocitavany energie na
urovni funkcionali PBE, TPSS a B3LYP s pouzitim TZVP baze. Pro tyto vypocty byl QM
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systém rozSifen jeSt¢ o acetamidovou skupinu Asn257, methylaminovou skupinu z Lys699,
guanidiniovou skupinu Arg534 a hydroxymethylovou skupinu Ser431 spolu se dvéma
molekulami vody interagujici s karboxylovou skupinou Asn520 (celkem 217 atomt). Celkovy
naboj tohoto systému byl nulovy (pro mutaci Asn520Asp pak minus jedna). Oba QM systémy
byly nadefinovany naprosto shodn¢ jako ve studii reakéniho mechanismu GCPII divokého typu
[Klusék 2009], ptfi¢emz rozsifeny QM systém byl tvofen tak, aby byl ndbojové neutrdlni a aby
bylo zahrnuto pokud mozno co nejvice vodikovych vazeb stabilizujicich polarni skupiny v
ptvodnim mensim QM systému.

Pro pfiblizny odhad entalpické bariéry reakce byly vysledné struktury QM systému
(mens$i varianty) dale optimalizovany ve vakuu. Krajni atomy uhliku, pro které byla pfi tvorbé
modelu QM systému pferuSena vazba s atomy v MM systému 2, byly fixovany v pivodni
poloze. Pro GCPII divokého typu a pro substituci Asp424Ala byla navic zahrnuta
methylaminova skupina Lys699. Na vyslednych strukturach byl vypocitan hessidn na urovni
PBE/SVP a pomoci skriptu fieeh (Turbomole) byly vypocteny energie nulového bodu (ZPVE) a
entalpie pro T=298,15 K. Pouzitd konvergencni kriteria vedla k nékolika imagindrnim
normalnim vibraénim modam (typicky mensim nez 30i cm™), které byly pro vypoéty téchto
energii ignorovany. V piipadé pouziti tvrdSich konvergenc¢nich kriterii by se z téchto vibraci staly
nejpravdépodobnéji meékké vibrace s frekvenci maximalné do 100 cm™. Jejich ptispévek k ZPVE
je zcela minimalni, avSak pfispévek k entalpii kazdého takového moddu je pfiiblizné
0,6 kcal.mol. Tato hodnota byla k energiim jednotlivych struktur pfipoétena za kazdou
imaginarni vibraci. Vzhledem k velkému piispévku meékkych moda ke Gibbsové volné energii
a jeho velké zméné s pomé&rné malou zménou frekvence nelze podobnou korekci pro Gibbsovu
energii pouzit a je nutné se omezit pouze na vypocet entalpie (ptispeévek jednotlivych vibra¢nich

modi k entalpii je diskutovan v kapitole 2.1.4.).

3.3.2. Klastrové modely aktivniho mista GCPII

Jako vychozi struktura pro tvorbu klastrovych modelt aktivniho mista GCPII byla
pouzita krystalova struktura mutantni formy Glu424Ala s navazanym nerozstépenym substratem
N-Ac-Asp-Glu v aktivnim mist¢ (PDB kod 3BXM [Klusdk 2009]). Z této struktury byly
odstranény dvé molekuly vody vyplilyjici dutinu po chybé&jicim postrannim fetézci Glu424,
postranni fetézec Glu424 byl néasledné doplnén pomoci skriptu tleap (Amber) stejnym postupem
jako v pfipadé zaménovani postrannich fetézcti aminokyselin v QM/MM modelech. Dihedralni
uhly postranniho fetézce Glu424 byly manualné zménény tak, aby jeho karboxylova skupina

interagovala s hydroxidem vazanym mezi zineCnatymi ionty a karbonylovym kyslikem
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peptidové patete Gly518. Glu424 byl primarné¢ modelovan protonovany, paralelné byl vytvotren
také jeden alternativni model s deprotonovanym Glu424 (popsan déle v textu).

Z takto upravené struktury GCPII byl pfipraven klastrovy model aktivniho mista Citajici
297 atomi, tzv. systém L, jeho pfesné slozeni je uvedeno na konci této kapitoly. Tam, kde bylo
nutné pii tvorbé modelu prerusit vazbu, byl chybéjici atom nahrazen atomem vodiku. Cely tento
systém byl vytvofen tak, aby jeho van der Waalstiv povrch co nejvice ptipominal kouli, ¢imz
jsme se snazili minimalizovat arteficidlnost systému (resp. minimalizovat mnozstvi atoml v
kontaktu s vakuem). Tam, kde to bylo mozné, jsme kromé postrannich fetézct zahrnuli téz
peptidovou patet, ktera je spojovala, ¢imz jsme do modelu vnesli alespoit malou miru sterickych
pozadavkll danych skute¢nym proteinem.

Geometrie tohoto modelu byla optimalizovéna ve vakuu, pfi¢emz nejprve byly vSechny
atomy krom¢ Glu424 ponechany v ptivodni poloze (tj. uréené rentgenovou difrakci). Po dosazeni
konvergence byly pro dal§i optimalizaci fixovany polohy pouze nékterych vybranych atomd,
konkrétné bud’ C, atomt v ptipadé¢ aminokyselinovych zbytkd zahrnutych i s jejich peptidovou
patefi nebo v piipad¢ zahrnuti pouze ¢asti postranniho fetézce uhlikovy atom, jehoz vazba ke
zbytku aminokyseliny byla pferuSena, tyto atomy jsou uvedeny u sloZeni systému L na konci této
kapitoly. Z takto ziskané struktury Michaelisova komplexu byl modelovan reakéni meziprodukt
pyramidalizaci dusiku a uhliku S$tépené peptidové vazby a zkracovanim vzdalenosti mezi
hydroxidovym kyslikem a karbonylovym uhlikem §tépené peptidové vazby.

Ze zkonvergovanych struktur Michaelisova komplexu a intermediatu byl opétovnym
zmenSenim modelu vytvofen tzv. systtm M, jehoz struktury byly opétovné optimalizovany
s fixovanymi vybranymi atomy, zptsob jejich vybéru byla stejnd jakou u systému L. Slozeni
systtmu M a atomy fixované béhem optimalizace jsou uvedeny na konci této kapitoly. Ze
zkonvergovanych struktur syst¢ému M pak byl dal§im zmenSenim vytvofen nejménsi systém S,
jehoz slozeni vcetné¢ atomi fixovanych v pribéhu optimalizace je rovnéz uvedeno na konci
kapitoly.

Zkonvergované struktury vSech tii systémut byly na zavér optimalizovany ve vakuu bez
jakychkoliv omezeni. Pro vSechny takto ziskané struktury byly vypocteny energie na riznych
urovnich teorie, odhadnut vliv proteinového okoli pomoci modelu COSMO [Klamt 1993]. U
systtmid S a M byl vypocten piispévek ZPVE a odhad ptispévku parti¢ni funkce k entalpii,
postup byl stejny jako u QM/MM modelt mutantnich forem GCPIL.

V nésledujicich odstavcich je popsano slozeni jednotlivych systémit, uhlikové atomy

fixované béhem geometrické optimalizace jsou uvedeny v zavorce u ptislusného zbytku.
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Systém S
Dva zine¢naté kationty vazané acetaty patiici Asp387 (Cp), Glud25 (C,), Asp453 (Cp)

a imidazoly pattici His377 (C,) a His553 (C,). Hydroxidovy aniont vazany obéma zinky, acetat
pattici Glu424 (C,), substrat N-Ac-Asp-Glu zde byl nahrazen modelovym substratem N-Ac-Ala-
Ala, protoze v tomto systému chybi postranni fetézce aminokyselin proteinu kompenzujici
zaporné naboje karboxylovych skupin aspartatu a glutamatu. Celkova velikost byla 78 atomi.

Systém M:

Dva zine¢naté kationty vdzané propiondty patiici Asp387 (C.), Glud25 (Cp), Asp453 (C.)
a 4-methylimidazoly pattici His377 (Cp) a His553 (Cg). Hydroxidovy aniont vazany obéma
zinky, propionat patiici Glu424 (Cg), substrat N-Ac-Asp-Glu. Guanidiny patiici Arg210 (Cs)
a Arg536 (C;), fenoly patiici Tyr552 (C,) a Tyr700 (C,), methylamin pattici Lys699 (C,).
Fragment obsahujici peptidovou patet poc¢inajici na N-konci C, atomem Gly518 (C,), pokracujici
aminokyselinovym zbytkem Asn519 a zakonceného aminokyselinovym zbytkem Asp520 (C,)
bez C-termindlniho karbonylu peptidové vazby. Molekula vody interagujici s karboxylovym
kyslikem Asp520 a amidovym kyslikem Asn519. Celkova velikost byla 197 atomt.

Systém L:

Dva zine¢naté kationty s navazanym hydroxidovym aniontem, substrat N-Ac-Asp-Glu,
methylbenzen Phe209 (Cp), guanidin  Arg210 (Cs), peptidovy fragment sloZzeny
z aminokyselinovych zbytki Gly256 (C,) bez N-terminalniho peptidového dusiku a Asn257 (C,)
bez C-termindlniho peptidového karbonylu. Dale 4-methylimidazol His377 (Cg), indol Trp381
(C,), propionat Asp387 (C,), peptidovy fragment zacCinajici Glu424 a zkraceny o N-terminalni
peptidovy dusik, pokracujici kompletnim Glu425 (C,), peptidovou pateii s Cy atomem Phe426
(Co), Gly427 (C,) a Leud28 (C,) s vynechanym C-koncovym karbonylem. Propionat Asp453
(Co), peptidovy fragment zacCinajici C, atomem Gly518 (C,), pokracujici Asn519 (C,)
a zakonceny Asp520 (C,) bez C-termindlniho karbonylu, guanidin Arg536 (Cs), fenol Tyr552
(C,), 4-methylimidazol His553 (Cg), methylamin Lys699 (C;) a fenol Tyr700 (C,). Molekula
vody interagujici s karboxylovou skupinou Glu425, molekula vody interagujici s karboxylovym
kyslikem Asp520 a amidovym kyslikem Asn519 a molekula vody interagujici s a-karboxylovou
kyselinou substratového glutamatu a karbonylem peptidové patete Glu425. Celkova velikost

byla 297 atom.
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3.3.3. Minimalistické klastrové modely GCPII a thermolysinu

GCPII

Vsechny struktury byly odvozeny od vysledné struktury intermediatu systému S
klastrovych modeld GCPII (slozeni tohoto modelu je uvedeno v predchozi kapitole). Krajni
atomy byly pfitom béhem vSech optimalizaci fixovany.

Tranzitni stavy byly hledany sledovdnim imaginarniho vibraéniho médu odpovidajiciho
reak¢ni koordinaté. Béhem optimalizace byl kazdy ¢tvrty krok prepocitan hessian. Dobry odhad
tranzitniho stavu 2 se nepodafilo ziskat jednoduchou manipulaci geometrie intermediatu, pro
jeho ziskani byl proto pouzit algoritmus vyuzivajici pro hledani tranzitniho stavu lokalni hessian,
implementovany v programu Gaussian03 [Frisch 2004]. Vnitini soufadnice pouzité pro vypocet
hessianu byly vzdalenosti mezi uhlikem a dusikem peptidové vazby a mezi dusikem peptidové
vazby a protonem na karboxylové skupiné Glu424. Vysledna struktura byla dale optimalizovéana
v programu Turbomole. Odhady zmén entalpie v pribchu reakce byly vypocteny stejnym
zpisobem jako v ptipadé QM/MM metody.

Thermolysin

Jako vychozi struktura poslouzila pfiblizna struktura tranzitniho stavu 2 QM/MM modelu
reakéniho mechanismu z [Blumberger 2007] poskytnutd autory. Z ni byl vytvoien maly model
skladajici se ze zine¢natého kationtu, molekuly vody, imidazolovych kruhti patticich His142 (C,)
a His146 (C,), acetatt Glu143 (C,) a Glul66 (C,) a substratu zmenseného na N-methyl-acetamid.

Atomy fixované béhem optimalizaci jsou uvedeny v zdvorkach.
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4. Vysledky

4.1. Alternativni sestfih GCPII mRNA

Isolovand RNA bézné dosahovala hodnot RIN (,,RNA integrity number*) mezi 6 az 9,
n¢kdy 1 vyssich, pficemz obecné byla kvalitnéjsi (méné St€pend) RNA ziskavana pomoci kitu
RNeasy (Qiagen) pii soucasném pouziti homogenizacnich kolonek QIAshredder (Qiagen) nez
pomoci reagencie TRIZOL (Invitrogen). Vynechani homogenizace pies kolonky QIAshredder
vedlo pfiblizné k desetindsobnému snizeni vytézku. Stejné zkuSenosti jsme udélali pii isolaci
RNA z klinickych vzorka tkéni.

Zkoumana oblast GCPII cDNA piedstavovala piiblizn¢ prvnich 8300 nukleotidi genu
kodujictho GCPII (oznatovaného FOLHI1). VSechny v literatufe dosud popsané alternativné
sestfizené varianty v této oblasti mRNA byly nalezeny i v této studii. Kromé nich bylo objeveno
dalSich deset dosud nepopsanych variant, které obsahuji dohromady Sest novych alternativnich
exond. VSechny tyto varianty véetné oznaceni jednotlivych exonli pouzivanych déle v textu jsou
schematicky zndzornény na obrazku 7, délky jednotlivych exonil a jejich poloha v ramci genu
FOLHI1 pak v tabulce 4. JiZ znamé varianty byly oznacovany zaZitymi jmény (PSM', PSMC,
PSMD a PSMA, varianty PSME a PSMF, které se v této oblasti nelisi, byly oznaceny jako jedina
varianta PSME/F). Dosud nepopsané varianty byly oznaceny potfadovym c¢islem (Var0O, Varl,
Var4, Var5, Var7, Varl0, Varll, Varl2, Var13 a Varl4). Stejn¢ tak jiz znamé alternativni exony
byly oznafovany zazitymi jmény (exon 1b, exon lc, zkrdceny prvni konstitutivni exon byl
nazvan podle PSM' varianty exon I'), nové alternativni exony 1b', 1b" a 1b* byly pojmenovany
podle podobnosti s exonem 1b, novy exon nasledujici po druhém konstitutivnim exonu byl
nazvan exon 2b a prodlouzené formy prvniho konstitutivniho exonu byly oznaceny jednoduse
podle poctu ptidanych nukleotidii (exon [+68bps a exon [+68bps+70bps).

Casti sekvenci variant Var7 (jeden fragment) a Varll (tfi fragmenty) jsou uloZeny v
databazi EST (,,expressed sequenced tag®, zaklonovany a osekvenovany fragment cDNA; ¢asto
jsou tyto sekvence generovany pii klonovani celych knihoven cDNA) na serveru National Center
for Biomedical Information (NCBI) [Sayers 2009], nejsou tedy nami popsany poprvé. Tyto
sekvence obsahuji cely exon 1b* obsazeny ve Var7 a velkou ¢ast exonu [+68bps obsazeného ve
Varll (chybi pouze ¢ast na 3' konci exonu, ktera lezi jesté pred zacatkem nejdel§iho otevieného
&teciho ramce). Zadné dalsi nové varianty jsme v této databazi nenalezli.

