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Abstrakt 

Glutamátkarboxypeptidasa II (GCPII) je metaloproteáza zodpovědná za štěpení 

neurotransmiteru N-acetyl-aspartyl-glutamátu v centrálním nervovém systému 

na N-acetyl-aspartát a glutamát.  Současně v lidském tenkém střevě napomáhá vstřebávání 

folátů pomocí odštěpování γ-vázaných glutamátů z folyl-poly-γ-glutamátu. GCPII je u člověka 

exprimována i v řadě dalších orgánů (např. ledviny a prostata) a nádorech, kde však její 

fyziologická funkce není známa. Při komplexním studiu role tohoto enzymu v savčím 

organismu jsme nejprve charakterizovali komerčně dostupné monoklonální protilátky proti 

GCPII. Dále jsme vyvinuli jejich plně syntetickou náhradu založenou na hydrofilním polymeru 

s navázanými GCPII inhibitory. Poté jsme zhodnotili vhodnost užití myšího biomodelu pro 

studium funkce GCPII in vivo, kdy jsme zachytili rozdíl v expresním profilu GCPII v myši a 

člověku. U myši ani v prostatě, ani v tenkém střevě jsme GCPII nepozorovali. Pro zhodnocení 

fyziologické a patofyziologické funkce enzymu jsme analyzovali myší GCPII-deficientní 

model. Kromě pozorování zvětšených semenných váčků u starších samců jsme nezjistili žádný 

další zjevný fenotyp. Obdobně jsme vyvrátili i schopnost GCPII štěpit amyloidní peptidy 

(Aβ1-40 a Aβ1-42). Ukazuje se tak, že chybějící aktivita GCPII v organismu nemá žádné 

evidentní negativní dopady. Z toho lze usuzovat, že ani farmakologická inhibice GCPII nebude 

vést k signifikantním nežádoucím účinkům. Lze tak předpokládat, že i klinické užití inhibitorů 

GCPII bude nejspíše bezpečné. V rámci cílení léčiv jsme prokázali, že interakce 

inhibitor-GCPII umožňuje specifické směřování rozličných nanostruktur do nádorových buněk, 

přičemž klíčová je optimalizace bio-nano rozhraní nanočástic k redukci nespecifické vazby. 

 

 

 

Klíčová slova: GCPII, PSMA, FOLH1, glutamátkarboxypeptidasa II, prostaticky specifický 

membránový antigen, fyziologická funkce, inhibice, myší biomodel,  zvětšené semenné váčky, 

cílení léčiv, GCPII deficientní myš, geneticky modifikovaná myš, náhrada protilátek, hydrofilní 

polymer, nádor, prostata, nanočástice, virům podobné částice, nanodiamanty 
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Abstract 

Glutamate carboxypeptidase II (GCPII) is a metalloprotease responsible for cleaving the 

neurotransmitter N-acetyl-aspartyl-glutamate in the central nervous system to N-acetyl 

aspartate and glutamate.  At the same time, in the human small intestine, it facilitates folate 

absorption by cleaving γ-linked glutamate from folyl-poly-γ-glutamate. In humans, GCPII is 

also expressed in a number of other organs (e.g., kidney and prostate) and tumors, where its 

physiological function is unknown. In an attempt to characterize the physiological function of 

the enzyme, we first characterized the commercially available monoclonal antibodies against 

GCPII. Further, we developed a fully synthetic replacement based on a hydrophilic polymer 

with bound GCPII inhibitors. We evaluated the suitability of using a murine biomodel to study 

GCPII function in vivo. We found the difference in GCPII expression profile in mouse and 

human. We did not observe GCPII in either the mouse prostate or small intestine. To assess 

physiological and pathophysiological functions of the enzyme we analyzed a GCPII-deficient 

mouse model. Apart from the observation of enlarged seminal vesicles in older males, we did 

not detect any other obvious phenotype. Similarly, we confirmed that GCPII cannot cleave 

amyloid peptides (Aβ1-40 and Aβ1-42). Thus, it appears that the lack of GCPII activity in the 

organism has no obvious negative effects. It can be therefore assumed that pharmacological 

inhibition of GCPII will not lead to significant adverse effects either and the clinical use of 

GCPII inhibitors will be likely safe. In the context of drug targeting, we have shown that the 

inhibitor-GCPII interaction allows specific targeting of different nanostructures to tumor cells, 

while the optimization of the nanoparticle bio-nano interface is important to reduce non-specific 

binding. 

 

Keywords: GCPII, PSMA, FOLH1, glutamate carboxypeptidase II, prostate-specific membrane 

antigen, physiological function, inhibition, mouse biomodel, enlarged seminal vesicles, drug 

targeting, GCPII-deficient mouse, genetically modified mouse, antibody replacement, 

hydrophilic polymer, tumor, prostate, nanoparticles, virus-like particles, nanodiamonds  
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Seznam zkratek 

177Lu-PSMA-617 2-[4-[2-[[4-[[(2S)-1-[[(5S)-5-carboxy-5-[[(1S)-1,3-

dikarboxypropyl]karbamoylamino]pentyl]amino]-3-naphthalen-2-yl-1-

oxopropan-2-yl]karbamoyl]cyclohexyl]methylamino]-2-oxoethyl]-7,10-

bis(karboxylatomethyl)-1,4,7,10-tetrazacyclododec-1-yl]octová 

kyselina v komplexu s 177Lu 

[18F]-DCFPyL (2S)-2-[[(1S)-1-carboxy-5-[(6-(18F)fluoranylpyridine-3-

carbonyl)amino]pentyl]karbamoylamino]pentanediová kyselina  

[68Ga]Ga-PSMA11  N,N’-Bis(2-hydroxy-5-(ethylen-betakarboxy)benzyl)ethylenediamin 

N,N’-dioctová kyselina  v komplexu s 68Ga 

APC anafázi podporující komplex („anaphase promoting complex“) 

AKT proteinkináza B 

BIND-014 nanočástice BIND-014 (cílené proti PSMA, obsahující docetaxel) 

BiTETM bispecifický T-buněčný aktivátor („Bi-specific T-cell engagers“) 

BCG  β-citryl–L-glutamát 

CAR chimerický antigenní receptor 

CAR-T T lymfocyt s chimerickým antigenním receptorem 

cAMP  cyklický adenosinmonofosfát 

cGMP  cyklický guanosinmonofosfát 

DM1 mertansine 

ELISA  enzymový imunosorbční test („enzyme-linked immunosorbent assay“) 

FAK  kináza fokálních adhezí („focal adhesion kinase“) 

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv („Food and Drug Administration“) 

FOLH1  folylpoly-γ-glutamáthydrolasa I 

GABAA receptor pro γ-aminomáselnou kyselinu typu A 

GCPII  glutamátkarboxypeptidasa II 

GCPIII  glutamátkarboxypeptidasa III 

GTPasa guanosintrifosfát fosfohydroláza 

HER2 humánní epidermální receptor 2 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HPMA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid 

HUVEC  lidské endoteliální buňky pocházející z pupečníkové žíly 

IEE  izoleucyl-glutamyl-glutamát 
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IGF-1R receptor pro insulinu-podobný růstový faktor 1 („insulin like growth 

factor 1 receptor“) 

IL-6 interleukin 6 

LQ  leucyl-glutamin 

LQE  leucyl-glutaminyl-glutamát 

LNE  leucyl-asparaginyl-glutamát 

LNCaP prostatická linie LNCaP 

MAPK  mitogenem aktivovaná proteinová kináza 

EGF  epidermální růstový faktor 

EGFR  receptor pro epidermální růstový faktor 

ERK1 / ERK2 extracelulárním signály regulovaná kináza 1 / 2 

kDa kilodalton 

kcat konstanta kcat (obratové číslo) 

Ki inhibiční konstanta 

KM Michaelisova konstanta 

MEF  multivalentní zesilující faktor („multivalent enhacement factor“) 

mGluR3  metabotropní glutamátový receptor 3. typu 

mRNA  mediátorová ribonukleová kyselina 

mTOR savčí kináza TOR („mammalian target of rapamycin“) 

Myc protein Myc 

ΝΑΑ  N-acetyl-L-aspartát 

ΝΑΑG  N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamát 

NAAG2 N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamyl-L-glutamát 

NAALADase  „N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase I“ 

NFκB jaderný faktor kappa B 

NMDA N-metyl-D-aspartát 

PAK-1  p21 aktivovaná kináza 

PCR  polymerázová řetězová reakce  

PD-1 receptor „programed cell death 1“ 

PEG  polyetylenglykol 

PET pozitronová emisní tomografie 

PET/CT  pozitronová emisní tomografie kombinovaná s výpočetní tomografií  

PI3K fosfatidylinositol-3-kináza 

PMPA  2-fosfonomethylpentandiová kyselina 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Kappa
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PSA  prostatický specifický antigen 

PSMA  prostatický specifický membránový antigen 

RACK1 receptor pro aktivovanou protein kinázu 1 

Ras protein Ras 

RT-PCR  polymerázová řetězová reakce v reálném čase 

SDS-PAGE  polyakrylamidová gelová elektroforéza s dodecylsulfátem sodným  

SPECT jednofotonová emisní výpočetní tomografie 

SPR  povrchová plasmonová rezonance („surface plasmon resonance“) 

TALEN  efektorové nukleázy podobné transkripčním aktivátorům  

(„transcription activator-like effector nucleases“) 

TGFβ  transformující růstový faktor beta 

TNFα  tumor nekrotizující faktor alfa („tumour necrosis factor alpha“) 

TRAMP  transgenní model adenocarcinomu myší prostaty („the transgenic

 adenocarcinoma of the mouse prostate“) 

ÚOCHB  Ústav organické chemie a biochemie Akademie věd České republiky 

VEGF vaskulární endoteliální růstový faktor 

VLP  viru podobné částice („virus like particles“)  
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1. Úvod 

Glutamátkarboxypeptidasa II (GCPII), známá též pod řadou jiných názvů jako prostatický 

specifický membránový antigen (PSMA), folylpoly-γ-glutamáthydrolasa I (FOLH1), 

či NAALADasa (N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase I), je transmembránový 

glykoprotein II. typu. Vzhledem ke své karboxypeptidázové aktivitě, která je závislá 

na přítomnosti dvou atomů zinku v aktivním místě, lze ji řadit dle databáze MEROPS 

do skupiny M28B.  

GCPII je kódována genem s názvem FOLH1 o délce 62035 párů bází, skládajícího se 

z 19 exonů a 18 intronů, nacházejícím se na 11. chromozomu (11p11-p12) (O'Keefe a kol., 

1998). Jako možný minimální promotor genu byl identifikován 614 páru bází dlouhý fragment, 

který nevykazuje striktní tkáňovou specifitu (Good a kol., 1999). Výrazně vyšší exprese 

v prostatické tkáni u člověka (odtud PSMA) je dána přítomností enhanceru lokalizovaného 

v třetím intronu (Noss a kol., 2002; Watt a kol., 2001). Aktivita tohoto enhanceru je negativně 

ovlivněna jak androgeny (Noss a kol., 2002), tak i zastavením vápníkové signalizace ionoforem 

vápníku, přes kalcium dependentní transkripční faktor NFATc1 vázající se na AP-3 část PSMA 

enhanceru (Lee a kol., 2003). 

Z genetického hlediska byly podrobněji analyzovány dva přirozeně se vyskytující 

polymorfismy – rs61886492 (C1561T) a rs202676 (T484C). Obě mutace byly studovány stran 

ovlivnění folátového metabolismu. U polymorfismu C1561T jsou výsledky kontroverzní. 

Některé studie ukazují zvýšení hladiny folátu  (Afman a kol., 2003; DeVos a kol., 2008; Halsted 

a kol., 2007; Lievers a kol., 2002; Melse-Boonstra a kol., 2004) případně i snížení hladiny 

homocysteinu, ale ostatní studie tento fakt nepotvrdily (Devlin a kol., 2006; Chen a kol., 2004; 

Morin a kol., 2003; Vargas-Martinez a kol., 2002). Polymorfismus C1561T dále vede k mutaci 

H475Y v proteinové sekvenci, která však neovlivňuje aktivitu rekombinantní GCPII při štěpení 

polyglutamylovaných folátů in vitro (Navrátil a kol., 2014). Druhý polymorfismus T484C, 

četný u skupiny matek s plody s poruchami vývoje neurální trubice v čínské oblasti Lvliang 

(Guo a kol., 2013), vede k mutaci Y75H. Tato mutace, na rozdíl od předchozí (H745Y), by dle 

molekulárního modelování (Guo a kol., 2013), mohla vést k změně sekundární i terciální 

struktury. Polymorfismus T484C je asociován s nižší hladinou folátu, či jeho zásobních forem 

(Cummings a kol., 2017; Roffman a kol., 2013), event. i se zvýšenou hladinou homocysteinu 

(Guo a kol., 2013). Toto zjištění je poměrně překvapivé vzhledem k poměrně vysokému 

výskytu tohoto polymorfismu, kdy minoritní frekvence alely dosahuje okolo 0,39 (Auton a kol., 

2015). Tento polymorfismus je mimo jiné asociován se vzrůstem nitroočního tlaku (Gao a kol., 
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2018). Minoritní alela je dále v nedávné práci (Zink a kol., 2020) asociována s větším 

množstvím transkriptu GCPII a nižším inteligenčním kvocientem. Jedním z dalších 

polymorfismů s fenotypickým dopadem je intronická varianta rs55728336-C (Cheng a kol., 

2021), kdy u nosičů této alely dochází k snížení množství N-acetyl-aspartyl-glutamátu 

vylučovaného do moči. 

