ZAVER

Neddvno publikované krystalové struktury GCPII poskytly ndhled do organizace
vazebné kapsy pro substrdt a odhalily nékolik aminokyselin, které se podileji na vazbé
substrdtu/inhibitoru v S1° mist¢ enzymu. Abychom doplnili a rozifFili strukturni studie,
vytvorili- jsme QM/MM model GCPII vkomplexu se substrdtem, N-acetyl-aspartyl-
glutamdtem (NAAG). To ndm umoznilo predpoveédét dalsi aminokyseliny dileZité pro vazbu
substrdtu. Vyuzili jsme mistn¢ specifické mutageneze, abychom odhalili vliv téchto
jednotlivych aminokyselin na vazbu substrétu/inhibitoru a na enzymovou aktivitu GCPII.

Potitatovy model komplexu GCPII/NAAG spole¢né s vysledky z mistné specifické
mutageneze, ukazuje Ze aminokyseliny v SI° mist¢ (vdzajici glutardt) jsou nezbytné pro
vysokou afinitu substrdtu nebo inhibitoru, zatimco, zbytky v S1 mist¢ jsou vice dilezité pri
premén¢ substratu a mohly by hrét n€jakou roli v katalytickém mechanismu enzymu.

Prestoze QM/MM model nam umozZnil predpovédét strukturu a interakce mezi
substrdtem a enzymem v S1 misté, komplexni popis reakéniho mechanismu GCPII je zatim
mimo ramec naSich moznosti.

V blizké budoucnosti bychom se radi dozveédéli vice informaci o katalytickém
mechanismu GCPIL. Chceme se zaméiit na Glu424, ktery je situovan v bezprostiedni blizkosti
zinkl v aktivnim misté a s nejvetsi pravdépodobnosti se pifmo dcastni katalyzy. Mutace této
aminokyseliny by ndm mohla ukazat jeji roli v enzymovém mechanismu, navic mizeme
ziskat krystalovou strukturu GCPII s nerozitépenym substratem N-acetyl-aspartyl-

glutamatem.

Lidskou GCPII tvoif 750 aminokyselin a predpoklddalo se, Ze jeji struktura se sklada
ze Sesti individudlnich domén. Analyzovali jsme prispévek téchto predpovézenych domén na
strukturu a funkci rekombinantni lidské GCPII.

Pripravili jsme 13 mutantd GCPII, zkrdcenych nebo prodlouzenych z C- nebo N-
konce. Sledovali jsme jejich produkci v hmyzich bunkdch a zméfili jejich hydrolytickou
aktivitu. Zjistili jsme, Ze zmény na C- i N-konci narusi hydrolytickou aktivitu a také negativné
ovlivni spravné sbaleni GCPII.

Tuto studii jsme zapocali v dob& kdy jeSt¢ nebyly k dispozici krystalové struktury
GCPIL. Nyni je jiz zndmo, Ze extraceluldrni doména GCPII se skldda ze tif ¢asti, které tvoif
velmi kompaktni strukturu (fold) a viechny tfi tyto €dsti tvoif aktivni misto enzymu. Proto je

zmena na obou koncich tak letdlni pro enzymovou aktivitu a spravné sbalenf proteinu.
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Ziskali jsme  krystalové struktury lidské GCPII v komplexu s 2-
(fosfonomethyl)pentandiovou kyselinou, kviskvalovou kyselinou a L-serin O-sulfitem, coz
jsou mimetika/derivdty glutamdtu. PfestoZe se tyto inhibitory mezi sebou strukturné i,
viechny se véz{ velice podobné do S1° podmista GCPII a jsou zde stabilizovany kombinac{
poldrnich a van der Waalsovych interakei. Zdd se Ze S1° misto se pri vazb¢ riiznych substratu
preskupuje, aby interakce mezi substratem a inhibitorem byly G¢inn&jsi.