Nase varianty PSMC a PSMD se mirné 1i§i sekvencemi alternativnich exont 1c a 1b
oproti sekvencim publikovanym v [O'Keefe 1999, Schmittgen 2003], piesto byly pro piehlednost

oznacovany stejnymi jmény. Diive popsana sekvence PSMD obsahuje oproti ndmi nalezené
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variant¢ na 5' konci exonu Ic Ctyii nukleotidy genomové sekvence navic. Takto prodlouzeny
exon lc se ndm nepodafilo nalézt, ani kdyZ jsme osekvenovali celkem 4 klony varianty PSMD, 2
klony varianty PSME/F a 1 klon varianty Var12 (PSME/F a Varl2 také obsahuji exon 1c), naSe
sekvence se navic shoduje se sekvenci tohoto exonu ve variant¢ PSME/F, tak jak je popsana v
[Cao 2007]. Dale jsme v databasi EST [Sayers 2009] nalezli fadu sekvenci odpovidajicich této
kratsi varianté exonu Ic, avSak ani jeden zdznam odpovidajici plivodné popsané formé. Pivodné
popsana sekvence PSMC pak obsahuje na 5' konci exonu 1b jeden nukleotid genomové sekvence
navic. V databasi EST jsme nalezli pouze jedinou sekvenci obsahujici exon 1b, ta odpovida ndmi
popsané¢ kratsi varianté tohoto exonu. Pro tuto variantu svédci také shodny 5' konec s exonem 1b'
(stejn€ jako mé exon 1b* shodny 5' konec s exonem 1b", viz také tabulka 4). Je vSak nutné
podotknout, ze variantu PSMC jsme v této podobé zaklonovali az pomoci primeru, ktery
piesahoval z exonu I do exonu 1b a v podstaté jsme tak ani nemohli jiny 5' konec exonu 1b, nez
byl obsazen v tomto primeru, nalézt. Takto jsme postupovali proto, Ze v disledku rozdilu v délce
amplikonu variant PSMC a Var7 pouhych Sesti nukleotidii neni jednoduché tyto dvé varianty
rozd¢lit na agarosovém gelu a proto byly do vektoru ligovany ve smési a ze Ctyf pripravenych
klonli neobsahoval sekvenci PSMC ani jeden z nich. Pro pfesné ur€eni sekvence exonu 1b tak
bude jesté nutné pripravit a osekvenovat dalsi klony. Nakonec budiz zminéno, ze drtiva vétSina
lidskych exont je ohrani¢ena na 5' konci nukleotidy AG. Zatimco ndmi nalezené sekvence exonti
Ib a 1c toto spliuji, diive popsané sekvence nikoliv. AvSak stejné tak je vétSina exoni
ohrani¢ena na 3' konci nukleotidy GT a konkrétné exon 1b je zde ohranicen nukleotidy GC, coz
nam potvrzuje ze nelze povazovat sekvenci téchto nukleotidd za absolutni kriterium
[Mount 1982].

Varianta PSMA byla zaklonovana z knihoven cDNA obou pouzitych bunéénych linii,
vSechny ostatni varianty krom¢ PSME/F byly zaklonovany z knihovny ¢cDNA bunééné linie
LNCaP, varianta PSME/F byly zaklonovany z knihovny ¢cDNA bunécné linie MHH MEDI.
Pomoci primerti obsahujicich pfesahy mezi exony se nam dale podafilo z linie LNCaP
zaklonovat dalSich osm variant, plynoucich z dal§ich kombinaci zde popsanych alternativnich
exonu. Je vSak nutné jesté¢ ovéfit specifitu téchto primerti a proto zde nejsou tyto varianty dale
popisovany.

Za predpokladu, Ze by se nalezené varianty vyskytovaly ve form& kompletni mRNA
(obsahovaly by vsSech 19 konstitutivnich exonil), pak by vétSina z nich obsahovala nejdelsi
otevieny Cteci rdmec shodny s variantou PSM' a kodovala by tak protein, ktery se od GCPII

divokého typu (varianta PSMA) 1isi deleci prvnich 57 aminokyselin a v dusledku absence
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jakékoliv signalni sekvence pro sméfovani do endoplasmického retikula predstavuje
cytoplasmaticky neglykosylovany a enzymaticky neaktivni protein [Bafinka 2002]. Né&které
varianty by vSak kodovaly potencidlné zajimavé proteinové formy lisici se od GCPII divokého
typu aminokyselinovymi insercemi ¢i substitucemi na N-konci. Porovnani aminokyselinovych
sekvenci N-konct téchto proteinti je znazornéno na obrazku 8.

Varianty PSMD a PSMF by vedly k proteinu, ktery by oproti GCPII divokého typu
obsahoval misto prvnich 39 aminokyselin (cytosolarni a transmembranova ¢ast) alternativni
sekvenci 24 aminokyselin, kterd podle pfedpovédi programu SignalP [Bendtsen 2004] obsahuje
signalni peptid. Tyto varianty tak pfedstavuji potencionalné¢ sekretovanou formu GCPIL.
Proteinovy produkt PSME varianty by se oproti nim liil deleci 31 aminokyselin a substituci 1
aminokyseliny nedaleko C-konce peptidového fetézce. Celd kodujici oblast variant PSME
a PSMF jiz byla diive zaklonovana a dokonce byla prokdzana tvorba proteinu rozeznavaného
protilatkou proti GCPII v buiikach transfekovanych expresnim vektorem s insertovanou kodujici
oblasti PSME varianty [Cao 2007]. Nové objevené varianty Varl2, Varl3 a Varl4 by pak vedly k
rizné dlouhym insercim mezi transmembranovou a extracelularni ¢ast GCPII. Aminokyselinova
inserce varianty Varl2 by mimo jiné obsahovala stejnych 24 aminokyselin jako N-konec
proteinovych produkt variant PSMD, PSME a PSMF. JelikoZ exon 2b, obsazeny ve variantach
Varl a Var10 obsahuje ve ¢tecim ramci stejném jako u GCPII terminacni kodon, tak by translace
téchto variant vedla ke vzniku kratkych peptidii. Konkrétné Varl by kodovala 59 aminokyselin,
obsahujici stejny piedpovézeny signalni peptid jako varianty PSMD, PSME a PSMF, zatimco
Varl0 peptid dlouhy 74 aminokyselin a skladajici se z cytosolarni, transmembranové a kratkého

useku extracelularni ¢asti GCPII divokého typu.
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ATG

Vari4 | exon I+68bps+70bps [exonII| exonIlI | 397 - 695 (FRTPSMA2; RRTPSMA3)
1 518 624
ATG
Varl3 | exon I+68bps [ib'JexonIl| exonIll | 397 - 482 (FRTPSMA2; RRTPSM1b')
1 448 476 582
ATG
Varl2 | exon I+68bps [exonicf exon 1|  exonIll | 397 - 683 (FRTPSMA2; Q157)
1 448 545 651
ATG
Varll | exon I+68bps [exon 1| exonIll | 397 - 586 (FRTPSMA2; Q157)
1 448 554
ATG * Kok
Varl0 | exon I [exonII] 2b | exonIll | 254 - 536 (FRTPSMAL; RRTPSMA2b)
1 380 486 561
ATG
PSME/F | exon I [exon icf exon 11|  exonIll | 88 - 615 (Q158; Q157)
1 380 477 583
ATG
PSMA | exon I [exon1I| exonill | 88-518(Q158; Q157)
1 380 486
ATG
Var7 | exonT | exon1b* |exonII| exonII | 88 -390 (Q158; Q157)
1 114 252 358
ATG
PSMC* |[exonT | exonib [exonII| exonIIl | 96 - 246 (Va6Fmut; Group4R)
1 114 246 352
ATG
Var5 [exonT [ib"[exonII| exonIll | 88 - 286 (Q158; Q157)
1 114 148 254
ATG
Var4 [exonT [ib'[exonII| exonIll | 88 - 280 (Q158; Q157)
1 114 142 248
ATG
PSMD* [ exonl [exoniclexonII| exonIlI | 88-349(Q158; Q157)
1 114 211 317
ATG
PSM' [ exonT [exonIl| exonlIll | 88-252(Q158; Q157)
1 114 220
ATG ok k
Varl [exonI [exonic[exonII| 2b | exonIIl | 88 -424(Q158; Q157)
1 114 211 317 392
ATG k%%

VarQ0 [b/Texonii] 2b | 183 bps (FRTPSMC1; RRTPSMA2b)

Obriazek 7. Schematické znazornéni exonové struktury nalezenych variant mRNA GCPIL.

Na kazdém fadku jsou uvedeny (zleva): nazev varianty, schematické znazornéni exonové struktury této varianty
véetné poradovych cCisel prvniho nukleotidu kazdého exonu, potadova Cisla nukleotidti ohranicujici v této studii
zaklonovany fragment cDNA piislusné varianty (u Var0 pouze délku tohoto fragmentu) a v zavorce par primert
pouzity pii amplifikaci dané varianty z knihovny cDNA.

Jednotlivé exony jsou znazornény jako barevné obdélniky, jejichz délka pfesné odpovidd délce daného exonu
(s vyjimkou exonti 1b' a 1b", které jsou vuc¢i tomuto metitku dvojnasobné zvétSené). Zndzornéna je pouze Cast
mRNA zkoumana v této studii (tzn. oblast prvnich tii konstitutivnich exonti, mRNA GCPII divokého typu obsahuje
celkem 19 exontl). Pocatek prvniho konstitutivniho exonu odpovida pocatku mRNA GCPII divokého typu, tak jak je
ulozena v databasi Genbank (kod NM 004476). Protoze amplikon varianty Var0 neobsahuje zadnou ¢ast prvniho
exonu a neni tak ziejmé, jak tato varianta zacind, nejsou prvnim nukleotidiim jednotlivych exonl pfifazena zadna
poradova ¢isla.

ATG znadi iniciacni kodon nejdelsiho otevieného ¢teciho ramce zacinajiciho v zobrazené oblasti mRNA, *** znaci

terminaéni kodon tohoto ¢teciho ramce (Var0, Varl, Var10).
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Tabulka 4. Délky jednotlivych exonii a jejich poloha v genu FOLH1.

Uvedeny jsou pouze exony v nami zkoumané Casti genu, tzn. v oblasti prvnich 8300 nukleotidd.

nazev exonu nukleotidi gen FOLH1
I+68+70 517 1-517
I+ 68 447 1-447
I 379 1-379
I 113 1-113
1b* 138 770 - 907
1b 132 776 - 907
1b" 34 770 - 803
b’ 28 776 - 803
lc 97 1797 - 1893
I 106 2499 - 2604
2b 75 3470 - 3544
111 187 8230 - 8416

YT S, 140______
Varl2 (1) MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGFLF[GRGAPRGA
Varl3 (1) MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGFLF|IGRGAPRGA
Varld (1)  MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGFLFIGRGAPRGA
PSMA (1) MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGFLF|--——--——~

PSMD/E/F (1) ——————————————~— e 86 __ -
Varl2(48) NLGVFPVVPRCWD SR——————————————mmmmmmmmmmm
Varl3(48) NLGVFPVVPRCWDSR-—————-———-—————————————— ROQAWELCEP|
Varl4d (48) NLGVFPVVPRCWDSRVSCRVGSCCWSSPGAAIRVGVMW—————————
PSMA (40) — —— = = = = = = = m — oo

95 1103 127

PSMD/E/F (1) MITAGSSYPLFLAAYACTGCLAERLGWEIKSSNEATNITP

Varl2(63) [VKSQLQGLMTAGSSYPLFLAAYACTGCLAERLGWFIKSSNEATNITP
Varl3(72) --——————""— GWFIKSSNEATNITP
Varl4(86) -~ ——f——————————————————————— — — — — — — GWFIKSSNEATNITP
PSMA(40) ————-——=-"="""—"—"—" ===~ — —— —— GWFIKSSNEATNITP

Obrazek 8. Porovnani aminokyselinovych sekvenci N-koncti vybranych variant GCPII.

Nézvy variant jsou vypsany vlevo, aminokyselinové sekvence na modrém pozadi ohrani¢ené modrym obdélnikem
pochézeji z translace exonu I, sekvence pouze na modrém pozadi pak z translace prodlouzeni exonu I o 68
nukleotidii (I+68bps), nijak nezvyraznéna sekvence z translace dal§iho prodlouzeni tohoto exonu o 70 nukleotidii
(exon [+68bps+70bps), sekvence v zeleném obdélniku z translace exonu 1b', sekvence v Cerveném obdélniku z
translace exonu lc a konecné sekvence Cervenym pismem na zlutém pozadi z pochazi z translace poc¢atku druhého
konstitutivniho exonu (viz také obrazek 7). U variant Var12, Varl3 a Var14 se jedna pouze o hypotetické proteinové
produkty, jez byly vytvofeny in silico translaci sekvenci mRNA.

Sekvence predpokladanych transmembranovych helixd jsou podtrZzeny plnou ¢arou, predpovézeny signalni peptid je

podtrzen teCkované. Modra ¢isla znaci potadova ¢isla pozic aminokyselin v ramci tohoto porovnani.
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4.2. Modelovani zamén aminokyselin v aktivnim misté GCPII pomoci QM/MM

Pomoci QM/MM modelu jsem se pokusil popsat nékolik aminokyselinovych zamén
v aktivnim misté GCPII, ¢imz jsem chtél ovétit robustnost a spravnost diive publikovaného
modelu [Klusak 2009]. Pro zvolené mutace jsou stejné jako pro GCPII divokého typu dostupna
kineticka data $t€peni substratu (N-Ac-Asp-Glu). Vysledky teoretickych vypoctl lze tedy pfimo
porovnat s experimentem. Mutace jsem vybiral tak, aby jejich k. pro Stépeni N-Ac-Asp-Glu
bylo pfinejmensim o fad mensi nez k... GCPII divokého typu (fddova zména v reakéni rychlosti
odpovida pfi =37 °C zméné reakéni bariéry pouhych 1,4 kcal.mol™) Dalsim kriteriem bylo, aby
se zaménované aminokyseliny liSily v dilezité funkéni skuping, avSak zarovein byly stericky
podobné a aby se nachéazely uvnitt QM systému. Takto byly vybrany mutace Asn519Asp
(Asn519 interaguje amidovym dusikem s karbonylovym kyslikem N-acetylové skupiny substratu
a zaroven s karboxylovou skupinou Asp453), Tyr700Phe (Tyr700 tvoii vodikovou vazbu s
kyslikem C-terminélni karboxylové skupiny substratu) a zcela neaktivni Glu424Ala, pro ktery je
dostupna krystalova struktura s navazanym substratem v aktivnim miste.