Krom základní plnodélkové varianty mRNA PSMA, kódující protein GCPII o délce 

750 aminokyselin, byla popsána řada dalších sestřihových variant - viz obrázek 1, převzato 

a upraveno z prací (Hlouchová a kol., 2012; Williams a Kole, 2006). PSM’ varianta je zkrácena 

o 266 nukleotidů z 5’ konce, neobsahuje tak signální sekvenci a část proteinu odpovídající 

intracelulární a transmembránové části. V tkáních se poměr PSMA/PSM’  zvyšoval úměrně 

míry malignity (Su a kol., 1995). Pomoci metody „5’ Rapid Amplification of cDNA Ends“, 

tj. amplifikace pomocí jednoho primerů společného pro všechny transkripty, byly nalezeny 

v buněčné linii LNCaP další 2 sestřihové varianty: varianta PSM-C, jejíž potenciálně 

produkovaný protein by byl velmi podobným variantě PSM’, a varianta PSM-D. V případě 

varianty PSM-D dochází k iniciaci translace v jiném místě, což vede ke vzniku alternativního 

exonu 1c, a tedy i k expresi nové sekvence 42 aminokyselin, následované zbytkem PSMA 

(O’Keefe a kol., 2001; Schmittgen a kol., 2003a). Užitím oligonukleotidů přepínajících sestřih 

(„splice-switching oligonucleotides“) na LNCaP linii byla kromě varianty PSM’ identifikována 

i varianta postrádající exon 6 - PSMAΔ6 a varianta postrádající exon 18 – PSMAΔ18. Obě 

varianty vedou k výraznému zkrácení a zásahu do extracelulární části. Lze předpokládat, že 

výsledný protein je neaktivní (Williams a Kole, 2006). Další varianta PSM-E, jež byla objevena 

po sekvenaci produktu reverzní transkripce spojené s PCR z buněčné linie LNCaP, obsahuje 

inzerci 97 nukleotidů mezi nukleotidy 379 a 380 a neobsahuje sekvenci 93 nukleotidů mezi 

bázemi 2232 a 2324 PSMA sekvence. Dále jsou přítomny dva odlišné nukleotidy na pozicích 

1453 a 1479. Autory je i popisována lepší korelace mezi množstvím PSM-E varianty a mírou 

malignity oproti variantě PSMA (Cao a kol., 2007), přičemž obdobně jako u PSMA transfekce 

PSM-E snižuje u PC-3 buněčné linie proliferaci, invazi a migraci (Cao a kol., 2012). PSM-F je 

varianta obdobná PSM-E, jen bez delece 97 nukleotidů mezi bázemi 2232 a 2324 (Hlouchová 

a kol., 2012). 

https://www.ebi.ac.uk/gwas/variants/rs55728336
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Obrázek 1 - Zobrazení exonového složení mRNA PSMA (nahoře). Zobrazení exonového složení mRNA 

příslušných sestřihových variant (dole), pro jednoduchost zobrazeny zejména exony se změnami oproti základní 

variantě PSMA. Převzato a upraveno z prací  Hlouchová a kol. (2012); Williams a Kole (2006). 

GCPII ve své plnodélkové formě se vyskytuje ve formě C2 symetrického homodimeru. Každý 

monomer se sestává z krátké intracelulární části, transmembránového úseku a velké 

enzymaticky aktivní extracelulární části tvořené třemi doménami – proteázovou, apikální a 

dimerizační (Mesters a kol., 2006). Struktura extracelulární domény je znázorněna na 

obrázku 2, převzatého z Mesters a kol. (2006), a je velmi podobná struktuře transferinového 

receptoru, se kterým sdílí 28 % sekvenční identitu. Rozdíly jsou oproti transferinovému 

receptoru zejména v nepřítomnosti aktivního místa a aminokyselinách zajišťujících rozpoznání 

substrátu.  

Protein je masivně N-glykosylován. Z celkem deseti potenciálních glykosylačních míst bylo 

sedm pozorováno ve struktuře (Mesters a kol., 2006). Tyto glykosylace jsou nezbytné pro 

enzymatickou aktivitu (Barinka a kol., 2004). Glykosylace na asparaginu N638 mimo jiné díky 

interakci s glutamátem E276 napomáhá dimerizaci, která je taktéž kruciální pro katalytickou 

aktivitu (Schülke a kol., 2003). Dimerizace je dále pozitivně ovlivněna přítomností vápenatého 

kationtu, který stabilizuje smyčku mezi aminokyselinami 272-279 (Mesters a kol., 2006; Ptacek 

a kol., 2018). 
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Obrázek 2 – Struktura extracelulární části GCPII, převzato a upraveno z Mesters a kol. (2006). Modře znázorněna 

proteázová, žlutě apikální a hnědě dimerizační doména. Zelené kuličky značí zinkové ionty, červené vápníkový 

kation a žluté chloridový anion. 

 

Nejbližším homologem GCPII je glutamátkarboxypeptidasa III (GCPIII), 740 aminokyselin 

dlouhý protein s 67 % identickou a 81 % podobnou aminokyselinovou sekvencí (Pangalos a 

kol., 1999). Velmi podobná je i 3D struktura, přičemž GCPIII je schopna štěpit obdobné 

substráty jako GCPII – N-acetyl-aspartyl-glutamát (Hlouchova a kol., 2009; Pangalos a kol., 

1999) i polyglutamylované foláty (Navrátil a kol., 2016). Oproti GCPII je schopna efektivně 

štěpit β-citryl-glutamát (Collard a kol., 2011; Navrátil a kol., 2016). 

1.1  Enzymatická aktivita 

Základní enzymatickou aktivitou GCPII, jak vyplývá z názvu enzymu, je odštěpování 

C-koncového glutamátu (α resp. γ vázaného) ze svých substrátů. Jako fyziologický substrát 

byly identifikován N-acetyl-aspartyl-glutamát (NAAG), nejrozšířenější peptidový 

neurotransmiter v mozkové tkáni (Robinson a kol., 1987), N-acetyl-aspartyl-glutamyl-glutamát 

(NAAG2) (Lodder-Gadaczek a kol., 2011), poly-γ-glutamylovaný folát (odtud název 

foláthydroláza) (Halsted, 1991) a v neposlední řadě také velmi neochotně štěpený substrát, 

který je naopak velmi dobře štěpen homologní glutamátkarboxypeptidasou III (GCPIII), 

β-citryl-glutamát (Navrátil a kol., 2016). Reakce se základními substráty, tj. s NAAGem 

a poly-γ-glutamylovanými foláty jsou zobrazeny na obrázku 3.  
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Jako substráty GCPII byly potvrzeny i další kyselé dipeptidy jako N-acetyl-aspartyl-methionin, 

N-acetyl-glutamyl-methionin, N-acetyl-alanyl-methionin a N-acetyl-glutamyl-glutamát  

(Barinka a kol., 2002), pro což svědčí i alternativní název NAALADase (dipeptidasa štěpící 

α-spojené N-acetylovené kyselé dipeptidy). Stran selektivity ke štěpení dalších kyselých 

dipeptidů se ukazuje, že N-terminální acetylace není nezbytná a že jsou též štěpeny, i když hůře, 

substráty tvořené D-stereoizomery aminokyselin a substráty obsahující v P1 pozici jinou 

dikarboxylovou kyselinu (např. kyselinu adipovou, glutarovou, jantarovou, malonovou) 

(Barinka a kol., 2008).  

Obrázek 3 – Hydrolytické reakce katalyzované GCPII. Zobrazeny jsou základní přirozené substráty – NAAG 

a poly-γ-glutamylované foláty. Molekuly vody jsou pro jednoduchost vynechány. 

 

Jako další fyziologické substráty byly identifikovány některé peptidy zakončené C-terminálním 

glutamátem vzniklé štěpením složky extracelulární matrix lamininu matrixovou 

metaloproteázou 2. Těmi jsou např. leucyl-glutaminyl-glutamát (LQE), izoleucyl-glutamyl-

glutamát (IEE) a leucyl-asparaginyl-glutamát (LNE) (Conway a kol., 2016). Produkty tohoto 

štěpení, jmenovitě zejména leucyl-asparagin a glutamát, jsou schopny ovlivňovat buněčnou 

adhezi zprostředkovanou α6β1 integrinem (Conway a kol., 2013; Conway a kol., 2016). 

Struktura některých další přirozených substrátů GCPII a GCPIII je zobrazena na obrázku 4. 
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Obrázek 4 – Struktury některých dalších přirozených substrátů enzymů GCPII a GCPIII. 

 

Poměrné kontroverzní byla identifikace GCPII jako proteázy štěpící amyloidogenní peptidy 

Aβ1-40 a Aβ1-42 v rámci Alzheimerovy choroby (Kim a kol., 2010b; Lee a kol., 2013), která však 

dále nebyla potvrzena (Alt a kol., 2013). 

Katalytický mechanismus je znám vzhledem ke známé struktuře proteinu (Barinka a kol., 2008; 

Barinka a kol., 2007a; Barinka a kol., 2007b; Mesters a kol., 2006) a je obdobný jako u řady 

dalších metaloproteáz (Pavlícek a kol., 2012). V aktivním místě se nalézají dva zinkové 

kationty vázající molekulu katalyticky aktivní vody, sloužící jako centrální nukleofil. Ta je 

aktivována pomocí katalytické báze – glutamátu E424. Takto vzniklý hydroxylový ion 

nukleofilně napadá peptidovou vazbu. Po rozštěpení dochází ke zpětnému přenosu protonu 

z glutamátu E424 na aminoskupinu odstupujícího produktu. Reakční mechanismus při štěpení 

NAAGu je zobrazen na obrázku 5, převzato z publikace Pavlícek a kol. (2012) – fig.4. 

 

 

Obrázek 5 – Katalytický mechanismus štěpení NAAGu pomocí GCPII. Převzato z Pavlícek a kol. (2012). 
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α-karboxylová skupina C-terminální aminokyseliny (většinou glutamát) je v S1̓ kapse vázána 

díky iontové vazbě s argininem R210 a dvěma vodíkovými můstky – s tyrosiny Y700 a Y552 

(Mesters a kol., 2006). Postranní karboxylová skupina interaguje iontovou vazbou s lyzinem 

K699 a vodíkovou vazbou s asparaginem N257. Přítomnost dikarboxylové kyseliny 

(např.  glutamát, event. ale i glutarát) v S1’ místě vede ke změně struktury GCPII („induced fit“ 

mechanismus vazby substrátu), kdy dojde k posunu a fixaci smyčky s aminokyselinami K699 

a Y700, proto dle charakteru substrátu je tato část nazývána jako tzv. „glutarátový senzor“. 

N-terminální aminokyselina štěpeného dipeptidu (P1) je vázána do S1 kapsy, kde je vazba 

zprostředkována interakcí s pozitivně nabitými zbytky argininů R463, R534 a R536 

a vodíkovou vazbou s asparaginem N519, což vysvětluje preferenci pro kyselé aminokyseliny. 

Arginin R536, díky své flexibilitě, může nabývat dvou konformací, přičemž pouze v jedné 

je schopen vázat substrát, k čemuž napomáhá i stabilizace pomocí vázaného chloridové aniontu 

a glutamátu E457 na dně S1 kapsy (Barinka a kol., 2008; Mesters a kol., 2006). Schéma vazby 

NAAGu do aktivního místa GCPII s příslušnými interakcemi je znázorněno na obrázku 6, 

který je převzat a upraven z publikace Mesters a kol. (2006). 

 

Obrázek 6 – Schématické znázornění vazby substrátu NAAG do katalytického místa GCPII. Aminokyseliny 

K699 a Y700 tvořící „glutarátový senzor“ jsou orámovány. Převzato z publikace (Mesters a kol., 2006) a upraveno. 

 

Vstup do aktivního místa může být uzavřen smyčkou z aminokyselin W541-G548, 

tzv.  „entrance lid“, který v případě stericky objemných inhibitorů či substrátů zůstává 

v otevřené konformaci, zatímco u malých substrátů dochází k změně na uzavřenou konformaci 

(Barinka a kol., 2008). V případě otevřené konformace dochází mimo aktivní místo ke vzniku 

alosterického vazebného místa (tzv. „arene binding site“), kde tryptofan W541 pomocí 

„π-stackingu“ a arginin R511 pomocí π-kationové interakce jsou schopny vázat areny (Zhang 
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a kol., 2010). Zdá se, že toto alosterické vazebné místo, díky interakci s aromatickým pteroátem 

(Navrátil a kol., 2014) zlepšuje vazbu a následně i štěpení polyglutamylovaného folátu. 

Současně „arene binding site“ umožňuje konstrukci vysoce selektivních a potentních inhibitorů 

(Navrátil a kol., 2014). 

Aktivita GCPII je dle některých prací (Anilkumar a kol., 2003; Conway a kol., 2006) 

překvapivě ovlivněna interakcí intracelulární části s filaminem. Tyto práce jsou však ve 

vzájemném nesouladu, zatímco dle Anilkumara vazba filaminu na GCPII aktivitu snižuje, tak 

u Conway naopak je snížena aktivita GCPII, v důsledku aktivace PAK-1 (p21 activated kinase), 

po poklesu vazby s filaminem. Jedním z vysvětlení může být např. fakt, že zatímco Αnilkumar 

vztahuje aktivitu na membránovou frakci, tak Conway vztahuje aktivitu GCPII na celkovou 

hladinu proteinu. Neboť vazba GCPII na filamin snižuje endocytózu (Anilkumar a kol., 2003), 

tak lze předpokládat nabohacení GCPII v plasmatické membráně. Navýšení aktivity 

membránové frakce dle Anilkumara je tedy spíše v důsledku vyššího obsahu GCPII 

v plasmatické membráně než ovlivněním vlastní aktivity enzymu, která může být naopak nižší 

(Conway a kol., 2006). 

1.2  Neenzymatické funkce 

GCPII je exprimována i ve tkáních, kde nebyl nalezen žádný specifický substrát, případně jeho 

štěpení není připisována žádná fyziologická funkce (viz níže). Proto se spekuluje, že může mít 

i jiné funkce, které bezprostředně nesouvisejí s její proteolytickou aktivitou. Vzhledem k výše 

popsané aktivitě, kdy GCPII štěpí polyglutamylované foláty, byla ve studii Yao a kol. (2010) 

analyzována hypotéza, zda GCPII mimo jiné není schopna i transportu monoglutamylovaných 

folátů. Vskutku, u prostatické linie PC3 transfekované GCPII byla oproti netransfekované linii 

pozorována dvojnásobná akumulace folátu. Bohužel další publikace potvrzující tento výsledek 

se neobjevily.  