Prezentované struktury, spole¢né s dostupnymi biochemickymi daty, ukazujf
flexibilitu S1° podmista GCPII a podtrhujf strukturni rysy nutné pro G¢inny inhibitor GCPIL

Nage data lze pouZit pro vyvoj novych inhibitort GCPII s lepsimi farmakokinetickymi

vlastnostmi a tim padem lep3i G¢innosti proti GCPIL

Pokusy s GCPII knokautovanymi mySmi ukdzaly, Ze vmozku se vyskytuje dalsi
enzym s NAAG-hydrolytickou aktivitou. Predpokladali jsme, 7e se jednd o GCPIII, blizky
homolog GCPII, ten by mohl zastoupit aktivitu GCPII v téchto knokautech.

Piipravili jsme rekombinantni GCPIII a ukdzali, Ze jeji aktivita je zdvisld na N-
glykosylaci, je citliva k nékolika zndmym inhibitorim GCPII, které ji efektivné inhibuji.
V porovnani s GCPII ma pongkud nizsi schopnost §tépit NAAG, jinou pH zdvislost a trochu
jinou substrdtovou specifitu.

Véifme, 7e aktivita GCPII je natolik vyznacnd, Ze dokdze nahradit GCPII
v knokautovanych mysich. Nage vysledky mohou pomoci pfi vyvoji tc¢innych a selektivnich
inhibitori obou enzymd.

Pro¢ mé oviem mozek dva podobné proteiny se stejnou enzymovou aktivitou?
Odpovéd’ je. 7e viastng nevime. Mozné vysvétleni je, Ze GCPIl a GCPII maji riiznou
biologickou roli. Jednim z naSich cflii je najit interakéniho partnera GCPII a vyjasnit jeji

biologickou roli v mozku.

Pouze omezené a kontroverzni data jsou publikované o lokalizaci a expresi GCPII
v lidském mozku. Proto jsme se rozhodli systematicky analyzovat expresi GCPII v lidském
mozku pomoci imunodetekce. PouZili jsme novou protilitku GCP-04, kterd rozpozndvd
extraceluldrni &dst GCPII a je citlivéjsi ke GCPII neZ k homolognimu proteinu GCPIIL.

Ukdzali jsme také, Ze je citlivéj$f neZz komercné pouzivand protildtka 7E11.
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Nalezli jsme expresi GCPIl ve vSech studovanych ¢astech mozku, prevdzné
v astrocytech bilé hmoty. Nase publikovand data jsou jen odrazovym miistkem pro dalsich
studie zabyvajici se roli GCPII v lidském mozku.

Je obecné zndmo, Ze GCPII je exprimovédna v prostaté a ve vysSich koncentracich
beéhem rakoviny prostaty. Analogicky jsme ukdzali, Ze GCPII je produkovéna astrocyty a radi

bychom prozkoumali moznost jeji exprese v ndadorech mozku, hlavné v astrocytomech.

V benigni prostat¢ je mRNA PSM’ produkovédna ve vySs§i koncentraci nez mRNA
GCPIL Zajimavé je, Ze pfi rakoving prostaty je tomu naopak. Velmi omezené informace jsou
k dispozici o proteinu PSM’, zkrdcené formy GCPIL My jsme se zaméfili na studium pévodu
proteinu PSM” a jeho ..putovani* v burice.

NaSe pokusy ukdzaly, ze PSM’ je proteolyticky aktivni N-glykosylovany protein.
Kupodivu to neni produkt alternativniho sestiihu mRNA GCPII, coZ je obecné uzndvana
skutecnost. Predpoklddali jsme, Ze se miiZe jednat o produkt posttranslaéniho $tépeni GCPII
béhem internalizace a endocytézy do buriky, ale ani tuto hypotézu jsme nepotvrdili. Miizeme
jen spekulovat, Ze PSM’ vznikd béhem cesty Golgiho apardtem a je premisténa neznamym
mechanismem do cytosolu burky.

Prestoze pravy ptivod PSM’ je stdle neznamy, nase vysledky mohou zlepsit informace
o metabolismu GCPII a jejiho chovani v buiice, stejné jako naSe obecné znalosti o putovani

N-glykosylovanych cytosolarnich proteind v bunce.