Na zékladé toho, Ze nejméné stabilni tranzitni stav 2 lezi u QM/MM modelu reakéniho
mechanismu GCPII divokého typu jen o necelé 3 kcal.mol! vySe nez energie tetraedralniho
intermediatu, byla aktivaéni bariéra aproximovadna relativni energii intermedidtu vici
Michaelisové komplexu. Domnivame se, Ze pro pouhé porovnani zmén reakéni bariéry u danych
mutaci oproti GCPII divokého typu (nikoliv tedy jejich absolutnich hodnot) se jedna
o piijatelnou aproximaci. Jinymi slovy pfedpokladame, Ze energie tranzitnich stavli bude vyssi
oproti intermediatu u vSech mutantl o pfiblizné stejnou hodnotu a neovlivni tak rozdily mezi

jednotlivymi formami GCPII. Oznaceni atomi pouzivanych déle v textu odpovida obrazku 10.

4.2.1. Geometrie a reakéni koordinata

U vSech tfi mutaci se podafilo nalézt stabilni intermediat, strukturné¢ odpovidajici
intermediatu pii $t€épeni N-Ac-Asp-Glu GCPII divokého typu. Ve formach GCPII obsahujici
Glu424 ve své sekvenci (tedy kromé Glu424Ala mutantu) byl na pocatku reakce uvazovéan
Glu424 protonovany na O, atomu.

Zaména Glu424Ala nevedla k Zadnym zdsadnim zméndm geometrie aktivniho mista, coz
je ve shod¢ s krystalovymi strukturami GCPII divokého typu (napf. s navazanym analogem
tranzitniho stavu, PDB kod 3BHX [Batinka 2008]) a zminéné mutantni formy (PDB kéd 3BXM
[Klusak 2009]). Z porovnani QM/MM modelu Glu424Ala formy GCPII s jeji krystalovou
strukturou (viz obrazek 9) je patrné, ze QM/MM model velmi dobie reprodukuje experimentalni

stukturu. Nejvétsi rozdil spociva v poloze dinuklearniho zinkového centra, které je v krystalu v
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porovnani s modelem posunuté o pfiblizné 0,8 A smérem k duting vzniklé po chybgjicim acetatu
Glu424. Poloha obou molekul vody vypliujicich tuto dutinu je u téchto struktur také jina (rozdil
v polohach jejich kyslikovych atom@ ¢&ini 1,3 A-1,4 A pfi srovnani krystalové struktury s
modelem). Vzdalenost mezi hydroxidovym aniontem a obéma zineCnatymi kationty je v
QM/MM modelu 2,2 A, zatimco v krystalové struktufe pouze 2,0 A. Toto je spole¢né QM/MM
modelim vSech forem GCPII. Dal$im spoleénym jmenovatelem QM/MM struktur je, Ze
nedostateéné¢ popisuji vzdalenost mezi karbonylovym kyslikem S$tépené peptidové vazby
substratu a zine¢natym iontem ozna¢ovanym Zn, (2.6 A v krystalové struktute, piiblizné 3,5 A v
QM/MM modelech). Orientace Glu424 se pak v Michaelisové komplexu QM/MM modelu
GCPII divokého typu liSi oproti krystalovym strukturdm GCPII divokého typu s prazdnym
aktivnim mistem (PDB kod 200T [Batinka 20007b]) a s navazanym glutamatem (PDB kod
2C6G [Mesters 2006]). Glu424 tésnéji interaguje s karbonylovou skupinou Gly518 (vzdalenost
O....06s1s je 2,9 A v porovnani s 3,4 A v krystalovych strukturach) a zaroven se odklani od
hydroxidu vazaného zine¢natymi ionty (vzdalenost Oop...O: 4,8 A v porovnani s 3,7 A v 200T
struktuie a 3,4 A v 2C6G) a dusiku $tépené peptidové vazby (vzdalenost Og...Npe 4,5A v
porovnani s 2,7 A ve struktufe 2C6G, kde je ale takto mald vzdalenost dina tvorbou silné
vodikové vazby mezi O, aaminoskupinou vazaného glutamatu). Vybrané meziatomové
vzdalenosti v aktivnim misté¢ krystalové struktury 3BXM [Klusdk 2009], Michaelisova
komplexu Glu424Ala formy GCPII a GCPII divokého typu jsou shrnuty v tabulce 5

Jedind vyrazné€j$i zména geometrie u mutantu Asn519Asp oproti QM/MM modelu GCPII
divokého typu spocivala v rotaci karboxylové skupiny Asp519 smérem od karboxylové skupiny
substratového aspartatu (se kterou interagoval pivodni amidovy dusik) k amidovy dusiku
Asn451. Mutaci zavedeny karboxylovy atom kysliku se posunul o 1,4 A zatimco druhy
(ptivodni) pouze o 0,1 A. Zaména Tyr700Phe nevedla prakticky k zadnym strukturnim zménam,
nejvyrazn€jsi rozdil spocival v malé rotaci fenylovych skupin Phe509 a Phe700 (maximalni
vzdalenost mezi stejnymi atomy téchto postrannich fetézcti GCPII divokého typu a mutantni
formy byla 0,4 A).

V optimalizovanych strukturach Michaelisova komplexu a intermedidtu mutantni formy
Glu424Ala tvoii dvé molekuly vody nalézajici se v aktivnim mist¢ v dutiné po postrannim
fetézci Glud424 sit’ vodikovych vazeb, ktera se podoba interakci protonovaného karboxylu
Glu424 se substratem a proteinovym okolim v GCPII divokého typu. Ve struktuie Michaelisova
komplexu slouzi voda oznacena O, jako akceptor vodikové vazby mustkového hydroxidu a

zéaroven jako donor vodikové vazby pro kyslik molekuly vody O, kterd dale tvofi vodikovou
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vazbu s karbonylovym kyslikem peptidové patefe Gly518. Tento pak tvori dalsi vodikovou
vazbu s -NH skupinou Stépené peptidové vazby substratu. Po nukleofilni adici mistkového
hydroxidu na uhlikovy atom peptidové vazby substratu C,,: vznika stabilni tetrahedralni
intermediat, ktery je spojen se zmé&nou hybridizace z sp? na sp’ nejen u Cpey ale i u Npep. Tento
pyramidalni dusik je stabilizovan vodikovou vazbou vody O.i, obdobn¢ jako v GCPII divokého
typu protonovanou karboxylovou skupinou Glu424. Délka peptidové vazby se z piivodnich
1,38 A v Michaelisové komplexu prodlouzi na 1,55 A, coz ukazuje na ztratu ¢aste¢né dvojného
charakteru této vazby (detail aktivniho mista Michaelisova komplexu a intermediatu je

znazornén na obrazku 11).

Tyr552

Obrazek 9. Porovnani aktivniho mista krystalové struktury Glu424Ala GCPII a jejitho QM/MM modelu.
Atomy uhliku a zine¢naté ionty krystalové struktury Glu424Ala mutantu GCPII jsou znazornény modie (PDB kod
3BXM [Klusak 2009]), molekuly vody ¢ervenou kulickou a mustkovy hydroxid vdzany na oba zinecnaté ionty
cervenou kulickou s hvézdickou. Atomy uhliku a zinecnaté ionty QM/MM modelu jsou zndzornény zelené,
molekuly vody pak oranzovymi kuli¢kami, mtstkovy hydroxid oranzovou kulickou s hvézdickou. Ostatni atomy
jsou u obou molekul znazornény shodnou barvou (¢ervené atomy kysliku, modie atomy dusiku).

Znazornény jsou aminokyseliny koordinujici zine¢naté ionty (His377 a Asp453 koordinujici Zn2, Glu425 a His553
koordinujici Znl a Asp453 piemostujici oba kovy), postranni fetézec Ala424, substrat a postranni fetézce
aminokyselin podilejicich se na jeho vazbé. Dulezité interakce jsou zvyraznény teckovanou carou. Molekuly vody

jsou pro rozliseni oznac¢eny jako O, a O.
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Tyr552

Obrazek 10. Piehled porovnavanych vzdalenosti mezi jednotlivymi strukturami a modely aktivniho mista.

Oznaceni atomu je stejné jako v textu a v tabulkach 5 a 11. Porovnavané vzdalenosti jsou zvyraznény teckovanou
carou a ocislovany. Toto ¢islovani odpovida ¢islovani v tabulkach 5 a 11. Zine¢naté ionty jsou znazornény Sedymi
kulickami. Ty¢inkovym a kuli¢kovym modelem jsou pak znazornény zbytky Glu424, Gly518, Asn519, Tyr552. Ze
substratu N-Ac-Asp-Glu je ty¢inkovym a kulickovym modelem znazornéna pouze Stépené peptidova vazba, zbytek

je znazornén pouze tenkymi ¢arami.

Tabulka 5. Porovnani vybranych meziatomovych vzdalenosti v krystalové strukture a QM/MM modelu.

Vzdalenosti jsou udavany v angstromech, prvni sloupec popisuje krystalovou strukturu mutantni formy GCPII
Glu424Ala s PDB koédem 3BXM [Klusdk 2009], dalsi dva sloupce struktury Michaelisova komplexu QM/MM
modelid stejného mutantu Glu424Ala a GCPII divokého typu. Znaceni atomt, stejné jako ocCislovani jednotlivych
vzdalenosti v levé casti tabulky odpovida znaceni na obrazku 10. Kurzivou jsou uvedeny vzdalenosti tykajici se
dvou molekul vody (viz obrazek 9 a 11) nahrazujici Glu424 v Glu424Ala mutantni formé GCPII, tuéné je pak

uvedena vzdalenost, kterou QM/MM model popisuje odlisn¢.

YBXM GlutYtAla GCPII div. typu
\ OO, Y,Q Y, VY ARAY
¥ Ooy-0,, £€ £0. A
¥ O,,-N,op A 1. £
¢ 0,,-O¢s15 &Y Y,Aq Y,4%
e OGSls'Npept Y4 AR AR
" CN vazba R R Ra%
v CO vazba Y ARE LIRS
A OH-C,,,, \RY YAV Y AY
q n,-0,,, Y IAE Y,¢4
' Zn,-7n, Y v Y Y AR
X 7n,-O,y e YY AR
VY 7n,-O,y Y, Y04 YA
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Gly518

Asn519

Gly518

198/ T

o Tyr552\

; ;A|a424

Michaelistiv komplex Intermediat

Obrazek 11. Struktury Michaelisova komplexu a intermedidatu QM/MM modelu mutantni formy Glu424Ala
GCPIL

Zinecnaté kationty jsou znazornény Sedymi kuliC¢kami. Aminokyselinové zbytky Ala424, Gly518, Asn519, Tyr552,
dvé molekuly vody oznacené O a O, ahydroxidovy aniont vazany zine¢natymi kationty jsou zndzornény
ty¢inkovym a kulickovym modelem. Ze substratu N-Ac-Asp-Glu je ty¢inkovym a kulickovym modelem znazornéna

pouze §tépena peptidova vazba, zbytek je znazornén tenkymi ¢arami. Vzdalenosti jsou uvadény v angstromech.

4.2.2. Reakéni bariéry

Na rozsiteném QM systému byly s pomoci riznych funkciondlli vypocteny relativni
energie intermediatu vici Michaelisové komplexu, kterymi je aproximovana celkova reakéni
bariéra. Byl také vypocten ptiblizny pfispévek energie nulového bodu (AZPVE) a piispévek
parti¢ni funkce spolu s AZPVE k entalpii (4H). Vysledna entalpickd bariéra pak byla souctem
relativnich DFT energii (QM energie), relativnich MM energii, 4H a korekce k AH, kterd
aproximovala entalpicky pfispévek nékolika malych imagindrnich vibraci, které se objevily
v disledku pfili§ mékkych konvergencnich kriterii a které byly v plvodnim vypoctu AH
ignorovany. Jako nejlep$i aproximace bariéry byly brany hodnoty ziskané pomoci hybridniho
B3LYP funkcionalu, protoze se jednd o zfejmé nejpiesnéjsi funkciondl ze tfech pouzitych.
Pfiblizna entalpicka bariéra u GCPII divokého typu pak byla rovna 25,3 kcal.mol™, Tyr700Phe
formy GCPII 27,7 kcal.mol”, Asn519Asp formy GCPII 27,8 kcal.mol! a Glu424Ala formy
GCPII pak 28,8 kcal.mol™. Pouziti funkcionali PBE a TPSS poskytlo u forem Tyr700Phe a
Asn519Asp bariéru o piiblizné 5 kcal.mol™” nizsi, u Glu424Ala formy o pfiblizné 4 kcal.mol”,
zatimco u GCPII divokého typu o vice nez 7 kcal.mol”. Vysledné hodnoty reak¢nich bariér
ziskané riznymi funkciondly jsou shrnuty v tabulce 6.

Pro pfiblizny odhad vlivu okoli byly s pouZitim funkciondlu PBE vypocteny energie
rozsiteného QM systému v poli bodovych nébojii stejném jako v pivodnim QM/MM modelu

(pro tento model byl vypocten také vliv empirické disperze), ve vakuu a v solvatacnim modelu
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COSMO (s dielektrickou konstantou zvolenou bud’ ¢tyii, coz je obvykla hodnota pouzivana pro
prostfedi proteinu, nebo nekonecno). Tyto energie jsou shrnuty v tabulce 7, z niz je ziejmé, ze
rozptyl energii v riznych modelech okoli byl u jednotlivych forem mezi 2-3 kcal.mol”.
Zajimavy je vliv empirické disperze, kterd stabilizuje v piipadé¢ GCPII divokého typu
intermediat na ukor Michaelisova komplexu o 13,4 kcal.mol’, stabilizace o vice jak 10

kcal.mol ™! nastdva i u mutantnich forem GCPII.

Tabulka 6. PribliZzna hodnota reakéni bariéry Stépeni N-Ac-Asp-Glu enzymem GCPII a jeho mutantnimi
formami.

Levy sloupec udava vypocetni metodu a jednotlivé prispévky k celkové energii, hodnoty reakénich bariér jsou
udavany v kcal.mol”. Tyto reakéni bariéry jsou aproximovény relativni energii intermedidtu viiéi Michaelisové
komplexu. WT znaci GCPII divokého typu, E424 A mutantni formu Glu424Ala, N519D mutantni formu Asn519Asp
a Y700F mutantni formu Tyr700Phe. 4H znaci ptispévek parti¢ni funkce k entalpii (se zapoctenim ZPVE), korekce
k této hodnoté viz kapitola 3.3.1. Celkova energie odpovida vypoctené entalpické bariéfe reakce, celkové energie
vychazejici z funkcionalu B3LYP jsou pak zvyraznény tuénym fontem.

T geometrie a vypoctena QM/MM energie GCPII divokého typu pievzata z [Klusak 2009].