GCPII vykazuje řadu podobností s transferinovým receptorem, se kterým sdílí jednak výraznou 

strukturní podobnost (Mesters a kol., 2006), tak i schopnost internalizace klatrinovοu cestou 

(Liu a kol., 1998; Rajasekaran a kol., 2003). Unikátní motiv MXXXL (Rajasekaran a kol., 

2003) intracelulární části GCPII interaguje pravděpodobně přes μ2 subjednotku s adaptorovým 

komplexem AP-2, který se přímo účastní tvorby klatrinového váčku (Pearse a kol., 2000). 

GCPII je následně díky své interakci s filaminem A (Anilkumar a kol., 2003), obdobně jako 

transferinový receptor směřována do recyklujících endosomů. Přestože internalizace GCPII 

je konstitutivní, vazbou specifické protilátky je výrazně urychlena (Liu a kol., 1998). 

Internalizace nejspíše nesouvisí s aktivitou, vzhledem k tomu, že inhibice enzymatické aktivity 
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GCPII fosfátem nevede k snížení endocytózy (Rajasekaran a kol., 2003). V mikrovaskulárních 

endoteliálních buňkách byla popsána i alternativní cesta endocytózy, kdy přibližně jedna pětina 

GCPII je endocytována kaveolinovou dráhou, zprostředkovanou pomocí interakce GCPII 

s kaveolinem-1 (Anilkumar a kol., 2006). 

Směřování GCPII do recyklujících endosomů je zajímavé i v souvislosti s popsanou interakcí 

recyklujících endosomů a centrosomu přes Rab11 protein (Hehnly a kol., 2012) a jejich úlohou 

v terminální fázi cytokineze, kdy dochází k vlastnímu oddělení buněk po vytvoření dělící rýhy 

(Fielding a kol., 2005; Wilson a kol., 2005). Lokalizace GCPII v oblasti konců mitotického 

vřeténka (a tedy i v blízkosti centrosomů) byla popsána i v práci (Rajasekaran a kol., 2008), 

přičemž za klíčovou je považovaná cytoplazmatická část GCPII a funkce mikrotubulů. GCPII 

zde asociovala s APC (anaphase promoting complex) a urychlovala degradaci cyklinu B 

vedoucí k předčasnému ukončení mitózy. To podle Rajasekarana dále vedlo k aneuploidii a tím 

i zvýšení rizika nádorové progrese. 

To vše nasvědčuje hypotéze, že GCPII by mohla sloužit jako receptor pro zatím neznámý ligand 

(Rajasekaran a kol., 2005). Receptorové funkci by mohla nasvědčovat i přítomnost 

polyprolinového helixu v extracelulární části, který u jiných proteinů zajišťuje interakci 

se Src-homology 3 doménami (Mesters a kol., 2006). Arteficiální aktivace GCPII pomocí 

monoklonální protilátky J591 vede u buněčné linie LNCaP k aktivaci MAPK 

(„mitogen-activated protein kinase“) (Colombatti a kol., 2009; Perico a kol., 2016) 

a mTOR/AKT/BAD (Perico a kol., 2016) signální dráhy. GCPII po sesíťování vytváří 

makromolekulární komplex s β1 integrinem, filaminem A, adaptorovým proteinem pp130Cas 

a fosforylovaným proteinem c-Src, který vede k aktivaci AKT a ERK1/2 kináz. Tento děj je 

inhibován potlačením exprese jakékoli složky komplexu (Perico a kol., 2016). Dochází i 

k aktivaci GTPas RAS, Rac1 (Colombatti a kol., 2009) a následně i kináz MAPK38 a ERK1/2 

(Colombatti a kol., 2009; Perico a kol., 2016). Závěrem je i fosforylován transkripční faktor 

jaderný faktor kappa B (NFκB), který zvyšuje produkci cytokinu IL-6 a CCL5 (Colombatti a 

kol., 2009). Výše uvedený makromolekulární komplex současně asociuje s receptorem EGFR 

a vede k jeho fosforylacím na tyrosinech Y1086 a Y1173, které nezávisejí na aktivaci EGF (Perico 

a kol., 2016). Signalizace je znázorněna na schématu převzatém a upraveném z publikace 

Perico a kol. (2016) uvedeném na obrázku 7. 
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Obrázek 7 – Schématické znázornění signalizace po aktivaci GCPII/PSMA. Aktivací vzniká makromolekulární 

komplex GCPII s filaminem A, β1 integrinem, proteinem pp130Cas a fosforylovaným proteinem Src1, který 

aktivuje AKT a ERK1/2 kinázy. Současně dochází k asociaci s EGFR receptorem a fosforylaci Y1086 a Y1173. 

Převzato z publikace (Perico a kol., 2016) a upraveno. 

 

Klíčovou se zdá souhra s integrinovými drahami, kdy signalizace GCPII v přítomnosti 

funkčního protoonkogenu c-Src (Perico a kol., 2016) vede k aktivaci β1 integrinu (Conway a 

kol., 2006; Perico a kol., 2016) a následně cestou Rac GTPasy k aktivaci PAK-1 a tím i 

ovlivnění buněčné migrace. Inhibice GCPII snižuje fosforylaci FAK („focal adhesion kinase“) 

závislé na β1 integrinu (Conway a kol., 2006). V experimentálních spontánních nádorech 

prostaty „the transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate“ (TRAMP) byla v případě myší 

deficientních v genu pro GCPII pozorována nižší fosforylace FAK kinázy v hlavním 

autofosforylačním místě Y397, oproti výrazně zvýšené fosforylaci na tyrosinu Y925 (Caromile a 

kol., 2017).  Zatímco fosforylace Y397 je klíčová pro spojení s SH2 doménou Src kináz, tak 

fosforylace Y925 je skrze interakci s GRB2 adaptorovým proteinem zodpovědná za aktivaci 

MAPK signální dráhy (Hanks a Polte, 1997). Vysvětlení nabízí práce Caromile a kol. (2017), 

kde byla v lidské prostatické buněčné linii 22Rv1 identifikována asociace GCPII s proteinem 

RACK1 a receptorem IGF-1R, která snižuje interakci RACK1/IGF-1R s β1 integrinem. To vede 

ke změně FAK fosforylace a aktivaci AKT signální dráhy (PI3K-AKT). To spolu s nálezem 

snížené signalizace v MAPK dráze (GRB2-ERK1/2) ve výše popsaných GCPII pozitivních 

tumorech v TRAMP myším transgenním modelu vytváří hypotézu, že za přítomnosti GCPII 

dochází k přesmyku signalizace z MAPK dráhy k více onkogenní dráze AKT (Caromile a kol., 
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2017). Schématicky je tento děj znázorněn na obrázku 8, přejatém a upraveném od Caromile a 

kol. (2017). 

 

 

Obrázek 8 – Schématické znázornění přesmyku signalizace v důsledku přítomnosti GCPII. GCPII asociuje 

s proteinem RACK1 a receptorem IFG-1R, což kompetitivně snižuje interakci s RACK1/IGF-1R komplexu 

s β1 integrinem. Interakce RACK1 proteinu s GCPII místo s β1 integrinem aktivuje PI3K/AKT dráhu a vede 

k změně fosforylací FAK, kdy je bez další stimulace integrinovou cestou preferována fosforylace     

FAK na tyrosinu Y937 před tyrosinem Y925.   To vede k útlumu signalizace GRB2/ERK1/2 dráhou. Pokud jsou 

β1 integrinové receptory současně přímo stimulovány kontaktem s extracelulární matrix dojde k alternativní 

aktivaci FAK včetně standardní fosforylace na tyrosinu Y925. MAPK dráha tak zůstává aktivní. Přejato a upraveno 

od Caromile a kol. (2017). 

  

Tato překvapivá domněnka není v souladu s předchozími pracemi (Colombatti a kol., 2009; 

Perico a kol., 2016), které naopak ukazují zvýšenou aktivitu MAPK38 a ERK1/2 po aktivaci 

GCPII monoklonální protilátkou; současně dochází i k rozporu v rámci exprese GCPII v rámci 

základního TRAMP transgenního modelu, kde oproti práci (Caromile a kol., 2017) nebyla 

v další studii (Simons a kol., 2019) exprese GCPII potvrzena. Jedním z možných vysvětlení 

může být fakt, že arteficiální aktivace GCPII pomocí monoklonální protilátky vede k rapidní 

internalizaci (Rajasekaran a kol., 2003), což může vést ke změně složení příslušných 

signalizačních komplexů. 

 

1.3 Expresní profil 

Expresní profil GCPII byl opakovaně studován jak na úrovní mRNA, tak i na proteinové úrovni. 

Výsledky nejsou bohužel vždy plně konzistentní, což může být dáno různorodostí analytických 
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metod (reverzní transkripce spojená s polymerázovou řetězovou reakcí  – RT-PCR, „northern 

blot“, imunohistochemie, ELISA, imunoblot - „western blot“, enzymová aktivita), použitím 

různých detekčních protilátek s různou senzitivitou, tak i paletou a charakterem vyšetřovaných 

tkání. 

Shodně jak na proteinové, tak i na mRNA úrovni byla u lidských tkání popsána kromě prostaty 

(Aggarwal a kol., 2006; Cunha a kol., 2006; Gala a kol., 2000; Horoszewicz a kol., 1987; Israeli 

a kol., 1994; Lopes a kol., 1990; Mhawech-Fauceglia a kol., 2007; Pangalos a kol., 1999; 

Renneberg a kol., 1999; Rovenská a kol., 2008; Silver a kol., 1997; Sokoloff a kol., 2000; 

Troyer a kol., 1995; Wolf a kol., 2010) exprese v mozku (Cunha a kol., 2006; Israeli a kol., 

1994; Mhawech-Fauceglia a kol., 2007; Pangalos a kol., 1999; Renneberg a kol., 1999; 

Rovenská a kol., 2008; Sácha a kol., 2007; Trover a kol., 1995), ledvinách (Cunha a kol., 2006; 

Kinoshita a kol., 2006; Lopes a kol., 1990; Pangalos a kol., 1999; Renneberg a kol., 1999; 

Rovenská a kol., 2008; Sokoloff a kol., 2000), tenkém střevě (Gala a kol., 2000; Kinoshita a 

kol., 2006; Pangalos a kol., 1999; Rovenská a kol., 2008; Silver a kol., 1997), játrech (Cunha a 

kol., 2006; Kinoshita a kol., 2006; Pangalos a kol., 1999; Renneberg a kol., 1999; Rovenská a 

kol., 2008), v močovém měchýři (Gala a kol., 2000; Kinoshita a kol., 2006; Rovenská a kol., 

2008) a v  slinných žlázách (Israeli a kol., 1994; Trover a kol., 1995; Wolf a kol., 2010). 

Z dalších tkání byla pozorována přítomnost GCPII proteinu v tlustém střevu (Kinoshita a kol., 

2006; Rovenská a kol., 2008; Sokoloff a kol., 2000) a v některých dalších tkáních 

reprodukčního systému (prsní žláze, vaječnících, vejcovodu, děloze, varleti a nadvarleti) 

(Kinoshita a kol., 2006; Mhawech-Fauceglia a kol., 2007; Rovenská a kol., 2008; Sokoloff a 

kol., 2000).  

Stran tělesných tekutin byla GCPII nalezena v krvi resp. plasmě (Beckett a kol., 1999; Knedlík 

a kol., 2014; Rochon a kol., 1994; Troyer a kol., 1995), seminální plasmě (Rochon a kol., 1994; 

Sokoloff a kol., 2000; Troyer a kol., 1995) a v moči (Sokoloff a kol., 2000). 

Exprese jednotlivých ortologů GCPII v tkáních různých živočišných druhů je překvapivě 

rozdílná. Výrazná exprese GCPII v prostatě člověka je unikátní, v prostatě myši, potkana, 

prasete, psa, ani vysoce příbuzného makaka není pozorovatelná (Aggarwal a kol., 2006; Bacich 

a kol., 2001; Rovenská a kol., 2008). Exprese v děloze a varlatech je u člověka oproti praseti 

a potkanovi výrazně nižší.  Stran reprodukčního systému je výrazněji zachována pouze exprese 

ve vaječníku. Obdobně v trávicím traktu je GCPII detekovatelná v tenkém střevě člověka a 

prasete, kdežto u potkana je záchyt minimální (Rovenská a kol., 2008; Shafizadeh a Halsted, 

2007). Relativně podobná exprese mezi druhy je u ledvin a mozku, kde ji nalézáme jak u 
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hlodavců (myš, potkan), tak i u prasete a člověka. U myši, oproti člověku, potkanu a praseti 

nalézáme výrazně nižší hladinu v játrech.  

Co se histologické lokalizace GCPII týče, jedná se většinou o expresi na apikální straně 

epiteliálních buněk, tj. acinárních buněk prostaty (Kinoshita a kol., 2006; Rovenská a kol., 

2008; Silver a kol., 1997), buněk proximálním tubulu ledvin (Kinoshita a kol., 2006; Rovenská 

a kol., 2008; Silver a kol., 1997), acinárních buňkách slinné žlázy (Wolf a kol., 2010) a 

enterocytů (Kinoshita a kol., 2006; Silver a kol., 1997). Výjimkou je pozitivita stromatu u 

vaječníku (Kinoshita a kol., 2006). Exprese ve slinné žláze je zřejmě nejspíše spjata i 

s nežádoucím účinkem, xerostomií, po podání GCPII cílených radionuklidů (Kratochwil a kol., 

2016).  