B3LYP/TZVP WT' E424A N519D Y700F
QM energie 283 27.9 26.5 22.8
MM energie -2.23 1.28 2.35 5.64
AZPVE 1.7 1.2 0.5 0.5
AH 1.0 2.0 0.2 -0.2
QM/MM energie 26.17 29.2 28.9 28.5
QM/MM energie + ZPVE 27.8 30.4 293 28.9
QM/MM energie + AH 27.1 31.2 29.0 28.3
oprava k AH -1.8 -2.4 -1.2 -0.6
celkova energie 25.3 28.8 27.8 27.7
TPSS/TZVP WT E424A N519D Y700F
QM energie 21.2 24.1 21.5 17.8
QM/MM energie 19.0 253 239 23.4
QM/MM energie + ZPVE 20.6 26.5 243 23.9
QM/MM energie + AH 20.0 274 24.0 23.2
celkova energie 18.2 25.0 22.8 22.6
PBE/TZVP WT E424A N519D Y700F
QM energie 20.2 23.8 20.8 17.7
QM/MM energie 18.0 25.1 23.2 233
QM/MM energie + ZPVE 19.7 26.3 23.6 23.8
QM/MM energie + AH 19.0 27.1 233 23.2
celkova energie 17.2 24.7 22.1 22.6
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Tabulka 7. PribliZna hodnota reakéni bariéry Stépeni N-Ac-Asp-Glu enzymem GCPII a jeho mutantnimi
formami v riznych modelech okoli véetné vlivu disperze.

Hodnoty bariér uvadéné v kcal.mol™! jsou zde aproximovéany relativni energii intermediatu vii¢i Michaelisové
komplexu (diskuse viz text) QM systému umisténého v riznych modelech okoli.

Levy sloupec udava model okoli QM systému, pfi¢emz vSechny hodnoty byly vypocteny na urovni teorie
PBE/TZVP. Pole bodovych naboji odpovida pivodnimu QM/MM modelu, pro tento model byl vypocten také vliv
empirické disperze.

T geometrie QM systému GCPII divokého typu pievzata z [Klusak 2009].

PBE/TZVP WT' E424A N519D Y700F
bodové naboje 20.2 23.8 20.8 17.7
bodové naboje, disperze 6.8 13.1 10.1 6.1
vakuum 22.1 26.0 20.9 20.1
COSMO g =4 21.0 239 19.0 19.5
COSMO g =0 20.4 22.9 17.9 19.2

4.3. Modelovani reakéniho mechanismu pomoci klastrovych modeli

Pro modelovani reakéniho mechanismu byl vytvofen alternativni klastrovy model
aktivniho mista GCPII umistény ve vakuu. Pro posouzeni spolehlivosti tohoto modelu
v zavislosti na velikosti systému, byly vytvoteny tfi razn¢ velké modely, systém S obsahoval 78
atomd, systém M 197 atomu a systém L 297 atomu. Nejmensi systém zahrnoval kromé dvou
zinecnatych iontl a na né vdzaného hydroxidu pouze prvni koordina¢ni sféru zine¢natych iontd,
zmenSeny model substratu (N-Ac-Ala-Ala) a katalyticky zbytek Glu424. Ve sttednim systému
byl zahrnut cely substrat N-Ac-Asp-Glu a vétSina postrannich fetézcli s nim interagujicich. Do
nejvetSitho systému bylo zahrnuto nékolik dalSich postrannich fetézcl interagujicih s
aminokyselinami zahrnutymi ve stfednim systému a také Casti peptidové patete, tak aby se
zamezilo arteficidlnimu pohybu nékterych postrannich fetézcli béhem geometrické optimalizace.

Pocate¢ni optimalizace probihaly s fixovanymi krajnimi atomy, takto byla ptiblizné
zahrnuta sterickd omezeni dand zbytkem proteinu (ktery zde neni explicitné uvazovan) na
pohybu téchto atomil. Pro posouzeni sterick¢ho pnuti, vzniklého timto postupem byly nasledné
vSechny struktury pieoptimalizovany bez jakychkoliv omezeni. Za nejspravnéj$i model byl
povazovan nejvetsi systém optimalizovany s fixovanymi krajnimi atomy, ostatni systémy s nim
byly porovnavany.

Pfi modelovéni reakéni bariéry bylo stejné jako u QM/MM modelu predpokladéno, ze
reakéni meziprodukt lezi energeticky velmi blizko tranzitnim staviim a proto byla celkova
reakéni bariéra aproximovana relativni energii intermediatu oproti Michaelisovu komplexu.

Modelovany tak byly pouze Michaelisiiv komplex a intermediat, pouze pro nejmensi systém S
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byly vyhledany i oba tranzitni stavy (popsdno v nasledujici kapitole). Atom kysliku O na
postrannim fetézci Glu424 byl opét uvazovan protonovany, pro nejvetsi systém L byla posléze
namodelovana pfibliznd reakéni kooordindta bez protonu na Glu424 (kapitola alternativni
reakéni mechanismus). Oznaceni atoml pouzivanych zde a dale v textu odpovida obrazku 10 v

piedchozi kapitole.

4.3.1. Geometrie

Struktury optimalizované s fixovanymi krajnimi atomy

Optimalizovana struktura Michaelisova komplexu systému L velmi dobie reprodukuje
krystalovou strukturu GCPII (PDB kod 3BXM), ze které byl tento model vytvofen, nejvétsi
rozdil spocival v rotaci postranniho fetézce Asn257. PteloZeni obou struktur je pak na
obrazku 12. Oproti QM/MM modelu je velky rozdil v poloze Glu424, ktery se ptiklani
k hydroxidu koordinovanému zine¢natymi ionty a vytvari s nim dvé vodikové vazby, ¢imz se
ponékud vzdaluje od karbonylového kysliku Gly518. Toto je charakterizovano vzdalenosti
Oon...0: pouhych 2,7 A (oproti 3,7 A v krystalové struktuie s prazdnym aktivnim mistem 200T
[Bafinka 2007] a 4,8 A v QM/MM modelu) a krat§i vzdalenosti Og...N v porovnani
s QM/MM (3,3 A oproti 4,5 A, aviak 2,7 A v krystalové struktufe s navazanym glutamatem
2C6G [Mesters 2006]). Naopak vzdéalenost Ox,...Ogsis se oproti QM/MM prodlouzila z 2,9 A na
3,7 A (3,4 A ve strukturach 200T a 2C6G). Vybrané meziatomové vzdalenosti tohoto modelu,
modelu alternativniho reakéniho mechanismu s deprotonovanym Glu424 v Michaelisove
komplexu, QM/MM modelu reakéniho mechanismu a krystalové struktury neaktivni formy
GCPII s navazanym substratem v aktivnim misté (PDB kod 3BXM) jsou uvedeny v tabulce 11
v kapitole 4.3.4.

Optimalizovana struktura systému M se v geometrii aktivniho centra od systému L liSila
jen velmi malo, avSak geometrie nejmensiho systému S se liSila velmi vyrazné v poloze
substratu, coz lze pficist pfedevsim tomu, Ze zde chybi jakékoliv interakce proteinového okoli se
substratem (kromé dizinkového centra a Glu424). Rozdily mezi jednotlivymi strukturami nejlépe
ilustruji vzdalenosti Glu424 Ou..Npe (3,3 A v systému L; 3,5A v systému M a 46 A v
systému S) a Oop...Cpept (2,9 A v systému L; 2,9 A v systému M a 3,6 A v systému S).

Struktury optimalizované bez fixovani krajnich atomt

Uvolnéni krajnich atomt pii geometrické optimalizaci vedlo u vSech systémi k
vyraznym strukturnim zménam, které jsou u Michaelisova komplexu opé€t nejlépe ilustrovany
vzdalenostmi Glu424 Og.. Npep (3,4 A v systému L; 3,3 A v systtmu M a 4,2 A v systému S) a
Oo...Cpept (3,1 A v systému L; 3,6 A v systému M a 4,1 A v systému S). Geometrie obou
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zineCnatych iontli s navazanym hydroxidem ziistala v Michaelisové komplexu u vsech ti
systéml stejnd, zatimco v intermediatu se zmenSujicim se systémem postupné z mistkového
hydroxidu stdval termindlni, vdzany pouze atomem Zn,. Je vidét jasna tendence zmenSovani
rozdili mezi strukturami optimalizovanymi obéma zplsoby se zvySujicim se poctem atomil
modelu. U nejvétsSiho systému L pak jediny vyraznéjsi rozdil spociva v odklonu Gly518, ktery
lezi na okraji tohoto systému, z aktivniho mista (0 0,6 A v piipadé vzdalenosti Ox...Ogs1s).

Porovname-li zmény v polohach atomt, které¢ byly v piivodni optimalizaci fixovany a
nasledn& uvolnény, vyjdou ndm r.m.s.d. hodnoty 1,67 A (Michaelistiv komplex, MC) a 1,00 A
(intermediat, INT) pro systém S; 2,16 A (MC) a 2.28 A (INT) pro systém M; 1,40 A (MC)
a 1,12 A (INT) pro systém L. Tyto hodnoty nazna¢uji, e na okrajich systému L dochézi k
mens$im zméndm nez u systému M. Malé hodnoty r.m.s.d. u systému S Ize vysvétlit tim, ze se
jednalo pouze o C, atom Glu424 a uhlikové atomy postrannich fetézcli aminokyselin
koordinujicich zine¢naté ionty, které v dusledku interakce s kovy nemaji pfiliSnou volnost
pohybu, vyrazny posun substratu se v téchto hodnotach nepromitne, nebot’ u n¢j nebyly fixovany
zadné atomy. Porovnani aktivnich center systému S a systému L ziskanych omezenou ¢i volnou
optimalizaci je zndzornéno na obrazku 13.

Karboxylové skupiny postrannich fetézcti aspartitu a glutamatu substratu byly ve
vyslednych strukturdch protonovany (proton na né pieSel z guanidiniové skupiny Arg536
a aminoskupiny Lys699), coz lze pficist jejich poloze u okraje klastrového modelu, kde je
ptvodné polarni okoli proteinu nahrazeno z velké casti vakuem, ve kterém jsou separované

naboje velmi nestabilni.
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Obriazek 12. Porovnani krystalové struktury Glu424Ala GCPII a klastrového modelu GCPII divokého typu
(systém L optimalizovany s fixovanymi krajnimi atomy).

Atomy uhliku a zinku krystalové struktury Glu424Ala formy GCPII (PDB kod 3BXM [Klusak 2009]) jsou
znazornény modre, molekuly vody cervenou kulickou, mistkovy hydroxid pak ¢ervenou kulickou s hvézdickou.
Atomy uhliku a zinku klastrového modelu systému L (s fixovanymi krajnimi atomy) jsou znazornény zelen¢,
mistkovy hydroxid pak oranzovou kulickou s hvézdi¢kou, Arg534 nebyl v tomto modelu zahrnut. Dulezité
interakce proteinu se substratem jsou zvyraznény teCkované, His377 a Asp453 koordinuji zine¢naty iont Zn2,

Glu425 a His553 zine¢naty iont Znl a Asp387 oba tyto ionty.
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Obriazek 13. Porovnani geometrii aktivniho mista systéma S a L optimalizovanych s fixovanymi krajnimi
atomy a zcela uvolnéné (bez fixovani atomi).
Zelenou barvou jsou znazornény struktury optimalizované s fixovanymi atomy, modrou barvou struktury
optimalizované bez jakychkoliv omezeni. Ze substratu je ty¢inkovym a kulickovym modelem znazornéna pouze
$tépena peptidova vazba, zbytek je znazornén pouze tenkymi ¢arami, stejné jako postranni fetézce koordinujici oba
zinecnaté ionty (His377 a Asp453 koordinujici Zn2, Glu425 a His553 koordinujici Zn1 a Asp387 premost'ujici oba
kovy), které jsou znazornény kulickami. Atomy uhlikd, které byly béhem omezené optimalizace fixovany, jsou
oznaceny hvézdickou. Interakce mezi hydroxidem piemost’ujicim zine¢naté ionty a karboxylovou skupinou Glu424
jsou znazornény teckovang.
(A) U Michaelisova komplexu systému S byla poloha substratu vyrazné odlisSna od vétsich systémit M a L jiz po
optimalizaci s fixovanymi krajnimi atomy. Po jejich uvolnéni lze pozorovat velké geometrické zmény u postrannich
fetézcl Asp453 a His553. (B) Rozdily mezi strukturami intermediatu systému S optimalizovanymi obéma zptsoby
byly podstatné mensi nez v ptipadé Michaelisova komplexu. (C) Rozdily u Michaelisova komplexu systému L
spoCivaly predev§im v posunu His377 a Asp453 a jimi koordinovaného zine¢natého iontu Zn2. (D) Intermediat
systému L.
U obou struktur systémt L je zietelné, ze geometrie t€ch aminokyselin, které byly spojené peptidovou patefi
(Glu424 a Glud25, Gly518 a Asn519 spojené dale s Asp520, ktery neni znazornén) se po uvolnéni fixovanych

atomu témeéf nezmeénila, na rozdil od aminokyselin reprezentovanych pouze jejich postrannimi fetézci.
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4.3.2. Reak¢ni koordinata

Zde popisované struktury Michaelisova komplexu a intermediatu systému L vznikly
optimalizaci s fixovanymi krajnimi atomy, znaceni atomii v textu odpovida obrazku 10
v kapitole 4.2.

Ve struktufe Michaelisova komplexu tvoii -NH skupina Stépené peptidové vazby
substratu vodikovou vazbu s karbonylem Gly518, zatimco Glu424 tvoti dvé vodikové vazby
s hydroxidovym aniontem, jehoZ kyslik se nachazi ve vzdalenosti 2,9 A od atomu uhliku Cpep.
Ke vzniku stabilniho intermedidtu vede nukleofilni ttok hydroxidového kysliku na zminény
uhlikovy atom Cpe, za soucasného odklonéni atomu kysliku Oy pattici Glu424 a preneseni
protonu nachazejiciho se na tomto atomu na atom dusiku Ny, ktery je tak stabilizovan v novém
pyramidalnim uspotadani. Proton, ktery byl v Michaelisové komplexu soucasti hydroxidového
aniontu se prenese na atom Oy residua Glu424. Vznikly stabilni intermediat je charakterizovan
sp> hybridizaci na Cpey i Npe @ prodlouzenim peptidové vazby z 1,33 A v Michaelisové
komplexu na 1,59 A v disledku ztraty &asteéné dvojitého charakteru. Detaily aktivniho mista

obou struktur jsou spolu s vybranymi meziatomovymi vzdalenostmi zndzornény na obrazku 14.

A
Gly518

R,

Michaelistiv komplex Intermediat

Obrizek 14. Struktury Michaelisova komplexu a intermediatu klastrového modelu GCPII (systém L s
fixovanymi krajnimi atomy).

Zinecnaté kationty jsou znazornény Sedymi kulickami. Aminokyselinové zbytky Glu424, Gly518, Asn519, Tyr552
a hydroxidovy aniont vazany zinecnatymi kationty jsou znazornény tyCinkovym a kulickovym modelem. Ze
substratu N-Ac-Asp-Glu je ty¢inkovym a kulickovym modelem znazornéna pouze §té€pend peptidova vazba, zbytek

je znazornén tenkymi ¢arami. Vzdalenosti jsou uvadény v angstromech.

4.3.3. Reakéni bariéra
Na vyslednych strukturdch vSech zminénych modelt byly vypocteny relativni energie
intermediatu vici Michaelisovu komplexu na trovni PBE/TZVP, TPSS/TZVP a B3LYP/TZVP,

kterymi byla aproximovana reak¢ni bariéra. Hodnota entalpické bariéry byla ziskana zapoctenim
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ZPVE a entalpického ptispévku particni funkce k B3LYP/TZVP energii. Jelikoz se obdobné jako
u QM/MM modelu objevilo n¢kolik meékkych imaginarnich vibra¢nich modi (ptredevsim u
struktur optimalizovanych s fixovanymi krajnimi atomy, ojedinéle i u struktur optimalizovanych
zcela uvolnéné), byl jejich ptispevek k entalpii zahrnut stejné jako u QM/MM v korekci k AH
(pro systém L byly vypocteny pouze energie, nebot’” vypocteni hessianu pro tento systém bylo
mimo nase vypocetni moznosti). Vysledné B3LYP bariéry u systému s fixovanymi krajnimi
atomy vykazovaly asymptoticky klesajici tendenci se zvétSujicim se modelem, hodnota reakéni
bariéry potencidlni energie pro nejvétsi model byla 17,2 kcal.mol”, coZz bylo pouze o
3,7 kcal.mol™ méné& nez v pfipadé nejmensiho systému. Bariéry vypoctené PBE funkcionalem se
s velikosti systému prakticky neménily a zistavaly na hodnoté okolo 13 kcal.mol™” (shrnuto v
tabulce 7). Naproti tomu nelze pozorovat zddnou tendenci velikosti reakéni bariéry v zavislosti
na rozsahu modelu u systémi optimalizovanych zcela volné, pfi¢emZ bariéry vypoctené¢ B3LYP
se pohybovaly okolo 20 kcal.mol™ (shrnuto v tabulce 8).

Vliv empirické disperze a vliv solvatace modelovany pomoci COSMO (pii zvolené
dielektrické konstant¢ 4 napodobujici zprimérovany vnitiek proteinu) byl zapocitan na
PBE/TZVP trovni. VSem systémim je spoleCnd velkd stabilizace intermediatu oproti
Michaelisové komplexu zohlednénim empirické disperze (o 6-9 kcal.mol™). Stejné tak
pfitomnost modelového polarizovatelného kontinua v okoli klastrového modelu vede ke sniZeni
relativni energie intermedidtu, pficemz tento efekt se stavd méné vyznamnym se zvetSujici se
velikosti systému (pro nejvétsi systém L a dielektrickou konstantu rovnou nekonec¢nu se jedna o
1,4 kcal/mol v ptipadé omezené optimalizace a 5,4 kcal.mol™ v piipadé uvolnéné optimalizace).

Jednotlivé hodnoty reakénich bariér shrnuji tabulky 7 a 8.
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Tabulka 8. Reak¢ni bariéry pro rizné velikosti klastrového modelu optimalizovaného s fixovanymi krajnimi
atomy.

Systém S znacdi nejmensi model, systém M stiedni model a systém L nejvétsi model. Hodnoty energii odpovidaji
relativnim energiim intermediatu oproti Michaelisovu komplexu a jsou udavéany v kcal.mol ™. Pouzity funkcional je
uveden v levém sloupci, baze atomovych orbitalt byla vzdy TZVP. Disperze znaéi zapocéteni empirické disperze a u
vypoctl se zapoctenim solvatace modelu pomoci COSMO je uvedena hodnota dielektrické konstanty €. AZPVE
znaci prispévek vibracni energie nulového bodu, 4H pak soucet entalpického pfispévku parti¢ni funkce a AZPVE.

Oprava k 4H ptiblizn¢ kompenzuje chybu vzniklou pfitomnosti n€kolika malych imaginarnich vibra¢nich modu.

Omezena optimalizace Systém S Systém M Systém L

PBE 12.8 13.3 13.2
PBE + disperze 3.07 8.12 7.20
PBE, COSMO, ¢ =4 10.5 9.29 12.4
PBE, COSMO, ¢ = o 8.74 6.79 11.8
TPSS 12.9 12.0 12.5
B3LYP 20.9 18.7 17.2

AZPVE -0.2 -0.2 -

AH -1.0 -0.4 -

oprava k AH 0.0 -0.6 -
entalpie 19.9 17.7 17.2

Tabulka 9. Reakéni bariéry pro rizné velikosti klastrového modelu optimalizovaného zcela uvolnéné.

Systém S znaci nejmensi model, systém M stfedni model a systém L nejvétsi model. Hodnoty energii odpovidaji
relativnim energiim intermediatu oproti Michaelisovu komplexu a jsou udavany v kcal.mol™. Pouzity funkcional je
uveden v levém sloupci, baze atomovych orbital byla vzdy TZVP. Disperze znaci zapocteni empirické disperze a u
vypoCtl se zapoctenim solvatace modelu pomoci COSMO je uvedena hodnota dielektrické konstanty €. AZPVE
znaéi prispévek vibraéni energie nulového bodu, AH pak soucet entalpického ptispévku parti¢ni funkce a AZPVE.

Oprava k 4H pfiblizn¢ kompenzuje chybu vzniklou pfitomnosti n€kolika malych imaginarnich vibra¢nich modu.

Uvolnéna optimalizace Systém S Systém M Systém L

PBE YaA V¢ o YA
PBE + disperze AR 1A IN%
PBE, COSMO, ¢ =4 Vet 1.9 V¢4
PBE, COSMO, ¢ = Yo v 1.9 A
TPSS Y.0 ‘YA YA
BYLYP YY) YWY Yy 4

AZPVE Y4 YA -

AH Y A RV -

oprava k AH -+ 1 -
entalpie Y.y Yo Y\.4
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4.3.4. Alternativni reakéni mechanismus

Na zaklad¢ struktur systému L (s fixovanymi krajnimi atomy) jsem se pokusil
namodelovat alternativni reakéni mechanismus, liSici se protona¢nim stavem Glu424. Zatimco
doposud bylo predpokladano, ze Glu424 je na pocatku reakce protonovan na O, atomu, zde byl
modelovan v deprotonovamém stavu. Kromé Michaelisova komplexu byly nalezeny dva stabilni
meziprodukty a byl ucinén pokus o popis pfiblizné reakéni bariéry mezi t€émito dvéma stavy.
Pouzivana oznaceni atomu dale v textu odpovidaji obrazku 10 v kapitole 4.2.

Geometrie Michaelisova komplexu se oproti struktufe s protonovanym Glu424 lisi
predevSim polohou Glu424, coz je dano tim, Ze po ztraté protonu jiz nemize karboxylova
skupina Glu424 tvofit dvé vodikové vazby s hydroxidem koordinovanym zinecnatymi ionty.
Misto toho slouzi O, této skupiny jako akceptor vodikové vazby -NH skupiny $tépené peptidové
vazby substratu na ukor karbonylové skupiny Gly518. Vezmeme-li jako referenci krystalovou
strukturu GCPII s navazanym glutamdtem (i) (PDB kod 2C6G [Mesters 2006]), tak model
alternativniho reakéniho mechanismu (ii) popisuje 1épe nez model s protonovanym Glu424 (iii)
vzdalenosti Oop...0: (3,5 A {i} versus 2,7 A {ii}; 3,4 A {iii} v 2C6G) a Oy...Nyep (2,7 A versus
3,3 A; 2,7 A v2C6G), zatimco vzdalenost Ogsis...Npept (3,3 A versus 2,8 A; 2,9 A v 2C6G) hiife.
QM/MM model pak tyto vzdalenosti popisuje zcela odlisSn€, napiiklad vzdalenost Oop...O
popisuje jinak i v porovnani s dalSimi krystalovymi strukturami 200T [Batinka 2007b] ¢i 3BHX
[Batinka 2008]. Problém ale spoc¢iva pravé ve vybéru referencni struktury, nebot’ neni zadna
krystalova struktura GCPII divokého typu s navdzanym substratem v aktivnim misté
a aminoskupina glutamétu vazaného ve struktufe 2C6G méa mnohem véEtSi moZnosti tvorby
vodikovych vazeb nez -NH skupina planarni peptidové vazby. Vybrané vzdalenosti vSech tii
modell a krystalové struktury Glud424Ala formy GCPII s navazanym substratem v aktivnim

misté (pdb kod 3BXM [Klusak 2009]) shrnuje tabulka 11.

4.3.4.1. Reakcni koordinata a reakcni bariéra

Ve struktute Michaelisova komplexu (viz obrazek 15) je peptidova vazba orientovana tak,
7e vzdalenost mezi atomem kysliku Oon a uhliku Cpey, ktery je zminénym atomem kysliku
nukleofiln& napadan, je pouhych 2,7 A. Adice atomu kysliku Oon na atom Cpe ma za nasledek
zménu hybridizace atomll Cpep i Npept Z Sp° na sp’, pricemz O, atom karboxylové skupiny Glu424
extrahuje proton ztohoto kysliku. Vodikovy atom -NH skupiny piivodné planarni peptidové
vazby se pfiklani k O, atomu karboxylové skupiny Glu424 a tvofi s nim vodikovou vazbu
(stabilni intermediat 1). Pro rozStépeni peptidové vazby je vSak jeSté nutné pienést proton

nachazejici se na O kysliku na Ny To je mozné tak, Ze se vodikovy atom na Ny, odkloni od
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O atomu a zéarovein dojde k rotaci karboxylové skupiny Glu424 tak, ze se O atom i s vodikem
dostane do blizkosti Ny, coz vede ke vzniku dalsiho stabilniho intermediatu 2. Predpokladame,
ze prodlouzeni peptidové vazby v této struktuie povede k preskoceni vodiku na peptidovy dusik
a k disociaci peptidové vazby (tento posledni krok reakce jiz nebyl modelovan). Jelikoz cesta od
intermediatu 1 k intermediatu 2 je pomérné slozita, tak jsem se pokusil odhadnout energetickou
bariéru pro pieklopeni vodiku na peptidovém dusiku. Pfi modelovani riznych orientaci tohoto
vodiku bylo zjisténo, ze zadné bariéra pro tento jev neni, pravdépodobné v dasledku tvorby
vodikové vazby s karbonylovym kyslikem Gly518 v planarni konformaci -NH skupiny. Cela
rotace probihd proti gradientu energie, pro ilustraci energetického profilu byla namodelovana
strukturu s planarni -NH skupinou (intermediat 1b) a struktura s vodikem zcela odklonénym od
Oy atomu (intermediat 1c). Nejedna se tedy o struktury v minimu, ale o mezistavy, které vedou k
intermediatu 2. Energeticky profil rotace karboxylové skupiny Glu424 nebyl zatim prozkouman.
Z délky peptidové vazby 1,43 A v intermediatu 1 a 1,51 A v intermediatu 2 je vidét, Ze je tato
vazba pevnéj$i nez v piipad¢ intermediatu reakéniho mechanismu s protonovanym Glu424
(délka peptidové vazby 1,59 A). Detaily aktivniho mista jednotlivych struktur v priib&hu reakce
jsou znazornény na obrazku 15.

Na vyslednych strukturach byly vypocteny energie na urovni PBE/TZVP, relativni
energie oproti struktufe Michaelisova komplexu shrnuje tabulka 10. Vysledna reakéni bariéra
nejméné 27,7 kcal.mol™ je o vice nez 14 kcal.mol™ vyssi nez v piipadé stejného modelu, lisiciho

se pouze pritomnosti protonu na karboxylové skupiné Glu424.

Tabulka 10. Relativni energie geometrii vznikajicich v priabéhu reakéniho mechanismu GCPII
s deprotonovanou karboxylovou skupinou Glu424 v Michaelisové komplexu.
Energie jsou uvadény v kcal.mol”, PBE/TZVP zna&i troven teorie pro vypocet energii. MC zna¢i Michaelistiv

komplex, INT1 intermediat 1, INT1b intermediat 1b, INT1c intermediat 1c a INT2 intermediat 2.

MC INTI INT1b INTIc INT2
PBE/TZVP 0,0 18,6 24,4 27,7 15,0
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Gly518

Glu424

Michaelisliv komplex Intermediat 1

Gly518

Intermediat 1b Intermediat 1c

Intermediat 2

Obriazek 15. Reakéni koordinata klastrového modelu GCPII (systém L s fixovanymi krajnimi atomy)
s deprotonovanou karboxylovou skupinou Glu424 v Michaelisové komplexu.

Zinecnaté kationty jsou znazornény Sedymi kulickami. Aminokyselinové zbytky Glu424, Gly518, Asn519, Tyr552
a hydroxidovy aniont vazany zinenatymi kationty jsou znazornény tyCinkovym a kuliCkovym modelem. Ze
substratu N-Ac-Asp-Glu je ty¢inkovym a kulickovym modelem znazornéna pouze §té€pend peptidova vazba, zbytek

je znazornén tenkymi ¢arami. Vzdalenosti jsou uvadény v angstromech.
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Tabulka 11. Porovnani vybranych vzdalenosti mezi QM/MM a klastrovymi modely a krystalovou stukturou.

Vzdalenosti jsou udavany v angstromech, ,,3BXM* je PDB kdd krystalové struktury Glu424Ala formy GCPII
s navazanym substratem v aktivnim misté [Klusak 2009], ,,systém L znaci nejvétsi klastrovy model optimalizovany
s fixovanymi krajnimi atomy, ,,Alt. mechanismus® stejny model s deprotonovanym Glu424 a ,,QM/MM* pak
QM/MM model GCPII divokého typu. Znaéeni atomd, stejné jako ocislovani jednotlivych vzdalenosti v levé ¢asti
tabulky odpovidéa znaceni na obrazku 10 v kapitole 4.2. Kurzivou jsou uvedeny vzdalenosti tykajici se dvou molekul

vody nahrazujici Glu424 v Glu424Ala mutantni formé¢ GCPII, tu¢né jsou pak uvedeny vzdalenosti diskutované v

textu.
3BXM Systém L Alt. mechanis mus QM/MM
1 Ooi-O0., 2.9 2.71 2.61 3.23
2 Oou-O,, 4.4 2.66 3.53 4.80
3 O.-Npepe 4.8 3.27 2.69 4.46
4 0,-Ogs1s 4.2 3.66 3.22 2.92
5 Ogs15-Npept 2.9 2.84 3.31 3.21
6 CN vazba 1.3 1.33 1.34 1.37
7 CO vazba 1.2 1.27 1.27 1.24
8 OH-C, 2.7 2.86 2.73 2.83
9 n,-0,,,, 2.6 2.36 3.01 3.49
10 Zn,-7n, 33 3.39 3.28 3.36
11 7n,-O,y 2.0 2.04 1.92 2.20
12 7n,-O,y 2.0 2.02 1.95 2.18
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4.4. Porovnani DFT a ,,post-SCF* metod na malych klastrovych modelech

V tomto oddile byla pro nejmensi klastrovy model GCPII domodelovana kompletni
reakcni cesta véetné tranzitnich stavi. Energie vyslednych struktur byla vypoctena nejen pomoci
DFT a rGznych funkcionalli, ale také pomoci Hartreeho-Fockovy metody a ,,post-SCF* metod
RIMP2 a RICC2 [Hattig 2000]. Cilem bylo nejenom urcit hodnotu reak¢ni bariéry GCPII v
tomto modelu, ale také ziskat porovnani s referenéni ab initio metodami, pfiCemz pro
pokrocilejsi metody typu CCSD(T) je tento model bohuzel stale ptilis velky.