V případě tkáně centrálního nervového systému byla lokalizace dominantně popisována 

v astrocytech (Berger a kol., 1999; Rovenská a kol., 2008; Sácha a kol., 2007), přičemž barvení 

má granulární cytoplazmatický vzor (Sácha a kol., 2007). Dále GCPII byla nalezena 

i v cytoplazmě ependymálních buněk  (Kinoshita a kol., 2006). Stran periferního nervstva byla 

GCPII pozorována ve Schwanových buňkách neprodukujících myelin v oblasti 

neuromuskulárního spojení (Berger a kol., 1995). 

Studiem exprese v nádorové tkáni se zabývalo poměrně značné množství autorů. Výrazná 

exprese v nádorových buňkách byla zachována u nádorů prostaty, kde byla zachycena 

jak v primárním nádoru, tak i v metastázách (Gala a kol., 2000; Horoszewicz a kol., 1987; 

Kinoshita a kol., 2006; Lopes a kol., 1990; Silver a kol., 1997; Trover a kol., 1995; Wright a 

kol., 1995). Některé práce se pokusily míru pozitivity (většinou zjištěnou pomocí 

imunohistochemie) korelovat s mírou agresivity onemocnění či s prognózou. Výsledky byly 

však rozporuplné. V práci Bostwick a kol. (1998), kde porovnávali prostatické intraepiteliální 

neoplazie s plně rozvinutým karcinomem, nezachytili signifikantního rozdílu, kdežto ve studii 

Perner a kol. (2007) naopak analýza doby do biochemické progrese karcinomu prostaty 

vykazovala signifikantní rozdíl mezi silnými a slabými expresory na úrovni p = 0,003, včetně 

efektu v multivariantní analýze. V práci Minner a kol. (2011) při obdobné analýze byla doba 

do biochemického relapsu u silně exprimujích tumorů oproti tumorům slabě exprimujícím také 

statisticky signifikantně kratší, avšak na hraniční úrovni (p = 0,0483). Pozitivita GCPII přitom 

korelovala se stadiem tumoru, preoperační hodnotou PSA a HER2 expresí. 

Přítomnost GCPII byla studována i v jiných nádorech. Byla popsána v nádorových buňkách 

řady malignit vycházejících většinou z tkání, které primárně exprimují GCPII. Mezi nimi 

např. v karcinomu močového měchýře (Gala a kol., 2000; Lane a kol., 2008; Samplaski a kol., 

2011), primárním karcinomu ledvin (Dumas a kol., 1999), karcinomu pankreatu (Ren a kol., 
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2014), astrocytomu (Salas Fragomeni a kol., 2017). Z benigních tumorů exprimují GCPII 

neurofibromy u neurofibromatozy typu 1 (Gulhane a kol., 2017). Z tumorů majících původ 

v tkáních GCPII fyziologicky neexprimujících, byla zachycena GCPII u nemalobuněčného 

karcinomu plic (Schmidt a kol., 2017).  

Překvapivě byla zachycena pozitivita GCPII v endoteliích cév většiny nádorů – např. u nádorů 

prsu, tlustého střeva, plic, štítné žlázy, ale i u glioblastomu a osteosarkomu  (Baccala a kol., 

2007; Bychkov a kol., 2017; Crowley a kol., 2016; Haffner a kol., 2009; Heitkötter a kol., 2018; 

Heitkötter a kol., 2017; Chang a kol., 1999; Kasoha a kol., 2017; Liu a kol., 1997; Matsuda a 

kol., 2018; Nomura a kol., 2014; Schmidt a kol., 2017; Silver a kol., 1997; Tolkach a kol., 2018; 

Vorlova a kol., 2019; Wernicke a kol., 2011; Wernicke a kol., 2014; Zeng a kol., 2012). 

Co se exprese GCPII v modelech geneticky podmíněných nádorů prostaty u myši týče jsou 

dostupná rozporuplná data. Zatímco fyziologicky myší prostata GCPII neexprimuje (Bacich a 

kol., 2001), tak u genetického „Hi-Myc“ modelu, kdy je probasinovým promotorem řízena 

exprese onkogenu Myc, byla exprese pozorována již od stadia prostatické intraepiteliální 

neoplazie (Simons a kol., 2019). U TRAMP modelu založeného na expresi SV40 T antigenu 

vlivem probasinového promotoru jsou výsledky více nesourodé. V práci Simons a kol. (2019) 

nepopsali ani na úrovni imunohistochemie ani na pozitronové emisní tomografií kombinované 

s výpočetní tomografií (PET/CT) s [18F]-DCFPyL sondou expresi GCPII, kdežto v případě 

jiných studií Schmittgen a kol.(2003b), Yang a kol. (2001) byla nalezena GCPII na úrovni 

mRNA, a v případě práce Caromile a kol. (2017) i na úrovni proteinu. 

Pozitivita GCPII v nově tvořených cévách nebyla pozorována jen v malignitách ale 

i v regeneračních procesech v hojící se tkáni, v granulacích, tak i v endometriálních cévách 

(Gordon a kol., 2008).  

Exprese je asociována i se zánětlivými onemocněními. Jak na mRNA, tak i na proteinové úrovni 

byla exprese GCPII zachycena v buňkách sliznice ilea při Crohnově chorobě (Zhang a kol., 

2012). Kromě Crohnovy choroby byla pozorována zvýšená aktivita GCPII i u zánětem zasažené 

sliznice při ulcerozní kolitidě (Rais a kol., 2016). Jako vedlejší nález u vyšetření PET/CT 

s radioligandem značeným 68Ga proti GCPII byla v řadě prací popisována pozitivita u 

sarkoidózy (Ardies a kol., 2017; Dias a kol., 2017; Hermann a kol., 2016; Kobe a kol., 2015), 

tato data však nebyla potvrzena jinou metodou a mohou souviset s nespecifickou akumulací 

68Ga, vzhledem k tomu že se 68Ga-citrát vychytává, nejspíše cestou vazby na transferin, 

v zánětlivých ložiscích. 
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1.4 Známé fyziologické funkce 

1.4.1 Nervový systém 

Známá fyziologická funkce GCPII v nervové tkání je úzce spjata s jejími peptidovými substráty 

N-acetyl-aspartyl-glutamátem (NAAG) a N-acetyl-aspartyl-diglutamátem (NAAG2). GCPII na 

povrchu perisynaptických astrocytů katabolizuje tyto substáty za odštěpení C-terminálního 

glutamátu (Berger a kol., 1999; Robinson a kol., 1987; Sácha a kol., 2007). 

NAAG je nejrozšířenější dipeptid v nervové tkáni, vyskytující se u většiny živočišných druhů 

– byl nalezen v řádově podobné koncentraci u králíka, potkana, morčete, slepice, holuba, ale 

i u želv a žab (Miyake a kol., 1981). NAAG vzniká kondenzací N-acetyl-aspartátu (NAA) 

a glutamátu (Arun a kol., 2006; Cangro a kol., 1987; Gehl a kol., 2004) za účasti ATP 

dependentní NAAG synthetázy I nebo NAAG synthetázy II (Becker a kol., 2010; Collard a 

kol., 2010). Koncentrace NAAGu v jednotlivých částech nervového systému králíka se 

pohybovala v rozmezí 0,14 – 3,09 mmol/kg a tvořila, jako u většiny druhů savců a ptáků, 

přibližně desetinu koncentrace jeho biosyntetického prekurzoru – N-acetyl-aspartátu (Miyake 

a kol., 1981). Jak vyplývá z imunohistochemických studií, naprosto převažuje neuronální 

lokalizace NAAGu, a to jak např. v čichové a zrakové dráze (Anderson a kol., 1986; Tieman a 

kol., 1987), tak i v dráze senzitivní v dorzálním gangliu (Cangro a kol., 1987). Stran sub-

celulární lokalizace se NAAG nachází jak v perikaryonu, tak i axonech, přičemž nejvyšší 

koncentrace dle ultrastrukturních studií byla popisována v synaptických váčcích, a to jak 

presynapticky (Renno a kol., 1997; Williamson a Neale, 1988), v zakončení axonu, či v případě 

glutamatergního systému v postsynaptických váčcích v dendritech (Nordengen a kol., 2020). 

Na druhou stranu in vivo měření pomocí  magnetické rezonanční spektroskopie  ukazuje mírně 

vyšší koncentraci NAAGu v bílé hmotě 1,5 – 2,7 mM oproti hmotě šedé 0,6 – 1,5 mM (Pouwels 

a Frahm, 1997). NAAG se po depolarizaci uvolňuje z neuronu do synaptické štěrbiny díky fúzi 

synaptických váčků s cytoplazmatickou membránou, která je závislá na influxu vápníku (Tsai 

a kol., 1988; Walder a kol., 2013; Zollinger a kol., 1988). Transport NAAGu do synaptických 

váčků je zprostředkován pomocí transportéru sialinu (Lodder-Gadaczek a kol., 2013). 

NAAG2 vzniká další kondenzací NAAGu s glutamátem za katalýzy NAAG synthetatasou II. 

Koncentrace NAAG2 koreluje s koncentrací NAAG v jednotlivých kompartmentech nervové 

tkáně a je cca třicet až padesátkrát nižší (Lodder-Gadaczek a kol., 2011). Zda funguje NAAG2 

jako neurotransmiter není dosud zcela potvrzeno. 

Za receptor NAAGu je považován metabotrobní glumátový receptor 3 (mGluR3) (Lea a kol., 

2001; Neale, 2011; Wroblewska a kol., 1998; Wroblewska a kol., 1997), který po svojí aktivaci 
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snižuje tvorbu cAMP (Wroblewska a kol., 1998), ale i tvorbu cGMP (Wroblewska a kol., 2006). 

Někteří autoři (Fricker a kol., 2009; Chopra a kol., 2009) však tato data zpochybňují 

s poukázáním na možnou přítomnost reziduálního glutamátu v komerčně dostupném NAAGu. 

Receptor mGluR3 se nalézá na neuronálním synaptickém spojení jak presynapticky, 

tak i postsynapticky. Presynapticky negativní zpětnou vazbou snižuje uvolňování 

neutotransmiterů cestou redukce cyklického adenosin monofosfátu (cAMP), vedoucí ke snížení 

aktivity proteinkinasy A a tudíž i k poklesu množství vstupujícího vápníku při depolarizaci 

snížením vodivosti vápníkových kanálů L-typu (Romei a kol., 2013; Zhao a kol., 2001). 

Postsynapticky aktivace mGluR3 vede u GABAergních neuronů ke zvýšení exprese GABAA 

receptoru a tím prohloubení inhibičního signálu (Ghose a kol., 1997). U glutamatergních 

neuronů je naopak po aktivaci mGluR3 popisována inhibice dlouhodobé potenciace (Lea a kol., 

2001; Neale a kol., 2000). Nedávno byla popsána i retrográdní inhibiční signalizace, kdy po 

aktivaci postsynaptického neuronu dochází působením vápníku k uvolnění NAAGu 

z dendritických váčků postsynaptického neuronu zpět do synaptické štěrbiny, což vede 

k následné aktivaci presynaptického mGluR3 receptoru a konečně i k inhibici neurotransmise 

(Nordengen a kol., 2020). Exprese receptoru mGluR3 byla popsána i na astrocytech, které po 

aktivaci NAAGem produkují neuroprotektivní faktor TGF β a zvyšují tak odolnost neuronů 

vůči noxám (např. NMDA, kyanid draselný) (Bruno a kol., 1998a; Bruno a kol., 1998b; Thomas 

a kol., 2001a). Ilustrace metabolismu NAAGu na nervové synapsi je zobrazena na obrázku 9. 

NAAG působí neuroprotektivně dvojím způsobem. Jednak snižuje množství uvolněných 

neurotransmiterů, a tím inhibuje neurotransmisi, což vede ke snížení rizika excitotoxicity 

(Doble, 1999). Dále působením na mGluR3 receptory astrocytů stimuluje k produkci 

neuroprotektivního TGF-β (Bruno a kol., 1998a; Bruno a kol., 1998b). Podání inhibitoru GCPII  

2-fosfonomethylpentandiové kyseliny (PMPA) vede k prodloužení působení NAAGu a tudíž 

také vykazuje neuroprotektivní efekt (Slusher a kol., 1999; Thomas a kol., 2001a; Thomas a 

kol., 2001b; Tortella a kol., 2000).  
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Obrázek 9 – Schématické znázornění metabolismu NAAGu na nervové synapsi. NAAG (znázorněn zeleně) je 

syntetizován z NAA (znázorněn červeně) a glutamátu (znázorněn modře) NAAG syntetázou I nebo II v těle 

neuronu. Následně je transportérem sialinem dopravován do synaptických váčků, z kterých se po depolarizaci 

neuronu uvolňují do synaptické štěrbiny. Nerozštěpený NAAG je schopen aktivovat mGluR3 receptory (zeleně) 

jak na obou neuronech, tak i na astrocytech. V synaptické štěrbině je pak aktivitou GCPII zpětně rozštěpen na 

NAA a glutamát. Pokud dochází k výraznějšímu štěpení NAAGu, tak může vzniklý glutamát aktivovat NMDAR 

receptory (modře). NAA může být též zdrojem acetylových skupin pro syntézu myelinu v oligodendrocytu. 

 

Neuroprotektivní efekt inhibice GCPII pomocí PMPA byl pozorován i in vivo na modelech 

mozkové ischemie, kde dochází k excitotoxicitě vzhledem k přemíře intracelulárního vápníku 

indukovaného aktivovanými NMDA receptory. Po inhibici pomocí PMPA došlo k redukci 

postižené oblasti ischemickým postižením, v důsledku uzavření střední mozkové tepny, 

v závislosti na dávce až o 54 % (Slusher a kol., 1999). Obdobně inhibice pomocí 

2-[(pentafluorophenylmethyl)hydroxyphosphinyl]methyl)-pentanediové kyseliny podané 

jednu hodinu po provedení přechodného uzávěru střední mozkové tepny snížila velikost 

infarktového ložiska o více než 50 % (Williams a kol., 2001). Obdobně došlo k redukci 

postižení i v modelu novorozeneckého ischemického postižení jednostrannou okluzí karotické 

tepny (Cai a kol., 2002). Neuroprotektivní efekt byl prokázán i v modelu traumatického 

poranění mozku (Zhong a kol., 2006). 