Pro srovnani DFT s referen¢nimi vypocty na vice modelech byly pievzaty struktury
malého klastrového modelu reakéniho mechanismu dinukledrni zinkové aminopeptidasy
z Aeromonas proteolytica (AAP) patiici do stejné tfidy peptidas M28 [Rawlings 2008] jako
GCPII a vypoctena reakéni bariéra stejnymi metodami jako u modelu GCPII. Jako dalsi
referenéni systém byl zvolen maly klastrovy model reakéniho mechanismu bakterialni

monozinkové peptidasy thermolysinu, ktery byl vytvotfen podle [Blumberger 2007].

4.4.1. Glutamatkarboxypeptidasa II

Vysledné struktury Michaelisova komplexu, intermedidtu, produktu a obou tranzitnich
stavll jsou zndzornény na obrazku 16. Struktury tranzitnich stavli nebyly dooptimalizovany az do
uplné konvergence, nebot' fixovani krajnich atomi modelu velmi vyrazné zpomaluje
konvergenci optimalizace do tranzitnitho stavu. AvSak zména energie pii poslednich
optimaliza¢nich krocich byla pomé&mé mala (3-10° Hartree) a také jsem ukazal, ze manipulace
strukturdm nachéazejicim se na odliSné strané bariéry. Z téchto divodi jsem tyto struktury
povazoval za dobré pfiblizeni obou tranzitnich stavli. Znaceni atoml pouzité¢ v ndsledujicim
textu odpovida znaceni na obrazku 10 v kapitole 4.2.

Prvnim krokem reakce je nukleofilni utok atomu kysliku hydroxidu (Oon) vazaného
zineCnatymi ionty na atom uhliku Stépeni peptidové vazby (Cpep). To je spojeno s odklonénim
protonovaného atomu kysliku O, Glu424 od zminéné¢ho atomu Oogu, se kterym plvodné tvofil
vodikovou vazbu, smérem k dusiku Stépené peptidové vazby (Nye). Tranzitni stav 1 je pak
charakterizovan normalnim vibraénim médem o frekvenci 408i cm™, ktery je spojen se zmé&nou
Oon...Cpept vzdalenosti a preskokem protonu z O, na Nye. Geometrie Ny odpovida v této
struktuie sp® hybridizaci, geometrie Cpen 0dpovida pfechodu mezi sp* a sp’ hybridizaci. Délka
peptidové vazby je v této struktute 1,44 A oproti 1,34 A ve struktuie Michaelisova komplexu,
Oon...Cpept vzddlenost je pak 2,00 A. ProdlouZeni této vzdalenosti o 0,1 A vedlo po minimalizaci

geometrie ke struktufe Michaelisova komplexu, zatimco jeji zkraceni o 0,1 A vedlo ke struktuie
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intermediatu. Ten je charakterizovan kovalentni vazbou mezi Oon a C,e, pfenesenim protonu z
O« na Ny a také protonu z Oon na Og. Peptidova vazba se v této struktute dale prodlouzila na
1,56 A. Tranzitni stav 2 vedouci k disociaci peptidové vazby je charakterizovan vibraénim
modem o pomérné malé frekvenci 66i cm™. Tento mdd je spojen s natahovanim peptidové vazby,
jejiz délka je 2,61 A a pieklapénim karboxylové skupiny Glu424 tak, Ze se protonovany kyslik
karboxylové skupiny Glu424 O, vzdaluje od Oon a pfiblizuje Ny PTi dal$Sim vyvoji systému
smérem k produktu reakce (rozstépeni peptidové vazby) pfechdzi proton z O na Ny
a stabilizuje tak volny elektronovy par na atomu dusiku.

Pti hledani struktury tranzitniho stavu 2 pouhym prodluzovanim délky peptidové vazby
se nepodafilo nalézt zadné energetické maximum, dokonce i pii separaci 4 A mezi Ny @ Cpepe S€
systém pii optimalizaci vracel do struktury intermediatu. Pfiblizna struktura tranzitniho stavu 2
byla nalezena az metodou vyuZzivajici lokalni hessian (podrobnosti viz kapitola 3.3.3.). Tato
struktura se vyznaCovala odklonem protonovaného atomu O patiici Glu424 od atomu kusliku
Oon (znaceni atomil viz obrazek 10 v kapitole 4.2.1.) a pfiklonu k peptidovému dusiku N
Interakce mezi protonem na atomu O, a atomem dusiku Ny je pak zasadni pro stabilizaci
produktu. Tato pfiblizna struktura byla dale optimalizovana. Minimalizace nalezené struktury
vedla ke struktufe intermediatu. Produkt reakce byl posléze ziskan zvétSenim vzdalenosti
Npepte--Cpept 0 0,2 A, preoptimalizovanim postranniho fetézce Glu 424 pii zafixovéani poloh téchto
dvou atomti a nasledné optimalizaci polohy i obou zminénych atomtl. Minimalizace struktur
odvozenych od tranzitniho stavu manipulaci Npep...Cpepe vzdalenosti se vyznacovala velmi
malymi zménami energie béhem prvnich nékolika desitek optimaliza¢nich kroka (plati pro
optimalizace sméfujici do intermediatu i do produktu), fddové 1:10° Hartree, coZ naznaluje
velmi plochy tvar hyperplochy potencidlni energie pro tyto struktury.

Energie téchto struktur byla pfepoctena pomoci DFT s pouzitim funkcionald PBE, TPSS
a B3LYP a raznych bazi atomovych orbitald, stejné tak jako pomoci HF, RIMP2 a RICC2. Vliv
empirické disperze byl také zohlednén. Elektrostatické plisobeni proteinového okoli bylo
priblizn¢ zapocteno pomoci modelu COSMO. Na zaklad¢ vypoctenych hessiant byla stejnym
zpusobem jako u QM/MM a ostatnich klastrovych modelt vypoctena také zména entalpie v
prubéhu reakce (hessian na urovni PBE/SVP a energie na urovni B3LYP/QZVP). Relativni
energie tranzitnich stavl, intermedidtu a produktu vic¢i Michaelisovu komplexu shrnuje
tabulka 12, entalpicky profil reakce vypocteny metodou B3LYP/TZVP pak shrnuje tabulka 13.

Nejméné stabilni strukturou byl podle DFT vypocta tranzitni stav 1, jehoz B3LYP/QZVP

energie byla o 23,1 kcal vysSi nez energie Michaelisova komplexu. Bariéra na urovni
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TPSS/QZVP byla o 0,3 kcal.mol™” nizsi, zatimco PBE/QZVP bariéra o 1,2 kcal.mol”. Zohlednéni
disperze vedlo na B3LYP urovni k relativni stabilizaci (oproti Michaelisovu komplexu)
tranzitniho stavu 1 (TS1) o 11,8 kcal.mol”, intermediatu (INT) o 12,7 kcal.mol”, zatimco
tranzitniho stavu 2 (TS2) o pouhych 1,9 kcal.mol”. Solvatace modelovana pomoci COSMO
vedla pii zvolené dielektrické konstanté &tyii k relativni stabilizaci TS1 o 0,0 kcal.mol”, INT o
2,6 kcal.mol' a TS2 o 4 kcal.mol’'. Referenéni RICC2/TZVP vypolty ve vakuu pak vedly
k reakéni bariéfe 16,8 kcal.mol” (tato bariéra odpovida rozdilu mezi TS2 a INT). Rozdil energie
mezi nejméné stabilni strukturou a Michaelisovym komplexem je v8ak pouhych 11,0 kcal.mol™,

tzn. sniZeni o 10,8 kcal.mol™ oproti metodé DFT(B3LYP)/TZVP.
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Glud24 Glu424

Zn2

Michaelistiv komplex

Glu424

Zn z°"3‘. 7

Intermediat Tranzitni stav 2

Ala

Glu424

Produkt

Obrizek 16. Reakéni mechanismus $tépeni peptidové vazby GCPII zaloZeny na malém klastrovém modelu.

Zinecnaté ionty jsou znazornény Sedymi kulickami. Postranni fetézec Glu424, hydroxidovy aniont a Stépena
peptidova vazba substratu jsou znazornény tyc¢inkovym a kulickovym modelem, zbytek substratu N-Ac-Ala-Ala je

znazornén pouze tenkymi ¢arami. Vzdalenosti jsou uvadény v angstromech.
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Tabulka 12. Energeticky profil §tépeni peptidové vazby GCPII na zakladé malého klastrového modelu.
Relativni energie jsou udavany v kcalmol™. MC zna&i Michaelistiv komplex, TS1 a TS2 tranzitni stavy 1 a 2, INT

intermediat a PROD produkt reakce.

Funkcional Baze Okoli MC TS1 INT TS2 PROD
B3LYP SVP vakuum 0.0 16.2 7.4 17.2 -7.8
B3LYP TZVP vakuum 0.0 21.8 14.3 17.1 -4.4
B3LYP QzvP vakuum 0.0 23.1 16.3 17.5 -3.0

B3LYP, disp. TZVP vakuum 0.0 10.0 1.5 15.2 -7.0
B3LYP TZVP COSMO, =4 0.0 21.8 11.7 13.5 -3.1
B3LYP TZVP COSMO, ¢ = 0.0 21.5 9.7 10.7 -2.1

TPSS SVP vakuum 0.0 16.1 5.6 15.3 -10.3
TPSS TZVP vakuum 0.0 214 12.2 15.3 -6.5
TPSS QzvP vakuum 0.0 22.8 14.4 15.7 -5.0
TPSS, disp. TZVP vakuum 0.0 10.1 0.0 13.4 -9.0
TPSS TZVP COSMO, =4 0.0 214 9.6 11.6 -5.2
TPSS TZVP COSMO, ¢ = 0.0 21.1 7.6 8.9 -4.2
PBE SVP vakuum 0.0 14.5 5.1 16.6 -9.0
PBE TZVP vakuum 0.0 20.5 12.4 16.6 -53
PBE QzvP vakuum 0.0 21.9 14.5 17.0 3.7
PBE, disp. TZVP vakuum 0.0 12.1 32 15.2 -7.1
PBE TZVP COSMO, =4 0.0 20.5 9.8 13.0 -3.9
PBE TZVP COSMO, ¢ = 0.0 20.2 7.8 10.2 -3.0
Metoda Baze Okoli MC TS1 INT TS2 PROD

Hartree-Fock SVP vakuum 0.0 343 19.3 11.2 -11.0

Hartree-Fock TZVP vakuum 0.0 38.8 24.7 11.1 -8.4
RIMP2 SVP vakuum 0.0 11.6 -4.6 13.3 -13.5
RIMP2 TZVP vakuum 0.0 11.6 -4.1 12.2 -11.5
RICC2 SVP vakuum 0.0 7.9 -5.8 12.6 -14.3
RICC2 TZVP vakuum 0.0 7.4 5.8 11.0 -12.3

Tabulka 13. Entalpicky profil Stépeni peptidové vazby GCPII na zakladé malého klastrového modelu.

Relativni energie jsou udavany v kcalmol”. MC zna&i Michaelistiv komplex, TS1 a TS2 tranzitni stavy 1 a 2, INT
intermediat a PROD produkt reakce. AZPVE znaci prispévek vibraéni energie nulového bodu, 4H pak soucet
entalpického pfispévku parti¢ni funkce a AZPVE. Oprava k AH ptiblizné kompenzuje chybu vzniklou pfitomnosti

nékolika malych imaginarnich vibra¢nich moda.

B3LYP/QZVP MC TS1 INT TS2 PROD
energie 0.0 231 16.3 17.5 -3.0
AZPVE 0.0 -2.9 -0.5 -0.7 0.2

AH 0.0 -4.3 -1.7 -3.0 -0.1
oprava k AH 0.0 0.6 0.6 1.8 0.0
entalpie 0.0 19.4 15.3 16.3 -3.0
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4.4.2. Aminopeptidasa z Aeromonas proteolytica (AAP)

Z ptedchozi kapitoly jsme ziskali srovnani metody DFT a metody RICC2 na klastrovém
modelu aktivniho mista GCPII. Abychom ziskali obecnéjsi predstavu o vlivu pouzité metody na
vyslednou reakéni bariéru, tak jsme se rozhodli provést stejné srovnani také na malych
klastrovych modelech dizinkové aminopeptidasy z Aeromonas proteolytica a monozinkové
peptidasy thermolysinu (viz ptisti podkapitola).

Pro struktury malého klastrového modelu reakéniho mechanismu $tépeni peptidové
vazby enzymem AAP pievzaté z [Chen 2008] byly tedy vypocteny energie zcela stejnymi
metodami jako v piipadé malého modelu GCPII v ptfedchozi podkapitole, tyto energie shrnuje
tabulka 14. Hessiany a tudiz ani entalpie nebyly pro tyto struktury pocitany.

Nejméné¢ stabilni strukturou byl v B3LYP/QZVP vypocétech tranzitni stav 2, odpovidajici
reak¢ni bariéfe 17,2 keal.mol ™, pfic¢emz vliv solvatace modelovany pomoci COSMO tuto bariéru
v ptipadé dielektrické konstanty rovné ¢tyfem zvedl pouze o 0,9 kcal.mol™”. Pouziti funkcionald
TPSS a PBE vedlo ke stejnému rychlost ur€ujicimu tranzitnimu stavu, avSak o 5,0 kcal.mol
respektive 6,2 kcal.mol™ niz§i reakéni bariéfe. Zapo&teni disperze vedlo k tomu, Ze rychlost
urcujicim krokem se stal prichod tranzitnim stavem 1 pii aktivaéni bariéfe pouhych
8,9 kcal.mol' v piipadé B3LYP/TZVP vypoétu. Velmi podobné vysledky byly ziskany
referenénim RICC2/TZVP vypoétem, ktery vedl k bariéfe 5,8 kcal.mol”. Lze vypozorovat, Ze
relativni DFT energie se zapocCtenim empirické disperze lezi nékde mezi samotnymi DFT

energiemi a RICC2 energiemi (viz graf 1) stejny trend Ize vypozorovat i u GCPII.

20.0
& B3LYP/TZVP
150  m - B3LYP/TZVP, disp.
. — T~ v
_ - gTRICC2
g 100 —
= °
13 -
Q 5.0 L &=
e .
(=]
M
0.0 v v v v
v v v
v
5.0
MC TSI INTla INT1b TS2 INT2 TS3 INT3 TS4 PROD

Graf 1. Porovnani realtivnich energii reakéni koordinaty klastrového modelu AAP
MC znac¢i Michaelisiv komplex; TS1, TS2, TS3 a TS4 jednotlivé tranzitni stavy; INT1a, INT1b, INT2 a INT3
jednotlivé intermedidty a PROD produkt reakce.
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Tabulka 14. Relativni energie reaké¢ni cesty malého klastrového modelu reakéniho mechanismu AAP.