Vzhledem k ovlivnění zejména glutamatergní neurotransmise pomocí mGlu3 receptoru lze 

předpokládat aktivitu u těch chorob, kde je tento typ signalizace klíčový. Schizofrenie 
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je psychiatrické onemocnění, kde je narušena řada neurotransmiterových systémů. Zatímco 

historicky se uvažovalo spíše o postižení dopaminergního systému, tak dle novějších poznatků, 

a v souvislosti s podobnými příznaky vyvolanými fencyklidinem, antagonistou NMDA 

receptoru, se ukazuje, že je zde i podstatná úloha glutamátergního systému (Tsai a Coyle, 2002). 

V případě fencyklidinového modelu vede nižší aktivita GABAergních neuronů v prefrontálním 

kortexu, kvůli snížené signalizaci NMDA receptoru, k desinhibici a aktivaci glutamátergních a 

dopaminergních neuronů vedoucím k příznakům choroby. Aktivace mGluR3 receptorů snižuje 

glutamátergní neurotransmisi a tudíž i snižuje příznaky v fencyklidinovém zvířecím modelu 

(Cartmell a kol., 1999; Moghaddam a Adams, 1998), obdobně funguje i inhibice GCPII 

(Olszewski a kol., 2017). 

Lze předpokládat, že primárně glutamatergní signalizace bolesti je regulována 

ko-neurotransmiterem NAAGem, neboť primární neuron senzitivní dráhy, pseudounipolární 

T buňka spinálního ganglia obsahuje NAAG a exprimuje metabotropní mGluR3 receptory 

(Cangro a kol., 1987; Carlton a kol., 2001; Neale a kol., 2005). To umožňuje vznik negativně 

zpětnovazebné smyčky, kdy je cestou NAAGu snížena glutamátové neurotransmise. Tato 

hypotéza byla potvrzena na různých in vivo modelech bolesti, kdy podání látky inhibující GCPII 

snižovalo bolestivou odpověď (Chen a kol., 2002; Kozikowski a kol., 2004; Neale a kol., 2005; 

Yamamoto a kol., 2008; Yamamoto a kol., 2001a; Yamamoto a kol., 2001b; Yamamoto a kol., 

2007). 

U amyotrofické laterální sklerózy je považována glutamátem zprostředkovaná excitotoxicita 

za jeden z důležitých patogenetických faktorů (Blasco a kol., 2014; Foran a Trotti, 2009; 

Mennini a Bendotti, 2004; Shaw a Ince, 1997; Van Den Bosch a kol., 2006). S tím jsou spojené 

změny v koncentracích excitačních aminokyselin, přičemž v literatuře dochází k nesouladům. 

U nemocných s amyotrofickou laterální sklerózou bylo pozorováno zvýšení hladiny glutamátu, 

NAAGu i NAA v mozkomíšním moku. Naopak v předních míšních rozích bylo množství 

NAAGu i NAA u některých pacientů sníženo (Rothstein a kol., 1990).  Bylo zachyceno i 

navýšení plasmatické koncentrace glutamátu a pokles tkáňových koncentrací aspartátu, NAA i 

NAAG (Plaitakis a Constantakakis, 1993). Naopak v práci Perry a kol. (1990) zvýšení 

koncentrace glutamátu v plasmě a mozkomíšním moku u nemocných nepozorovali. V práci 

Spreux-Varoquaux a kol. (2002) bylo zvýšení koncentrace glutamátu v mozkomíšním moku 

pozorováno u 40,8 % pacientů, převážně u pacientů se spinálním začátkem choroby, 

dominujícím postižením končetin a výraznějším poškozením svalstva. Co se týče aktivity 

GCPII, tak u amyotrofické laterální sklerózy bylo pozorováno zvýšení aktivity GCPII 

s korespondujícími lokálními redukcemi tkáňových koncentrací endogenního aspartátu, 
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glutamátu, NAA i NAAG (Tsai a kol., 1991).  V myším modelu amyotrofické laterální sklerózy 

pozorován signifikantní účinek inhibitorů GCPII. U kohorty léčené inhibitorem 

2-fosfonomethylpentandiovou kyselinou docházelo k pozdějšímu nástupu neurologických 

příznaků a signifikantně se prodloužila doba přežití, až o 15 % průměrné doby (Ghadge a kol., 

2003). 

Ovlivněním kognitivních schopností NAAG neurotransmiterovým systémem se zevrubně 

zabývá práce (Neale a Olszewski, 2019), zkráceně, inhibice GCPII event. vyřazení genu 

pro GCPII zlepšuje u myší dlouhodobou paměť v testu rozpoznávání objektu (Janczura a kol., 

2013), přičemž mechanismem je patrně prodloužené působení nerozštěpeného NAAGu 

na metabotropní mGluR3 receptor (Olszewski a kol., 2017). Bylo pozorováno i zlepšení v 

testech krátkodobé paměti v rámci trojitého transgenního modelu Alzheimerovy choroby 

a v modelu akutní intoxikace ethanolem (Olszewski a kol., 2017). V případě ethanolové 

intoxikace byla současně po podání inhibitoru zlepšena motorická koordinace, přičemž 

obdobný efekt byl pozorován i po podání agonisty 2. třídy metabotropních glutamátových 

receptorů, což dále podporuje hypotézu o účasti NAAGu. Obdobně v rámci modelu 

experimentální imunitní encefalitidy byl prokázán dávkově závislý prokognitivní efekt 

inhibitoru GCPII – PMPA v Barnesově bludišťovém testu (Hollinger a kol., 2016). Studie 

Neale a Olszewski (2019) přisuzuje prokognitivní efekt inhibice GCPII a NAAGu jednak 

zvětšením dynamického rozsahu synaptické transmise, cestou presynaptických mGluR3 

receptorů, tak i cestou postsynaptických receptorů, snížením hladiny cAMP a tím i z buněčného 

hlediska ovlivněním dlouhodobé potenciace resp. deprese. 

Za choroby spjaté s výrazným narušením NAA-NAAG systému patří Canavanova choroba 

a Pelizaeus-Merzbacherova choroba, případně „Pelizaeus-Mezbaracher-like“ choroba. Zatímco 

Cavanova choroba je porucha odbourávání N-acetylaspartátu při defektním genu 

pro aspartylacylasu (lokalizované v oligodendrocytech) vedoucí k akumulaci NAA i NAAG 

a defektní myelinizaci cestou nedostatku acetátu odvozeného z NAA (Namboodiri a kol., 

2006), tak Pelizaeus-Merzbacherova choroba je dána mutací genu pro proteolipidový protein, 

který je složkou myelinu nervových buněk (Burlina a kol., 2006).  Elevace NAAGu byla 

pozorována i u „Pelizaeus-Merzbacher-like“ choroby (Sartori a kol., 2008) způsobené mutací 

genu GJC2, která vede k produkci defektního connexinu-47 zodpovědného za tvorbu „gap 

junctions“ v oligodendrocytech. Ztráta vede k dysfunkci „polokanálu“ (Diekmann a kol., 2010) 

a  hypomyelinizaci. 

I v další případech (Wolf a kol., 2004) byla popsána asociace mezi vyšší hladinou NAAGu 

a hypomyelinizací. Jednou z možných hypotéz je degradace NAA pomocí aspartoacylázy 
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oligodendrocytu a využití takto vzniklých acetylů jako substrátů pro tvorbu myelinu (Francis a 

kol., 2016), což je v souladu s prací Singhal a kol. (2017), kde u myší s defektní syntézou NAA 

dochází ke snížení množství sfingomyelinu a sulfatidů. Bylo popsáno i ovlivnění metylace H3 

histonů na základě zvýšení koncentrace α-ketoglutarátu v oligodenrocytech po přidání NAA 

(Singhal a kol., 2017).  

 

1.4.2 Tenké střevo 

Deriváty kyseliny listové, vitaminu B9, tvoří klíčové kofaktory pro metabolismus jedno-

uhlíkatých zbytků v organismu (Ducker a Rabinowitz, 2017; Scaglione a Panzavolta, 2014). 

Jedno-uhlíkaté zbytky se používají při syntéze složek nukleových kyselin – jmenovitě při tvorbě 

purinů a thymidinu a dále při metylačních reakcích organismu, jako např. při metylacích DNA 

či při biosyntéze methioninu a cholinu. Katalyticky aktivní folát je v naprosté většině reakcí 

v redukované formě tetrahydrofolátu, přičemž pro zajištění retence je v buňkách, a tedy i v 

tkáních, polyglutamylován (Boarman a Allegra, 1992; Butterworth a kol., 1969; Darcy-Vrillon 

a kol., 1988; Zhao a kol., 2009).  V důsledku toho je i naprostá většina přirozeně dostupného 

folátu v dietě ve formě různě N5 resp. N10 substituovaného polyglutamylovaného 

tetahydrofolátu, většinou ve formě 5-methyltetrahydrofolátu (Zhao a kol., 2009).  

Polyglutamylovaná forma tetrahydrofolátu není přímo vstřebávána (Butterworth a kol., 1969; 

Darcy-Vrillon a kol., 1988; Rosenberg a kol., 1969), ale je sliznicí tenkého střeva, duodena 

a proximálního jejuna metabolizována na monoglutamylovanou formou 

5-methyltetrahydrofolátu, která se tak stává dominantní transportní formou v organismu  

(Damaraju a kol., 2008; Wright a kol., 2007).  Toto potvrzuje i neschopnost dominantního 

transportéru folátu ve střevě („proton-coupled folate transporter“) vázat polyglutamylované 

foláty (Qiu a kol., 2007). Oproti tomu kyselina listová, oxidovaná forma folátu, se vstřebává 

nezměněna a je metabolizována na 5-methyltetrahydrofolát v játrech (Wright a kol., 2007).  

Byly identifikovány dva enzymy zodpovědné za odštěpení glutamátů lokalizované ve sliznici 

jejuna (Reisenauer a kol., 1977). Zatímco první je vázán na membránu, tvoří dimer 

s exopeptidázovou aktivitou, závislou na koncentraci zinku (Halsted, 1991; Chandler a kol., 

1986), s pH optimem dle původní práce v rozmezí 5,5-7,5, a byl identifikován jako GCPII 

(McNulty a Pentieva, 2004), druhý je lokalizován intracelulárně v lysozomech, má 

endopeptidázovou aktivitu a pH optimum je posunuto výrazněji do kyselé oblasti – pH 4,5 

(Wang a kol., 1986) a dále je označovan jako γ-glutamyl hydroláza. Zatímco u člověka a prasete 

jsou ortology GCPII v tenkém střevě přítomny, a lze tedy předpokládat, že jsou zodpovědné 

za konjugázovou aktivitu (McNulty a Pentieva, 2004), tak u hlodavců (myš, potkan) nalezeny 
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nebyly a lze předpokládat, že odštěpování glutamátů zprostředkovává γ-glutamyl hydroláza 

(Shafizadeh a Halsted, 2007).   

 

1.4.3 Urogenitální trakt 

GCPII je velmi silně v exprimována urogenitálním traktu (viz kapitola 1.3). Prostata, resp. 

ledviny jsou orgány s největší expresí GCPII u člověka, resp. u myši. Přesto o fyziologické 

funkci GCPII zde je známo velmi málo. Vzhledem k histologické lokalizaci enzymu na 

luminální straně epiteliálních buněk na cytoplazmatické membráně byla navržena hypotéza o 

funkci GCPII jako folátovém transportéru (Yao a kol., 2010). Tato práce též spekuluje o 

reabsorpci folátu z moče v ledvinách. Obdobně i v prostatě bylo pomýšleno o blíže 

nespecifikované transportní funkci GCPII, což  bylo dále podpořeno nálezem folát vázajícího 

proteinu o velikosti 100 kDa v prostatickém lyzátu (Holm a kol., 1993). Tyto hypotézy však 

nicméně nebyly zatím experimentálně potvrzeny.  

 

1.4.4 Angiogeneze 

Výrazná exprese GCPII v endoteliích novotvořených cév (viz kapitola 1.3), ať již při procesu 

obnovy tkání, nebo při maligní transformaci, nasvědčuje úloze v angiogenezi. Myš 

s vyřazeným genem pro GCPII vykazuje sníženou angiogenezi pro nižší schopnost invaze skrz 

extracelulární matrix (Conway a kol., 2006). Nepřítomnost GCPII, v důsledku nižší aktivace β1 

integrinů, obzvláště narušuje motilitu na laminininovém povrchu. Alterace integrinové 

signalizace vede ke snížení aktivace PAK-1 kinázy, která tvoří jeden z proteinů klíčových pro 

architekturu cytoskeletu a cílenou migraci (Conway a kol., 2006). Tato činnost je dána nejspíše 

aktivací peptidů vznikajících proteolytickým štěpením lamininu, např. LQE, IEE, LNE 

(Conway a kol., 2013; Conway a kol., 2016). Tyto peptidy jsou aktivovány odštěpením 

glutamátu, a zejména kombinace dipeptidu leucyl-glutaminu (LQ) a glutamátu vede k zvýšení 

buněčné adheze cestou aktivace β1 integrinu a FAK kinázy (Conway a kol., 2016). 

Alternativní hypotézou funkce GCPII v angiogenezi je zajišťování dostatečného množství 

kofaktoru tetrahydrobiopterinu doposud neznámým způsobem pro funkci endotelové NO 

synthasy (Gordon a kol., 2008). Vzniklý oxid dusnatý stimuluje angiogenezi (Duda a kol., 

2004). 