Energie jsou udavany v kcal.mol'. MC zna¢i Michaelistiv komplex; TS1, TS2, TS3 a TS4 jednotlivé tranzitni stavy;
INT1a, INT1b, INT2 a INT3 jednotlivé intermediaty a PROD produkt reakce. U vypocti metodou DFT jsou pouzité
funkcionaly uvedeny v levém hornim rohu tabulek, v pfipadé ,,post-SCF* metod je pfislusna metoda uvedena v
fadku nad bazemi, disperze znaci zapoCteni empirické disperze.

disperze COSMO, e =4 COSMO, ¢ =x©

B3LYP SVP TZVP QZVP TZVP TZVP TZVP
MC 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TS1 6.3 12.1 12.4 8.9 14.1 15.4

INTIa 3.1 10.2 10.5 6.5 12.3 13.7

INT1b 6.2 14.1 14.8 6.5 15.5 16.4
TS2 7.8 16.2 17.2 7.9 18.1 194
INT2 6.1 133 14.2 52 14.0 14.6
TS3 6.9 14.1 15.2 6.3 14.9 154
INT3 6.4 13.1 13.9 6.2 134 13.6
TS4 6.7 12.5 13.3 6.8 12.8 12.9

PROD -0.3 1.3 1.9 3.5 33 4.6

disperze COSMO, e =4 COSMO, ¢ =x©

TPSS SVP TZVP QZvVP TZVP TZVP TZVP
MC 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TS1 4.2 9.4 9.8 6.4 11.3 12.5
INT1a 2.1 8.1 8.5 4.6 10.2 11.4
INT1b 29 10.2 10.8 2.9 11.4 12.2
TS2 34 11.2 12.2 34 13.0 14.2
INT2 1.6 8.3 9.2 0.6 8.9 9.3
TS3 2.0 8.9 9.8 1.4 9.4 9.8
INT3 1.8 8.2 8.9 1.5 8.4 8.5
TS4 1.9 7.6 8.3 22 7.8 7.9
PROD -1.9 0.2 0.8 23 1.9 3.1

disperze COSMO, ¢ =4 COSMO, ¢ =

PBE SVP TZVP QZvVP TZVP TZVP TZVP
MC 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TS1 3.6 9.5 9.8 7.2 11.3 12.5
INTIa 0.8 7.7 8.0 5.0 9.6 10.9
INTIb 1.9 9.8 10.4 43 10.9 11.7
TS2 1.4 9.9 11.0 4.0 11.7 12.9
INT2 0.2 7.6 8.4 1.8 8.1 8.5
TS3 0.5 7.9 8.9 23 8.4 8.8
INT3 1.2 8.1 8.9 3.1 8.3 8.4
TS4 1.8 7.9 8.7 3.9 8.0 8.1
PROD -0.4 1.6 24 32 33 4.5
HF HF RIMP2 RIMP2 RICC2 RICC2
SVP TZVP SVP TZVP SVP TZVP
MC 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TS1 11.3 16.4 5.1 7.2 3.8 5.8
INT1a 55 11.3 -1.1 0.5 -0.5 0.9
INT1b 11.6 17.9 -3.3 -1.1 -3.2 -1.0
TS2 19.3 25.5 -2.1 -0.1 -2.7 -0.8
INT2 17.0 224 -2.7 -2.3 -3.7 -33
TS3 19.0 24.5 -1.4 -0.9 -2.5 -2.2
INT3 14.9 20.2 -1.5 -0.4 -24 -1.5
TS4 14.7 19.2 0.6 1.7 -1.0 0.0
PROD -3.1 -3.1 -1.5 -1.2 -2.7 -2.1
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4.4.3. Thermolysin

Pro maly klastrovy model aktivniho mista thermolysinu ¢itajici 48 atomtl byly nalezeny
struktury Michaelisova komplexu, intermedidtu a produktu Sté€peni modelového substratu
N-methyl-acetamidu (viz obrazek 17). Tento model byl vytvofen pouze za ucelem porovnani
metod DFT a RICC2, proto nebyly ani hledany tranzitni stavy.

Intermediét reakce vznikd po nukleofilni adici atomu kysliku molekuly vodu na atom
uhliku peptidové vazby a soucasné extrakci protonu z této vody karboxylovou skupinou Glu143.
V této struktufe jsou atomy uhliku i dusiku $t€pené peptidové vazby sp® hybridizovany.
K rozstépeni této vazby vede rotace karboxylové skupiny Glul43. Nasledné pieskoceni protonu
z této skupiny na peptidovy dusik a disociace vazby jiz probiha po spadu gradientu. Tento

reak¢ni mechanismus dobfe souhlasi s mechanismem popsanym v [Blumberger 2007].

A B \

*
Glu166 Glu166

Glu143 Glu143

His142

His146
His142

Michaelistiv komplex Intermediat

C

Glu166 *

Glu143

His146

His142 |

Produkt
Obrazek 17. Reak¢éni mechanismus $tépeni peptidové vazby thermolysinem.
Vzdalenosti jsou udavany v angstromech, fixované atomy b&hem optimalizaci jsou oznaéeny hvézdickou. Stépena
peptidova vazba a Glul43 jsou znadzornény ty¢inkovym a kulickovym modelem, zine¢naty iont pak Sedou kulickou.

Zbytek modelu aktivniho mista je zndzornén pouze tenkymi ¢arami.
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Tabulka 15. Relativni energie modelu reak¢éniho mechanismu $tépeni peptidové vazby thermolysinu.

Energie intermediatu a produktu jsou vztazené k Michaelisovu komplexu a jsou udavany v kcal.mol™. QZVP* znad&i

pouziti QZVPP baze pro atomy zinku a QZVP baze pro vSechny ostatni atomy.

Funkcional Baze Okoli Intermediat Produkt
B3LYP SVP vakuum 17.7 -3.7
B3LYP TZVP vakuum 20.5 -2.9
B3LYP QzZvP vakuum 21.0 -1.9

B3LYP, disp. TZVP vakuum 20.1 2.2
B3LYP TZVP COSMO, e =4 20.3 -2.2
B3LYP TZVP COSMO, e = 19.9 -1.8

PBE SVP vakuum 17.8 -3.6
PBE TZVP vakuum 20.5 -2.8
PBE Qzvp vakuum 21.1 -1.7
PBE, disp. TZVP vakuum 20.3 0.8
PBE TZVP COSMO, =4 20.4 -2.1
PBE TZVP COSMO, ¢ =w 20.0 -1.7
TPSS SVP vakuum 18.0 -6.4
TPSS TZVP vakuum 20.6 -5.4
TPSS QZvVP vakuum 21.0 -4.4
TPSS, disp. TZVP vakuum 20.3 -0.5
TPSS TZVP COSMO, =4 20.5 -4.6
TPSS TZVP COSMO, e = 20.0 -4.2
Metoda Baze Okoli Intermediat Produkt

Hartree-Fock SVP vakuum 18.4 -9.7

Hartree-Fock TZVP vakuum 20.4 -10.4

Hartree-Fock QZVP* vakuum 20.7 -9.7
RIMP2 SVP vakuum 17.2 -3.6
RIMP2 TZVP vakuum 18.2 -2.1
RIMP2 QZVP* vakuum 19.4 0.3
RICC2 SVP vakuum 19.2 -3.4
RICC2 TZVP vakuum 19.5 -2.0
RICC2 QZVP* vakuum 20.7 0.4

Energie vyslednych struktur byla vypoctena pomoci piesné stejnych metod jako u modeld

GCPII a AAP, pouze pro RICC2 vypocty byla pouzita 1 vétsi baze QZVP kvality. Relativni

energie intermediatu a produktu vic¢i Michaelisovu komplexu shrnuje tabulka 15. Reakéni

bariéra aproximovana energii intermediatu vychazi na B3LYP/QZVP urovni 21,0 kcal.mol™.

Narozdil od GCPII a AAP modela vychazi prakticky stejna bariéra i pro funkcionaly TPSS a

PBE a také pro RICC2 metodu (pouze o 0,3 kcal.mol™ niz§i). Vliv disperze &i solvatace je také

maly (do 1 kcal.mol"). Pfeoptimalizovani struktur metodou B3LYP/SVP a RIMP2/SVP nemélo

zadny vliv na reakéni bariéru vypoctenou danou metodou, pifeoptimalizovani metodou

PBE/TZVP vedlo ke zvySeni reakéni bariéry o 0,7 kcal.mol' vypoctené pomoci metody

PBE/QZVP.
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S. Diskuse

Pomoci metody PCR s reverzni transkripci jsme v knihovnach cDNA dvou bunécnych
linii (LNCaP a MHH MED1), které jsou odvozené od lidskych nadorovych bunék a exprimuji
GCPII, hledali pfitomnost dosud nepopsanych alternativné sestfizenych variant GCPIIL.
Studovana oblast cDNA odpovidala ptiblizn¢ prvnim 8300 nukleotidim genu kodujiciho GCPII
(z 62000 nukleotidii celkem). V této oblasti bylo jiz popsany Ctyfi alternativné sestfiZzené
varianty, proto jsme se na tento usek zaméfili.

Podatilo se ndm najit dohromady deset novych variant obsahujicich Sest doposud
nepopsanych alternativnich exont. Jelikoz se riizné varianty GCPII 1i8i v sekvenci mRNA pobliz
Protein kodovany shodné variantami oznacovanymi jako PSMD a PSMF [Schmittgen 2003, Cao
2007] by obsahoval namisto transmembranového helixu pravdépodobny signalni peptid, a mohlo
by se tedy jednat o sekretovanou formu GCPII. Prestoze tyto varianty jiz byly v literature
popsany (s drobnymi odliSnostmi oproti ndmi nalezenym sekvencim, viz kapitola 4.1.), nebylo
toto dosud nikym rozpoznéno. Pfitom nahrazeni membranového helixu signalnim peptidem je u
lidskych genti pomérné casté¢ [Modrek 2001, Stamm 2005]. Varianty nalezené v nasi studii a
oznacené jako Varl2, Varl3 a Varl4 by pak obsahovaly rizné aminokyselinové inserce (v délce
8 az 32 aminokyselin) mezi transmembranovou a proteasovou doménou (viz obrdzek 7 a obrazek
8). Dalsi studium téchto variant, napiiklad cestou rekombinantni exprese v lidskych bunéénych
liniich, by mohlo vést k lepsimu pochopeni biologické funkce GCPII, obzvlasté pifitomnost
sekretované formy GCPII by mohla implikovat nové a dosud nepfedpoklddané funkce GCPII.

Nutno zduraznit, ze cilem rozhodné nebyla charakterizace bunéénych linii, ale pouze
a jen nalezeni co nejvice variant cDNA. Pro pfipadnou charakterizaci riznych bunéénych linii a
predevsim pak lidskych tkéni a nddorti exprimujicich GCPII je mnohem vhodnéj$i kvantitativni
RT PCR, které bude specificky amplifikovat jedinou variantu a umozni tak jeji piesnou
kvantifikaci. Takovouto studii jsme ve spolupraci s firmou TipMolbio (Berlin, Némecko) navrhli
a v soucasné dob¢ testujeme jeji spolehlivost a specifitu. Studovani mnozstvi riznych variant
GCPII v raznych stadiich nddord by mohlo mit ptimé klinické vyuziti pti diagnostice, nebot
bylo ukazano, ze mnozstvi varianty nazyvané PSME koreluje s postupem karcinomu prostaty
[Xu 2002, Cao 2007, Pajares 2007], azaroven mnozstvi varianty PSMA (kodujici GCPII
divokého typu) je dobrym indikatorem mnozstvi cirkulujicich mikrometastaz karcinomu prostaty
v krvi, jejichz vyskyt je pravdépodobné spojen s vyrazné horsi prognézou [Myiake 2007, Zhang
2008].
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Na tyto experimentalni vysledky navazovala naSe snaha porozumét na teoretické urovni
co nejlépe fyzikalné-chemickym vlastnostem variatnich (mutovanych) proteinti. Domnivame se,
7e spojeni experimentu a teorie ndm muze poskytnout Uplny obraz o studovaném systému.
[ kdyZz dnes jest¢ pokrocCilé metody teoretické chemie, reprezentované naptiklad technikami
QM/MM, QM/MM-PBSA [Kaukonen 2008], ¢i QM-MM-FEP [Hu 2008] (PBSA, Poisson-
Boltzmann Surface Area; FEP, Free-energy perturbation) nejsou schopny poskytnout
kvantitativné pfesné charakteristiky systému, k tomuto cili se pomalu piiblizuji. Teoretickou ¢ast

této prace lze chapat jako maly piispévek k tomuto usili.

V nedavné dob¢ byl popsan pomoci QM/MM modelu reakéni mechanismus hydrolysy
peptidové vazby dipeptidu N-Ac-Asp-Glu enzymem GCPII [Klusdk 2009]. Kvantovy systém
obsahoval 217 atomtl a byl popisovan pomoci metody DFT(B3LYP)/TZVP. Jednalo se tedy o
pomérné velky model, zahrnujici kromé katalytického centra také postranni fetézce vSech
aminokyselin interagujicich se substratem. Rozhodli jsme se proto vyzkouset, je-li tento model
schopny spravné popsat vliv zdmén aminokyselin v aktivnim centru. Pro ndmi zvolené zamény
aminokyselin byly publikovany hodnoty rychlostnich konstant k... rekombinantnich proteint, coz
nam umoznuje pfimé srovnani s experimentem [Mlcochova 2007, Klusak 2009].

Vzhledem ke strukturni a energetické podobnosti obou tranzitnich stavii a intermediatu
jsme pouzili pro srovnani jednotlivych mutaci s GCPII divokého typu relativni entalpii
intermediatu vaci Michaelisovu komplexu. Rozdily vyslednych reak¢nich bariér mutantnich
forem oproti GCPII divokého typu velmi dobfe odpovidaly rozdilim experimentdlné
stanovenych rychlostnich konstant k., (shrnutych v tabulce 2). Reakéni bariéra se v ptipadé
zamény Tyr700Phe zvysila o 2,4 kcal.mol™ (z experimentalné pozorovaného patnactinisobného
snizeni rychlostni konstanty ke vyplyva zvySeni bariéry o 1,7 kcal.mol™), v piipadé zamény
Asn519Asp o 2,5 kcal.mol’ (z experimentdlné pozorovaného patnactindsobného sniZzeni
rychlostni konstanty k.. vyplyva zvySeni o 1,7 kcal.mol) a v pfipadé zamény Glu424Ala pak
0 3,5 kcal.mol” (z experimentalné stanoveného £.<0,001 s’ vyplyva zvySeni piinejmensim
0 4,3 kcal.mol™).