GCPII není na lidských endoteliálních buňkách pocházejících z pupečníkové žíly (HUVEC) 

standardně přítomna, ale lze ji in vitro indukovat působením kondiciovaného media některých 

nádorových linií (např. MDA-MB-231, SK-RC-13, HCT-15)  (Liu a kol., 2011; Nguyen a kol., 
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2016). Na otázku, která složka je zodpovědná za indukci, se pokusili autoři rozdělit medium do 

frakcí podle molekulové hmotnosti.  Zatímco první studie (Nguyen a kol., 2016)  ukazuje efekt 

ve frakci 10-50 kDa, přičemž nižší hmotnosti nestuduje, tak druhá studie (Liu a kol., 2011) 

popisuje efekt ve frakci menší než 3 kDa a ve frakci větší než 30 kDa, která však také není 

podrobněji rozdělena. Porovnáním tak lze usoudit na efekt složek v oblastech menších 3 kDa, 

ale i složek o velikosti 30-50 kDa.  Efekt indukce GCPII na buňky HUVEC byl pozorování i 

in vivo v modelu xenotransplantátu, kdy byla injektována směs buněk HUVEC s nádorovou 

linií (Nguyen a kol., 2016). 

Úlohu GCPII v angiogenezi na sítnici a patogenezi retinopatií byla studovaná na modelu 

kyslíkem indukované retinopatie (Grant a kol., 2012). Na novotvořených endoteliích na sítnici 

(„cévních trsech“) byla pozorována exprese GCPII. Zatímco za fyziologického stavu nebyla u 

myší s vyřazeným genem pro GCPII pozorována změna v architektuře cév a jejich vývoji, tak 

při relativní hypoxii po odejmutí kyslíku v rámci modelu kyslíkem indukované retinopatie byla 

vzniklá patologická angiogeneze u myší s vyřazeným genem pro GCPII výrazně redukována. 

Architektura i struktura cév se jevila normálnější – byla méně chaotická a organizovanější, 

množství „cévních trsů“ bylo sníženo, rozsah avaskulární zóny byl snížen, perfuse zlepšena. 

Obdobných výsledků bylo dosaženo po podání inhibitorů GCPII systémově i intravitreálně. Lze 

předpokládat, že efekt nepřítomnosti GCPII aktivity na angiogenezi nebyl zprostředkován 

růstovým faktory VEGF ani angiopoetinem 2, vzhledem k tomu, že množství transkriptů 

příslušných k daným růstovým faktorům zůstalo nezměněno. 
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1.5 Patologické funkce 

1.5.1 Nádorová tkáň 

Vzhledem k výrazné expresi GCPII v nádorové tkáni, a to jak na úrovni nádorových buněk, tak 

i buněk nádorových endotelií (viz kapitola 1.3), nabízí se myšlenka úlohy GCPII při vzniku 

nádoru a nádorové progresi. Klinicky byl nejvíce studován efekt exprese GCPII v případě 

nádoru prostaty, většinou však s poměrně rozporuplnými výsledky, kdy intenzita exprese 

GCPII neodpovídala agresivitě onemocnění (Bostwick a kol., 1998), korelace nebyla výrazná 

(Minner a kol., 2011), či naopak se signifikantními rozdíly (Perner a kol., 2007). Obtížnost 

studia karcinogeneze zhoršuje i rozdílný expresní profil a fyziologie běžně dostupných in vivo 

modelů, kdy hlodavci mají výrazně nižší četnost prostatických nádorů oproti lidem a je nutno 

používat transgenních modelů. 

Co se týče mechanismu, byla pro svoji enzymatickou funkci odštěpování glutamátu 

z polyglutamylovaných folátů zvažována funkce v rámci vstřebávání derivátů kyseliny listové.  

Přítomnost GCPII zlepšuje proliferaci v případě fyziologické koncentrace folátu a současné 

přítomnosti penta-γ-glutamylovaného folátu (Yao a Bacich, 2006). Byla pozorována vyšší 

proliferace a přibližně 2× vyšší akumulace folátu v případě prostatické buněčné linie PC3 

exprimující GCPII oproti linii PC3 bez exprese za podmínek nízké koncentrace folátu v mediu 

(pod 50 nM) (Yao a kol., 2010). To by mohlo svědčit pro transportní funkci GCPII. 

Zajímavou hypotézou týkající se eventuální prokarcinogenní funkce metabolitu NAAGu je 

možnost, že by v případě agresivnějších malignit NAAG sloužil jako zdroj glutamátu (Nguyen 

a kol., 2019).  Autoři ukazují, že agresívnější nádory, zastoupené buněčnými liniemi 

B-buněčného lymfomu či ovariálního karcinomu, přeměňují více dodaného glutaminu na peptid 

NAAG. Byla zvažována role GCPII i v rámci nádorové glutámátové signalizace (Foss a kol., 

2012). 

Obdobně vyšší koncentrace NAAGu pozorovali i v klinických vzorcích glioblastomu oproti 

gliomu stupně II-III. Obdobné změny koncentrace NAAGu, korelující s velikostí tumoru, byly 

detekovány i v plasmě pacientů a v případě myšího modelu xenograftu s Myc-inducibilní 

lidskou linii P493-6. V případě exogenní aplikace NAAGu přímo do nádorů docházelo 

k zvětšení tumorů. Inhibice GCPII pomocí PMPA, event. použití buněčných linií bez exprese 

GCPII vedlo naopak k signifikantnímu poklesu velikosti. V nádorech docházelo k přeměně 

NAAGu na NAA, aspartát a glutamát. Změny v koncentraci NAAGu a NAA se nachází 

i v případě nádorů ovaria (Fong a kol., 2011). 
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Řada prací se zabývá případnou úlohou GCPII v nádorové a buněčné signalizaci, která je 

detailněji popsána v kapitole 1.2. Ve stručnosti – aktivace molekul GCPII pomocí 

monoklonální protilátky J591 spouští proliferativní MAPK signální dráhu včetně kináz 

MAPK38, ERK1/2 (Colombatti a kol., 2009; Perico a kol., 2016) a anti-apoptotickou 

mTOR/AKT/BAD signální dráhu (Perico a kol., 2016). Tato aktivace GCPII zvyšuje schopnost 

buněčné linie LNCaP tvořit kolonie v matrigelu, a to jak v přítomnosti séra, tak i bez jeho 

přítomnosti.   In vitro identifikovaná signalizace GCPII, např. aktivace β1 integrinu, fosforylace 

EGFR Y1086, byla prokázána i na vzorcích nádorové prostatické tkáně vyššího stupně malignity 

(Perico a kol., 2016).  

V experimentálním transgenním myším modelu karcinomu prostaty TRAMP byl růst nádorů 

v případě vyřazení genu GCPII signifikantně pomalejší (Caromile a kol., 2017), přičemž byla 

pozorována změna signalizace z Ras/MAPK dráhy na signální dráhu PI3K/AKT.  Tento 

přesmyk v signalizaci byl vysvětlen rozdílem v signalizaci IGF-1R receptoru, kdy GCPII 

kompetuje s β1 integrinem o interakci s IGF-1R a RACK1 (Caromile a kol., 2017) – blíže 

obrázek 8 na straně 23. Přes jiný typ signalizace a zpočátku pomalejší růst tumorů v TRAMP 

modelu se však postupem času vyvinou karcinomy i v případě vyřazení genu GCPII, což 

nasvědčuje tomu, že i aktivace méně potentní signální dráhy Ras/MAPK k onkogenezi 

postačuje (Caromile a kol., 2017).  

V neposlední řadě, jak již bylo uvedeno v kapitole 1.2, rychlejší degradace cyklinu B vlivem 

GCPII v rámci APC komplexu vede k urychlení konečné fáze mitózy (Rajasekaran a kol., 

2008). Snížení efektivity tohoto kontrolního bodu vede ke snížení chromozomální stability, 

může vést k aneuploidii a tím i k riziku vzniku nádoru. 

Velmi rozsáhlá skupina prací analyzuje užití GCPII jako cíle pro zobrazení nádorů např. pomoci 

pozitronové emisní tomografie, event. uvažuje GCPII jako molekulárního cíle ke směřování 

léčiv (např. radioligandů) – podrobněji rozepsáno v kapitole 1.6 na straně 38. 

 

1.5.2 Imunopatologické stavy 

Exprese GCPII byla zaznamenána, jak již bylo také uvedeno v kapitole 1.3, ve sliznici střeva 

v rámci idiopatických střevních zánětů – a to jak u Crohnovy choroby (Rais a kol., 2016; Zhang 

a kol., 2012), tak i v případě ulcerózní kolitidy (Rais a kol., 2016). Obdobných výsledků bylo 

dosaženo i v myších experimentálních modelech idiopatického střevního zánětu – jako jsou 

dextran sulfátový model, model myši deficientní v genu pro IL10, či model po podání 

trinitrobenzensulfonové kyseliny (Date a kol., 2017; Rais a kol., 2016). Inhibice GCPII pomocí 

inhibitoru PMPA, podaného systémově nebo lokálně, vedla u těchto modelů k poklesu aktivity 
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onemocnění i histologické závažnosti (Date a kol., 2017; Peters a kol., 2019; Rais a kol., 2016). 

Pro roli GCPII v etiopatogenezi svědčí i fakt, že podání dextran sulfátu sodného vedlo u myši 

s deficiencí v genu pro GCPII k výrazně nižším projevům střevního zánětu (Rais a kol., 2016). 

Na základě role GCPII ve střevních zánětech a úloze NAAGu v transmisi zánětlivé bolesti skrze 

mGluR3 receptor je zvažována komplexnější úloha NAAGu v zánětlivé odpovědi (Neale a 

Yamamoto, 2020). V souvislosti s tím byly v řadě převážně francouzských studií zkoušeny 

protizánětlivé účinky NAAGu. NAAG byl s rozdílným efektem zkoušen jako stabilizátor 

žírných buněk a protizánětlivý peptid v rámci řady očních imunitně podmíněných onemocnění 

jako jsou alergie, jarní keratokonjuktivitida, oční aktivní anafylaxe, syndrom suchého oka 

(Brignole-Baudouin a kol., 2009; Denis a kol., 1998; Goldschmidt a Luyckx, 1996; Leonardi a 

kol., 2007). Obdobně byl s částečným efektem zkoušen v terapii alergické rinitidy (Althaus a 

Pichler, 1994; Datz a kol., 1988). Vzhledem ke klinickému účinku byly oční kapky s 4,9 % 

roztokem sodné soli NAAGu schváleny ve Francii pod názvem „Naabak“ k léčbě očních 

alergií. 

Mechanismus účinku byl přisuzován inhibici aktivace komplementu (Feuillard a kol., 1991), 

inhibici syntézy leukotrienů (Jambou a Lapalus, 1990), ale i snížení adheze leukocytů 

k aktivovaným endoteliálním buňkám. NAAG v koncentraci 1-10 mM v závislosti na dávce 

inhiboval, jak klasickou, tak i alternativní cestu aktivace komplementu (Feuillard a kol., 1991).  

NAAG od koncentrace 10-9 M, inhiboval syntézu leukotrienů v makrofágové buněčné linií 

po aktivaci vápníkovým ionoforem (Jambou a Lapalus, 1990). NAAG dále ve výsledné 

koncetraci 2,45 % inhiboval adhezi leukocytů na endoteliální linii HUVEC stimulovanou 

pomocí TNFΑα cestou redukce exprese adhezivních molekul na TNFα aktivovaných 

endoteliích  (Bouhlal a kol., 2002). 

Vzhledem k známým fyziologickým koncentracím NAAGu lze očekávat, že inhibiční efekt na 

aktivaci komplementu bude limitován striktně na oblast nervového systému, zatímco ovlivnění 

leukotrienového metabolismu může být rozsáhlejší. O fyziologickém efektu na adhezi 

leukocytů vzhledem k použité extrémně vysoké koncentraci NAAGu lze jen spekulovat. 
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1.6. GCPII jako terapeutický a diagnostický cíl v onkologii  

Jak již bylo uvedeno v dřívější kapitole (1.3), GCPII se exprimuje v řadě nádorů jak 

na samotných nádorových buňkách, tak i na nádorových endoteliích. Člověk exprimuje nejvíce 

v prostatě a jejích nádorech, kde množství GCPII přibližně 10–80× převyšuje ostatní tkáně 

(Sokoloff a kol., 2000). Odtud mimo jiné také vznikl alternativní název PSMA. Tato relativně 

specifická lokalizace GCPII se přímo nabízí k užití GCPII jako tkáňově specifického 

nádorového markeru pro diagnostiku a terapii, či jejich kombinaci, tzv. teranostiku.  

Naprostá většina výzkumu užití GCPII jako tumorového markeru pro teranostiku se zabývala 

radioligandy GCPII. V počátcích bylo pro diagnostické účely zvažováno použití protilátek. 

První takto použitou protilátkou, přes epitop v intracelulární oblasti, se stala překvapivě 

7E11-C5.3 v podobě konjugátu s chelatovaným 111In, známá jako (111In) capromab pendetid. 

Byla použita, schválena americkou lékovou agenturou US Food and Drug administration 

(FDA) a registrována pod komerčním názvem ProstascintTM pro diagnostiku karcinomu 

prostaty (Kahn a kol., 1994) pomocí jednofotonové výpočetní tomografie (SPECT). 

Spolehlivost sice nebyla vysoká, ale přesto lepší než užití positronové emisní tomografie 

s 18F fluordeoxyglukosou (Haseman a kol., 1996). Senzitivita v poslední studii dosahovala 

62 % a specifita 72 % (Manyak a kol., 1999). Obdobně varianty capromabu pendatidu 

s chelatovaným 90Y a 177 Lu byly rovněž neúspěšně zkoušeny v terapii. Podání (90Y) capromab 

pendetidu nevedlo k biochemickým remisím v podobě poklesu hladiny PSA, a navíc 

vykazovalo výraznou hematologickou toxicitu (Deb a kol., 1996; Kahn a kol., 1999). Malou 

efektivitu lze objasnit cílením protilátky 7E11-C5.3 na intracelulární úsek a proto 

i neschopností vázat se na živé buňky (Rahbar a kol., 2018). 

Lepších výsledků bylo dosaženo při použití humanizované protilátky J591 proti extracelulární 

části GCPII. Zkoušenými konjugáty J591 s 111In a 177Lu bylo u hormonálně nezávislých nádorů 

prostaty dosaženo souhrnné senzitivity 94 % (32/34) pro kostní a 72 % (13/18) pro 

měkkotkáňové léze (Bander a kol., 2003). Vzhledem k vhodnějším charakteristikám 

positronové emisní tomografie (PET) byl hodnocen i humanizovaný konjugát 89Zr-huJ591, kde 

z 12 biopticky ověřených lézí bylo 11 PET avidních (Pandit-Taskar a kol., 2014). 111In-J591 

konjugát byl, pro expresi GCPII na nádorových endoteliích, zkoušen i na jiných nádorech než 

karcinom prostaty. Použitím scintigrafie bylo správně zobrazeno 74 % (20/27) skeletálních lézí, 

53 % (18/34) lymfatických uzlin a 64 % (70/109) měkkotkáňových či ostatních lézí (Pandit-

Taskar a kol., 2015). Terapeuticky u hormonálně nezávislého karcinomu prostaty byl použit 

humanizovaný konjugát 177Lu-J591, který v klinické studii fáze I vykázal u 11 % (4/35) 
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pacientů ≥ 50 % pokles PSA a u 46 % (16/35) vedl k stabilizaci PSA (Bander a kol., 2005). 

Obdobných výsledků bylo dosaženo i v klinické fázi II, kde ≥ 50 % pokles PSA byl u 10 % 

(3/30) pacientů a ke stabilizaci/poklesu PSA došlo u 57 % (17/30) pacientů (Tagawa a kol., 

2008). Po dalším rozšíření kohorty došlo u 10,6 % (5/47) k poklesu  ≥ 50 % PSA, u 36,2 %, 

(17/47) byl pokles ≥ 30 % PSA  a celkem  byl zaznamenán pokles PSA u 59,6 % (28/47) 

pacientů (Tagawa a kol., 2013). Maximální tolerovaná dávka byla limitována zejména 

hematologickou toxicitou, obzvláště trombocytopenií 4.stupně, která se vyskytovala až ve 

47 % (22/47) případů. V jiných studiích, jak preklinických tak klinických, byly zkoušeny 

v kombinaci s protilátkou J591 i jiné radionuklidy. Např. 90Y, který vedl k poklesu PSA > 50 % 

u 7 % (2/29) pacientů resp. ke stabilizaci PSA u 21 % (6/21) (Milowsky a kol., 2004). Dále 

byly testovány také radioizotopy 213Bi (McDevitt a kol., 2000), 131I (Tagawa a kol., 2010). 

Použití protilátek s radioligandy v diagnostice však má výrazné limity, neboť vzhledem ke své 

poměrně veliké molekulové hmotnosti mají limitovanou schopnost se dostávat do nádorů, což 

si vynucuje poměrně dlouhé časy mezi podáním radiofarmaka a vlastním zobrazováním a s tím 

i spojenou větší radiační zátěž (Rahbar a kol., 2018). Snaha byla proto použít látky s menší 

molekulovou hmotností, např. fragmenty protilátek „single chain“ (Frigerio a kol., 2017; 

Frigerio a kol., 2019; Nawaz a kol., 2017; Viola-Villegas a kol., 2014), „nanobodies“ 

(Evazalipour a kol., 2014; Chatalic a kol., 2015), aptamery (Jiao a kol., 2021), ale zejména 

inhibitory GCPII (Neels a kol., 2021).  

Radioaktivně značené inhibitory GCPII se většinou skládají ze struktury lysin-močovina-

glutamát spojené linkerem s přímo navázaným fluorem 18F, resp. chelatační skupinou vázající 

vhodný radionuklid.  Zkoušeny jsou radioizotopy vhodné jak pro PET (18F, 68Ga, 64Cu, 44Sc, 

152Tb), SPECT (111In, 99mTc), tak i léčbu (177Lu, 225Ac) (Neels a kol., 2021). V množství různých 

inhibitorů stojí za zmínku zejména [18F]-DCFPyL (piflufolastat) (Keam, 2021), pod komerčním 

názvem PYLARIFY®, a [68Ga]Ga-PSMA11 (gozetotid) (Bois a kol., 2020), známý jako 

isoPROtrace-11. Tyto látky totiž byly schváleny FDA k medicínskému využití jako PET sondy 

pro zobrazování relapsů nádoru prostaty. V klinické multicentrické studii 2/3 fáze „OSPREY“ 

hodnotící užití [18F]-DCFPyL bylo dosaženo na skupině 93 pacientů se suspektním relapsem 

karcinomu  prostaty, resp. metastatickým karcinomem prostaty, uspokojivé senzitivity pro léze 

mimo prostatu 95,8 %. Oproti tomu záchyt u nově diagnostikovaných 252 pacientů byl výrazně 

nižší, senzitivita byla pouze 40,3 % (Pienta a kol., 2021). I když specifita byla 97,9 % (Pienta 

a kol., 2021), tak to vedlo FDA ke schválení indikace pouze pro užití u relapsů. Obdobně 

fungovalo i zobrazování pomocí PET sondy [68Ga]Ga-PSMA11 u rekurentního karcinomu 

prostaty. Na skupině 2533 pacientů PET pozitivita korelovala s hodnotou PSA, přičemž 
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pozitivita na PET/CT byla zachycena ve 43 % pro PSA ≤ 0,2 ng/ml; 58 % pro PSA > 0,2 a  ≤ 

0,5 ng/ml; 72 % pro PSA > 0,5  a ≤ 1 ng/ml a 93 % pro PSA > 10 ng/ml (Afshar-Oromieh a 

kol., 2021). Porovnání [68Ga]Ga-PSMA11 s PET sondou 18F-fluormethylcholinem ukázalo, že 

obě metody jsou podobně citlivé k detekci relapsu karcinomu prostaty po radikální 

prostatektomii (Emmett a kol., 2019). 

Co se týče vnitřní radioterapie karcinomu prostaty, vykázal naprosto výjimečné výsledky 

inhibitor 177Lu-PSMA-617, který tak tvoří jeden z úspěšných příběhů nukleární medicíny 

(Czernin a Calais, 2021). 177Lu-PSMA-617 byl taktéž schválen FDA pro klinické použití. Již 

v rámci klinické studie 2. fáze „LuPSMA“ dosáhlo 57 % (17/30) nemocných > 50 % poklesu 

PSA. Obdobně objektivní odpovědi v uzlinách či orgánech dle zobrazovacích metod dosáhlo 

82 % (14/17) pacientů. Z nejčastějších nežádoucích účinků byla pozorována suchost v ústech 

(26 pacientů - 87 %, stupeň 1), přechodná nevolnost (15 pacientů - 50 %, stupeň 1-2) a únava 

(15 pacientů – 50 %, stupeň 1-2). Naproti tomu trombocytopenie stupně 3-4 se oproti 

konjugátům protilátek vyskytovala výrazně méně často – u 4 pacientů (13 %) (Hofman a kol., 

2018).  V rámci klinické studie 3. fáze „VISION“ bylo hodnoceno použití 177Lu-PSMA-617 se 

standardní léčbou oproti standardní léčbě u metastatického hormonálně rezistentního 

karcinomu prostaty. Na základě 831 zařazených pacientů s dobou sledování 20,9 měsíců byl u 

177Lu-PSMA-617 léčené skupiny pozorován výrazně delší čas do progrese – medián 8,7 měsíce 

vs. 3,4 měsíce. Obdobně se léčbou prodloužila i doba celkového přežití z 11,3 měsíců na 15,3 

měsíce (Sartor a kol., 2021).  Jeden z hlavních nových nežádoucích účinků – xerostomie 

v důsledku postižení slinných žláz – je v souladu se zvýšenou akumulací radionuklidu v této 

oblasti, kdy akumulace 1,4 Gy/GBq přesahuje dávku jak v ledvinách (0,75 Gy/GBq), tak i 

v kostní dřeni (0,03 Gy/GBq)  (Kratochwil a kol., 2016). Tato akumulace není překvapivá, 

vzhledem k již popisované expresi GCPII ve slinných žlázách (Wolf a kol., 2010). Pro ilustraci 

struktury těchto nových FDA schválených léčiv a diagnostik jsou zobrazeny na obrázku 10. 
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Obrázek 10 – Chemické struktury vybraných radioaktivně značených inhibitorů používaných v klinické praxi 

 

Mimo velmi úspěšných teranostik - radioligandů byly připraveny i konjugáty s toxiny, a to jak 

s protilátkami (DiPippo a kol., 2015; Huang a kol., 2020; Kuroda a kol., 2010; Meng a kol., 

2017; Milowsky a kol., 2016; Petrylak a kol., 2019; Petrylak a kol., 2020; Wang a kol., 2011), 

jejich fragmenty (Huang a kol., 2004; Michalska a kol., 2016; Wolf a kol., 2008; Xing a kol., 

2021; Zhang a kol., 2013), tak s inhibitory (Leamon a kol., 2019; Machulkin a kol., 2022; 

Morris a kol., 2017; Rogers a kol., 2021). Jako toxiny byly užity malé molekuly, povětšinou 

mikrotubulární jedy, jako např. monometylauristatin, tubulysin, docetaxel či mertansin (DM1), 

nebo různorodé toxické proteiny, jako např. různé bakteriální toxiny, derivát ricinu, či saporin 

(Wolf, 2021). Konjugát s monomethylauristatinem vedl v klinické studii 2. fáze u 14 % 

(16/113) pacientů k ≥ 50 % poklesu PSA (Petrylak a kol., 2020), což je výsledek velmi podobný 

efektivitě protilátek s radioligandy (Tagawa a kol., 2013). Mezi nežádoucí účinky patřila 

hematologická toxicita, neuropatie, zácpa. Zatímco v hematologické toxicitě se podobal profil 

nežádoucích účinků konjugátům protilátek s radioligandy (Tagawa a kol., 2013), tak novou 
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toxicitou byla neuropatie, zácpa, což jsou zase příznaky typické pro léčbu konjugáty protilátek 

s mikrotubulárním jedy (Bendell a kol., 2014; Younes a kol., 2010). Méně efektivní byl 

konjugát protilátky MLN591 spojený disulfidickým linkerem s toxinem DM1. V klinické studii 

1/2 fáze pouze 8% (5/62) pacientů dosáhlo poklesu PSA >50 %, a to většinou jen přechodně a 

za cenu výrazné neurotoxicity, kterou vykazovalo 71 % pacientů (44/62), z toho 10 % (6/62) 

stupně 3-4.  

Specifickým přístupem je použití přímého konjugátu inhibitoru s toxinem a to, jako 

nízkomolekulárního jako je tubolysin (Leamon a kol., 2019; Morris a kol., 2017) či docetaxel 

(Machulkin a kol., 2022), tak i proteinového (Rogers a kol., 2021). Užití inhibitoru GCPII 

konjugovaného hydrazidovou vazbou s tubolysinem B (látka s kódem EC1169) bylo zkoušeno 

i v klinické studii 1. fáze, kdy toxicita odpovídala užití toxinu (mikrotubulárního jedu) 

tj. trombocytopenie, únava, zácpa (Morris a kol., 2017). Stran aktivity je hodnocení limitované 

malým počtem zahrnutých pacientů. Slibnou preklinickou aktivitu vykazoval i konjugát 

docetaxelu s GCPII inhibitorem (Machulkin a kol., 2022). 

Mezi další objekty cílené pomocí GCPII patří plejáda různých nanostruktur. Opět bylo použito 

řady přístupů –protilátek, aptamerů, peptidů či inhibitorů. Mezi částice patří např. struktury 

s anorganickým jádrem (Kim a kol., 2010a; Mukherjee a kol., 2014; Nagesh a kol., 2016), 

polymerními strukturami (Banerjee a kol., 2017; Kolishetti a kol., 2010; Sanna a kol., 2017; Xu 

a kol., 2017), liposomy (Tian a kol., 2021; Yari a kol., 2019) či exosomy (Severic a kol., 2021). 

Jediné nanočástice cílené proti GCPII, které byly klinicky zkoušeny, byly označeny pod kódem 

BIND-014 a obsahovaly docetaxel. V klinické studii fáze 1, kde byly zkoušeny u pacientů 

s pokročilými solidními nádory, byly dle autorů poměrně dobře tolerovány (hematologická 

toxicita, průjem, únava u více jak 20 % pacientů) a vedly u 2 % (1/ 52) pacientů ke kompletní 

remisi a u 10 % (5/52) k parciální remisi (Von Hoff a kol., 2016). V klinické studii 2. fáze 

podání BIND-014 vedlo u hormonálně necitlivých karcinomů prostaty k poklesu PSA u 30 % 

(12/40) pacientů a měřitelné odpovědi u 32 % (6/19). Toxicita byla opět mírná, 1-2 stupně, 

únava 69 % (29/42), nausea 55 % (23/42), neuropatie 33 % (14/42) a jeden pacient měl febrilní 

neutropenii. 