V piipadé mutaci Asn519Asp a Tyr700Phe se jednalo o zamény funkcnich skupin
interagujicich s polarnimi skupinami substritu mimo samotné reakéni centrum. V piipadé
mutace Glu424Ala se vSak jednalo o odstranéni kliCové katalytické karboxylové skupiny
aminokyseliny Glu424 tucastnici se samotné hydrolysy peptidové vazby. Uvolnény prostor po

této skupiné je zaplnén dvéma molekulami vody, které svymi interakcemi CasteCné nahrazuji
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funkci ptvodniho Glu424 (viz obrazek 11). Je zfejmé, ze substituce klicového
aminokyselinového zbytku ma za nésledek velké zmény v katalytickém centru oproti GCPIL
divokého typu a nemusi proto platit nd$ pfedpoklad strukturni a energetické podobnosti obou
tranzitnich stavi a intermediatu odvozeny z reakéniho mechanismu GCPII divokého typu. Je
dalezité si také uvédomit, ze na rozdil od karboxylové skupiny Glu424 GCPII divokého typu,
neni orientace molekul vody (nahrazujicich chybé&jici postranni fetézec Glu424) omezena Zadnou
kovalentni vazbou. Nelze tedy vyloucit existenci dal§ich lokalnich geometrickych minim a tudiz
mozny nezanedbatelny piispévek konformacni entropie k reakcni bariéfe, ktery nebyl pii
vypoctech zohlednén.

Ptestoze tento QM/MM model velmi dobie vystihuje rozdily reakcnich bariér u zde
porovnavanych zdmén funkénich skupin v kvantovém systému, vypocétena reakéni bariéra
(energie) GCPII divokého typu (29 kcal.mol™) je pfiblizné o 11 kcal.mol™” vy3$i nez bariéra
vyplyvajici z experimentalné stanovené rychlostni konstanty k.. [Klusdk 2009]. Hodnota
piiblizné entalpické bariéry je pfitom pouze o 0,1 kcal.mol” niZ§i (entalpicka korekce k energii
byla dopoctena dodate¢né pro jiz publikované struktury v [Klusdk 2009] zptisobem popsanym v
kapitole 3.3.1).

Alternativni pfistup k modelovani enzymovych reakei spociva v tom, Ze okoli centralniho
systému, uvazované¢ho na kvantové mechanické urovni, bud’ neuvazujeme viubec nebo jej
nahradime dielektrickym solvatacnim modelem (tzv. klastrovy model). Tato metoda se ukazala
jako velmi platna pfi popisu fady enzymovych reakei [Siegbahn 2009]. Pouziti modelt aktivnich
mist dizinkovych metalohydrolas ¢itajicich okolo 100 atomi vedlo k dobré shodé vypoctenych
reakénich bariér s experimentalnimi daty [Chen 2008, Liao 2009b]. V ptipadé aminopeptidasy z
Aeromonas proteolytica (AAP), kterd ma stejné uspotfddani dinukledrniho zinkového centra
vcetné vSech liganda zinecnatych iont a katalytického glutamatu, je mozné porovnat reakéni
mechanismus ziskany pomoci klastrového modelu [Chen 2008] a reakéni mechanismus GCPII
ziskany pomoci QM/MM modelu [Klusak 2009]. Ukazuje se, Zze zatimco chemickd podstata
reakéniho mechanismu je u obou modell stejnd, obé metody se 1i$i v poctu tranzitnich stavi a
intermediata.

Abychom mohli pfimo porovnat oba ptistupy k modelovani enzymovych reakei, tak jsme
vytvofili tifi klastrové modely aktivniho mista GCPII, lisici se poctem zahrnutych atomu
(velikosti sytémit byly 78, 197 a 297 atomt). Vychozi strukturou pro tyto modely byla
krystalova struktura GCPII s PDB kodem 3BXM [Klusék 2009]. Pro zahrnuti sterického vlivu

80



proteinového okoli, které zde neni explicitné uvazovano byly krajni atomy modelu ponechany v
krystalografickych polohdch. V prvnim pfibliZeni jsme pro vSechny tfi modely nalezli strukturu
intermediatu a vypocitali jejich relativni energii v porovnani s Michaelisovym komplexem. Tato
energie (vypoctend na urovni DFT(B3LYP)/TZVP) se zvétSujicim se poctem atomti klesala az na
17,2 kcal.mol™ (20,9 kcal.mol" u nejmensiho modelu a 18,7 kcal.mol” u stfedniho modelu).
Uvazime-li, ze u QM/MM je vyska celkové bariéry pouze o 2,9 kcal.mol' vySsi neZ energie
intermediatu, mizeme piedpokladat, ze celkové reakcni bariéra u nejvétsiho klastrového modelu
je okolo 20 kcal.mol™, coz je v dobré shodé s experimentalnimi daty (18,1 kcal.mol™). Pro
vysledné struktury jsme pfiblizné zohlednili proteinové okoli pomoci dielektrického
kontinudlniho solvatacniho modelu COSMO. Pii zvolené dielektrické konstanté e=4 doslo ke
snizeni relativni energie intermediatu u nejmensiho modelu o 2,3 kcal.mol”, u stfedniho o
4,0 kcal.mol™ zatimco u nejvétsiho pouze o 0,8 kcal.mol”. Odlisné chovéani u nejmensiho modelu
1ze pravdépodobné pfipsat zmenseni substratu z N-Ac-Asp-Glu na N-Ac-Ala-Ala, tzn. odstranéni
dvou zaporné€ nabitych funkénich skupin. Maly vliv solvata¢éniho modelu jsme tedy pozorovali
teprve u nejvétsiho systému ¢itajiciho témét 300 atomt. U modelt aktivnich mist jinych enzymut
bylo pfitom ukdzano, ze vliv solvatatniho modelu prakticky vymizi jiz pti velikostech modelu
necelych 200 atomi [Siegbahn 2008]. Odlisné chovani modeld GCPII mutze byt dasledkem
pfitomnosti tfi zdporné nabitych karboxylovych skupin, jejichz naboj je dostatecné
kompenzovan teprve u nejvétsiho systému.

Pro nejmenSi model, ktery velikosti odpovidd modelu aktivniho mista AAP v
[Chen 2008], byly dale nalezeny struktury obou tranzitnich stavii a produktu reakce. Vychozi
struktura, ze které byly odvozeny vSechny ostatni, byla struktura intermedidtu nejmensiho
systému zminéného v predchozim odstavci. Struktura Michaelisova komplexu se tedy lisi od
struktury Michaelisova komplexu nejmensiho systému v predchozim odstavci v poloze
fixovanych krajnich atomu (pfiprava modelli podrobn¢ popsana v kapitole 3.3.2.) a proto se 1isi
také relativni energie intermediatu od energie uvedené v predchozim odstavci (viz také tabulky 8
a 12). Proton nachazejici se v Michaelisovu komplexu na karboxylové skupiné Glu424 se ve
struktufe intermediatu nachéazi jiz na dusiku Stépené vazby. Zaroven vodik nachézejici se
ptvodné na hydroxidu se ve struktuie intermediatu nachazi jiz na Glu424 (viz obrazek 14).
Timto se struktura intermediatu 1i$i od struktury intermediatu v QM/MM modelu, kde jsou tyto
protony vazany stejnymi atomy jako v Michaelisové komplexu. K pieskoku protonu z Glu424 na
dusik peptidové vazby dochazi u klastrového modelu v tranzitnim stavu 1, zatimco u QM/MM

modelu v tranzitnim stavu 2. Shodné u obou modeli je tento krok rychlost urcujicim krokem,
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coz je ve shodé¢ se zjisténim z klastrového modelu reakéniho mechanismu AAP [Chen 2008], kde
je tento fakt podloZen experimentdlnimi daty [Bienvenue 2002, Bzymek 2005]. Entalpicka
bariéra 19,4 kcal.mol™, odvozena od vypoétd na trovni DFT(B3LYP)/QZVP (okoli modelu
popsano pomoci COSMO pii &=4), je v dobré shodé s 18,1 kcal.mol' odpovidajici
experimentalné stanovené rychlostni konstanté ke,=1,15 s™.

Reakéni bariéra ziskand pomoci QM/MM modelu byla tedy nejen o 11 kcal.mol™ vyssi
nez bariéra vyplyvajici z experimentalné stanovené rychlostni konstanty k.., ale také ptiblizné o
11 kcal.mol™ vys8i nez bariéra u klastrovych modeld. Stejné pfecenéni reakéni bariéry QM/MM
metodou v porovnani s klastrovym modelem a experimentem bylo popsano také u NiFe-
hydrogenasy [Lill 2009], kde byla ale pouzit velmi maly kvantovy systém v piipadé QM/MM
metody (30 atomi). Je pro nds prekvapenim, ze stejné chovani pozorujeme iu kvantového

systému Citajiciho 217 atomtl.

Srovnani metody DFT(B3LYP) pro klastrové modely metaloenzymi s experimentem
casto vede k dobré shod¢ [Siegbahn 2007, Chen 2008, Liao 2009b]. To ale mize byt dano
vzajemnou kompenzaci chyb v disledku pouzité metody a modelu, proto jsme se rozhodli
porovnat na nejmensim modelu reak¢niho mechanismu GCPII metodu DFT s ab initio metodou
RICC2. Stejné porovnani bylo provedeno pro klastrovy model dizinkové peptidasy AAP
ptevzaty z [Chen 2008]. Pro stejny ucel jsme vytvofili maly klastrovy model reakéniho
mechanismu monozinkové peptidasy thermolysinu. Vypoctend reakéni bariéra hydrolysy
peptidové vazby thermolysinem byla na trovni DFT(B3LYP)/QZVP pouze o 0,3 kcal.mol™ vy3si
nez bariéra vypoctend na urovni RICC2/QZVP (viz tabulka 15). Naproti tomu u GCPII byla
reakéni bariéra pro Stépeni peptidové vazby vypoctena metodou DFT(B3LYP)/TZVP o
10,8 keal.mol™ vyssi oproti hodnoté ziskané metodou RICC2/TZVP (viz tabulka 12), u AAP to
bylo 0 10,4 kcal.mol™ vice (viz tabulka 14).

Tyto nesoulady, které povaZujeme za vyznamné, jsme dale studovali na modelovych
systémech hydrolysy peptidové vazby. Nejjednodussim modelem je ziejmé¢ formamid
(H.NCHO) a jeho hydrolysa jednou ¢ dvéma molekulami vody [Strajbl 2000]. Déle byl
vytvoifen zcela minimalisticky model reakéniho centra se zakladnimi rysy zinkovych
metalopeptidas, systém [Zn(NH;),(HCOO)(OH,)]"...(HCOO-)(H.NCHO). Tento systém by mél
(alespon in silico) reprezentovat stejny typ reakéniho mechanismu jako u metalopeptidas.
Obsahuje vSechny zdkladni stavebni kameny reakéniho centra: iont zinku s jeho prvni

koordinac¢ni sférou, deprotonovanou karboxylovou skupinu vazanou ve druhé koordinacni sféte
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slouzici jako ,,proton shuttle a formamid jako substrat. Celkova velikost je 26 atomt a lze na
ném v fadu tydnl (pifi dnesnich vypocetnich moznostech) provést referencni CCSD(T) vypocet
ve velké ,.triple zeta™ bazi.

Podle ptfedbéznych vysledka [Navratil 2009] se pak ukazuje, Ze mnohé z metod kvantové
chemie (CCSD, MP2, RICC2) aktiva¢ni bariéru pii Stépeni formamidu bez piitomnosti kovu
zietelné podcetiuji (chyba az 10 kcal.mol™” u baze , triple zeta* kvality), zatimco rozdil energii
mezi reaktanty a produkty je popisovan vcelku konzistentn& (rozdily do 2 kcal.mol™).
Povazujeme-li u téchto systémt vypocet CCSD(T)/aug-cc-pVTZ jako referencni, mizeme bazi
zredukovat na bazi def2-TZVP bez ztraty presnosti. Pravé CCSD(T)/def2-TZVP vypocty jsou
pro nds v soucasnosti maximalni mozné pro minimalisticky model kovem katalyzované
hydrolysy. Metoda DFT ve spojeni s nehybridnimi funkciondly pouZzitymi v této praci vedla také
ke zfetelnému podcenéni reak¢ni bariéry, zatimco ve spojeni s B3LYP k velmi dobré shodé
s referenénimi vypoéty (chyba okolo 1 kcal.mol™). Na zakladé téchto dat povazujeme funkcional
B3LYP za nejptesnéjsi z funkcionali pouzitych v této préci, zatimco funkcionaly GGA a ,,post-
SCF* metoda RICC2 davaji pravdépodobné jen spodni odhad reakéni bariéry. Bohuzel zatim
nejsou dokoncena srovnani pro hydrolysu modelového dipeptidu N-Ac-Ala-Ala a model Stépeni
formamidu za ptitomnosti kovu.

Nakonec byly ziskané védomosti a vypocetni postupy pouzity k predikci protonaéniho
stavu zbytku Glu424 na pocatku reakce. Pro nejvétsi klastrovy model (Citajici 297 atomil) byly
namodelovany také dva intermediaty alternativniho reakéniho mechanismu, ktery se oproti
doposud uvazovanému mechanismu 1isi protonacnim stavem Glu424 v Michaelisové komplexu
(viz obrazek 15). Na zékladé DFT(PBE)/TZVP vypocti usuzujeme, Ze reakéni bariéra pro tento
mechanismus je pfinejmensim o 14 kcal.mol' vy3$8i nez u pivodniho mechanismu. Proto
povazujeme za nepravdépodobné, ze by se Glud424 nachdzel v Michaelisové komplexu

v deprotonovaném stavu.

83



6. Zavér
Pomoci experimentalnich metod se nam podafilo v lidskych nddorovych bunéénych
liniich identifikovat celkem deset zcela novych alternativné sestfizenych variant GCPII, které

obsahuji dohromady Sest dosud neznamych alternativnich exont.

Medodou QM/MM jsme pak vypocetli relativni zvySeni reakéni bariéry u vybranych
mutaci aminokyselin v aktivnim misté v porovnani s GCPII divokého typu. Vysledné hodnoty
pro mutace Glu424Ala, Asn519Asp a Tyr700Phe velmi dobte koresponduji s experimentalné
stanovenymi rychlostnimi konstantami k... Vychdzeli jsme piitom z reakéniho mechanismu

hydrolysy peptidové vazby GCPII publikovaného v [Klusak 2009].

Reakéni mechanismus GCPII jsme namodelovali také pomoci klastrového modelu
aktivniho mista. Popis absolutni hodnoty reak¢ni bariéry pomoci klastrového modelu reakéniho
mista velmi dobfe odpovidal experimentalné uréené hodnoté k.=1,15s", zatimco pouZiti

QM/MM modelu vedlo k pfecenéni této bariéry o piiblizné 10 kcal.mol™.

Pro vSechny vypocty byla pouzivana metoda DFT(B3LYP), ktera byla na zavér
porovnana na minimalistickych klastrovych modelech enzymi GCPII, AAP a thermolysinu
s metodou RICC2. S ohledem na existujici porovnani metod DFT(B3LYP), RICC2 a CCSD(T)
jsme tak ziskali pfiblizny odhad chyby metody DFT(B3LYP).
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