Inovativním přístupem pro terapii nádorů jsou i metody, kterou vedou k posílení imunitní 

odpovědi proti tumoru. Jedním z přístupů je užití bispecifických protilátek, tzv. BiTETM 

(bispecifický T-buněčný aktivátor) které aktivují T lymfocyty proti nádorovým buňkám. Mezi 

BiTETM  tak patří např. diabody anti GCPII×CD3 (Baum a kol., 2013), bispecifická protilátka 

„biJ591“ sestávající ze „single chain“ J591 a „single chain“ anti-CD3 v polymerní depotní 

formulaci (Leconet a kol., 2018) nebo konstrukt AMG160 s prodlouženým poločasem (Deegen 
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a kol., 2021). Unikátním, na půl syntetickým přístupem je užití kombinace inhibitoru s Fab 

fragmentem anti CD3 protilátky (Patterson a kol., 2017). Cestou je i přímé vytvoření 

efektorových buněk z T či NK lymfocytů genetickou manipulací, kdy je vytvořen 

tzv. chimerický antigenní receptor (CAR), který aktivuje buňku proti buňkám nesoucím 

nádorový antigen. Modifikované CAR-T-buňky byly zprvu zkoušeny samostatně, a to jak 

CAR-T 1. generace (Santoro a kol., 2015), tak i s lepšími výsledky v CAR-T 2. generace (Ma 

a kol., 2014). Vzhledem k imunosupresivnímu účinku nádorového mikroprostředí není u 

solidních malignit léčba CAR-T natolik účinná jako v případě hematologických malignit (Ma 

a kol., 2019). Proto byly zkoušeny léčebné kombinace nebo vylepšené CAR-T, jako např. 

kombinace CAR-T s protilátkou proti PD-1 receptoru (Serganova a kol., 2017), CAR-T 

rezistentní proti imunosupresivnímu prostředí způsobeném TGF-β  (Kloss a kol., 2018), či 

v klinické studii fáze 1 použití kontinuální konkomitantní infuze interleukinu 2 (Junghans a 

kol., 2016). Překvapivě u karcinomu prostaty mohou být některá vylepšení, jako užití CAR-T 

3. generace, vlivem „superstimulace“ a smrti způsobené z aktivace, kontraproduktivní a 

vykazovat horší výsledky než CAR-T 2. generace (Zuccolotto a kol., 2021). Nakonec je možné 

užití nádorové vakcíny za použití modifikovaných dendritických buněk, které jsou schopné 

stimulovat cytotoxické lymfocyty proti buňkám exprimujícím GCPII (Meng a kol., 2016). 

V klinické studii vedlo podání GCPII ošetřených dendritických buněk spolu s peptidem 

survivinem u pacientů k imunitní odpovědi. Vakcinace v porovnání s docetaxelem a 

prednisonem vedla k 9,1 % (1/11) vs. 0 % (0/11) parciálním remisím; 54,5 % (6/11) vs. 45,4 % 

(5/11) stabilní chorobě a v 27,2 % (3/11) vs. 54,5 % (6/11) k progredující chorobě. 
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2 Cíle disertační práce 

• Zhodnotit dostupné nástroje, tj. protilátky pro stanovení obsahu GCPII, porovnat možnosti 

užití daných protilátek pro použití v jednotlivých imunochemických metodách a posoudit 

možnosti stanovení homologů GCPII (GCPIII, myší, lidské proteiny). Pokusit se nahradit 

ne vždy spolehlivé protilátky proti GCPII polymerními konjugáty.  

• Zhodnotit možnosti využití myšího in vivo modelu pro studium GCPII porovnáním 

biochemických charakteristik myší a lidské GCPII a srovnáním expresního profilu tohoto 

proteinu u myši a člověka.  

• Posoudit roli GCPII v Alzheimerově chorobě vzhledem k možnému štěpení amyloidu β, a 

tím i zhodnotit možný dlouhodobý nežádoucí efekt inhibice GCPII. 

• Charakterizovat model a fenotyp GCPII deficientní myši a pomocí něj prozkoumat další 

možné fyziologické funkce GCPII, případně fyziologické důsledky inhibice GCPII.  

• Porovnat možnosti cílení GCPII jako známého nádorového antigenu pomocí různých typů 

nanostruktur (polymerní nanostruktury, častice podobné virům). 
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3. Metody 

Metody použité v této disertační práci jsou podrobně rozepsány v jednotlivých publikacích, 

přičemž můj podíl ke každé práci je uveden na konci jednotlivých souhrnů k publikacím 

v kapitole 4 (Výsledky). Naprostá většina práce byla vykonána na Ústavu organické chemie a 

biochemie Akademie věd České republiky (ÚOCHB AV ČR). V rámci spoluprací mimo 

ÚOCHB AV ČR byly připraveny hydrofilní polymery na bázi 

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) ve skupině dr. Etrycha (Ústav 

makromolekulární chemie Akademie věd české republiky). Myší model deficientní v genu pro 

GCPII byl vyvinut ve skupině funkční genomiky Dr. Sedláčka (BIOCEV). Virům podobné 

nanočástice odvozené z myšího polyomaviru byly vytvořeny ve skupině doc. Jitky Forstové 

(Katedra genetiky a mikrobiologie Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy).  

Zde pouze uvádím stručný seznam metod, které byly mnou přímo využity v souvislosti 

s přípravou této disertační práce. 

 

Preparativní metody: purifikace malých molekul i proteinů užitím chromatografických 

technik, purifikace nanočástic užitím ultracentrifugace, kovalentní modifikace nanočástic i 

s použitím bioortogonálních technik 

Analytické metody: vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), měření 

fluorescenčních spekter, polyakrylamidová gelová elektroforéza s dodecylsulfátem sodným 

(SDS-PAGE), imunoblot („western blot“) s chemiluminiscentní i fluorescenční detekcí, měření 

koncentrace proteinů Bradfordovou metodou, měření inhibičních konstant inhibitorů (Ki) 

pomocí stanovení enzymové aktivity metodou konečného bodu (tj. měření koncentrace 

produktu po zastavení enzymové reakce), imunohistochemické metody, charakterizace 

interakcí látek s živými savčími buňkami (včetně kultivace tkáňových kultur) metodami 

konfokální mikroskopie a průtokové cytometrie, analýza obrazu 

In-vivo metody: práce s experimentálními zvířaty (myši), disekce jednotlivých orgánů  
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4. Výsledky  

Mé výsledky studia proteinu GCPII vyústily ve vznik šesti publikací, z nichž všechny prošly 

recenzním řízením, přičemž na dvou publikacích jsem prvním autorem (jedno prvoautorství je 

sdílené). Mimo to, studium metod analýzy proteinu GCPII pomocí HPMA polymeru nakonec 

vyústilo v obecnější analytický přístup, na který byla získána mezinárodní patentová ochrana. 

Dále mám v souvislosti s tématem disertace rozpracovány dvě prvoautorské práce, které jsou 

ve fázi těsně před odesláním k publikaci. Vzhledem k tomu, že ještě nejsou publikovány, 

rozhodl jsem se je nakonec do této disertace nezařadit.  Každá takto vzniklá publikace byla 

dílem řady autorů, přičemž můj přínos je vždy shrnut na konci příslušného popisu. 

  

4.1 Porovnání jednotlivých protilátek proti GCPII 

Tykvart J, Navrátil V, Sedlák F, Corey E, Colombatti M, Fracasso G, Koukolík F, Bařinka C, Šácha P, Konvalinka 

J. Comparative analysis of monoclonal antibodies against prostate-specific membrane antigen (PSMA). 

Prostate. 2014 Dec;74(16):1674-90. 

 

Monoklonální protilátky tvoří vzhledem ke své specifické vazbě s antigenem jeden ze 

základních analytických nástrojů v biochemii. Konkrétně pro analýzu GCPII je v současnosti 

k dispozici řada různě charakterizovaných protilátek pocházejících jak z akademické sféry, tak 

od komerčních institucí. Vzhledem k tomu, že řada těchto protilátek doposud nebyla důkladně 

popsána, mohlo by jejich užití vést k rozdílným výsledkům, a i k případným chybám 

v interpretaci. Cílem této práce bylo charakterizovat 13 nejběžnějších monoklonálních 

protilátek za použití standardních biochemických analytických metod.  

Pomocí metody ELISA („enzyme-linked immunosorbent assay“) a pomocí povrchové 

plasmonové rezonance (SPR – „surface plasmon resonance“) byla kvantifikována vazba 

protilátek na nativní event. i denaturovaný antigen. S nativní GCPII interagovaly protilátky 

D2B, J415, J591, 2G7, 107-1A4, 24.4E6 a GCP-05 (tabulka 1), kdežto na denaturovanou 

GCPII se vázaly protilátky GCP-04, J591, GCP-02, 3E6, 7E11-C5.3, YPSMA-1, YPSMA-2 

(tabulka 2). Byly pozorovány výrazné rozdíly jak v koncentracích, při kterých k vazbě 

docházelo, tak i v maximálním signálu (až 7 × pro nativní, respektive až 54 × pro denaturovaný 

antigen). Protilátky GCP-02, 3E6 a GCPII-04 byly navíc schopny vázat i denaturovaný myší 

homolog GCPII a protilátka GCPII-04 dokonce i lidský a myší homolog GCPIII. K lepšímu 

pochopení vazby protilátek na homology GCPII bylo u protilátek vázajících denaturovaný 

antigen provedeno mapování epitopu. 
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Tabulka 1 – Vazba protilátek na nativní GCPII. Výsledek proložení saturačních křivek vazby protilátek na antigen 

pomocí metody ELISA. Maximální signál udává relativní maximální dosaženou hodnotu lumininiscence v metodě 

ELISA pro danou protilátku. 50 % saturace vyjadřuje koncentraci protilátky, při které bylo dosaženo 50 % 

maximálního signálu. Maximální signál u protilátek 24.4E6 a GCP-05 nebyl určen pro použití jiného množství 

imobilizované GCPII („NC“). 

Protilátka 50% saturace Maximální signál 

D2B 0,072 ± 0,013 nM 4.8 

J415 0,163 ± 0,022 nM 3.9 

J591 1,4 ± 0,27 nM 6.9 

2G7 2,89 ± 0,25 nM 1.0 

107-1A4 3,81 ± 0,43 nM 2.6 

24.4E6 365 ± 77 nM NC 

GCP-05 550 ± 130 nM NC 

Tabulka 2 – Vazba protilátek na denaturovanou GCPII. Výsledek proložení saturačních křivek vazby protilátek na 

antigen pomocí metody ELISA. Maximální signál udává relativní maximální dosaženou hodnotu lumininiscence 

v metodě ELISA pro danou protilátku. 50 % saturace vyjadřuje koncentraci protilátky, při které bylo dosaženo 50 

% maximálního signálu. Maximální signál u protilátek 7E11-C5.3 nebyl určen pro použití jiného antigenu 

(intracelulární peptid). Epitop značí sekvenci peptidu, který je schopen interagovat s danou protilátkou, přičemž 

čísla udávají jeho lokalizaci na primární sekvenci lidské GCPII. 

Protilátka 50% saturace Maximální signál Epitop 

GCP-04 0,628 ± 0,066 nM 54 91–108 

J591 3,06 ± 0,89 nM 1 ND 

GCP-02 5,2 ± 1,2 nM 40 271–288 

3E6 9,8 ± 1,7 nM 9 118–135 

7E11-C5.3 9,9 ± 3 nM NC 1–21 

YPSMA-1 61 ± 17 nM 7 469–486 

YPSMA-2 216 ± 55 nM 42 469–486 

24.4E6 267 ± 49 nM 5 640–657 
 

S výsledky kvantitativní analýzy úzce souvisí kvalitativní výsledky použitých protilátek 

v běžných biochemických metodách. Zatímco protilátky interagující s denaturovaným 

antigenem vykazovaly na „western blotu“ silný (GCP-02, GCP-04 a YPSMA-1) respektive 

střední signál (3E6, YPSMA-2 a 7E11-C5.3), protilátky reagující i s nativním antigenem 

vykazovaly slabý signál (24.4E6, D2B a J591). Obdobně u imunohistochemie na parafinových 

řezech bylo barvení na GCPII pozitivní v případě protilátek proti denaturovanému antigenu 

(GCP-02, GCP-04, YPSMA-1, YPSMA-2, 24.4E6, 3E6). Naproti tomu použití nativní 

průtokové cytometrie nepřekvapivě vyžadovalo použití protilátek vázajících nativní antigen 

(J591, J415, D2B, 107-1A4, 2G7 nebo GCP-05). Výsledky praktického užití protilátek 

v jednotlivých biochemických metodách jsou semikvantitavně zhodnoceny v tabulce 3.  
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Tabulka 3 – Semikvantitavní hodnocení protilátek pro jednotlivé bioanalytické metody („FC“ značí průtokovou 

cytometrii, „WB“ – imunoblot - „western blot“ a IHC-P – imunohistochemii na parafinových řezech). Vhodnost 

je znázorně na škále, kde  „– “ znamená nevhodné a naopak „+++“  nejvhodnější. Protilátka 7E11-C5.3 je označena 

hvězdičkou (*) vzhledem k použití syntetického intracelulárního peptidu v metodě ELISA. 

 

Můj příspěvěk 

Mým podílem na této práci bylo provedení všech imunohistochemií a jejich interpretace. U 

vybraných protilátek (GCP-02 a GCP-04) jsem provedl i předběžné zhodnocení vazby 

homologů GCPII pomocí „western blotu“ a též předběžné mapování epitopu. Podílel jsem se i 

na vyhodnocení dalších experimentů a diskusi výsledků. 

 

4.2 Syntetická náhrada protilátek (iBodies) na bázi hydrofilního 

polymeru  

Šácha P, Knedlík T, Schimer J, Tykvart J, Parolek J, Navrátil V, Dvořáková P, Sedlák F, Ulbrich K, Strohalm J, 

Majer P, Šubr V, Konvalinka J. iBodies: Modular Synthetic Antibody Mimetics Based on Hydrophilic 

Polymers Decorated with Functional Moieties. Angew Chem Int Ed Engl. 2016 Feb 12;55(7):2356-60.   

Selektivní vazba protilátek k antigenu je klíčová vlastnost umožňující jejich využití jako 

nástroje v biochemii. Vzhledem k tomu, že naše předchozí studie (kapitola 4.1) ukázala, že 

vlastnosti běžně dostupných protilátek proti GCPII se značně liší, a vzhledem k našemu 

pozorování, že modifikace protilátek může být obtížná, pokusili jsme se navrhnout čistě 

syntetický systém, který by umožnil protilátky v bioanalytických metodách nahradit, nebo 

event. i překonat.  

Základní součástí náhrady protilátek, kterou v této práci představujeme, byl polymer na bázi N-

(2-hydroxypropyl)methacrylamidu (HPMA), na který byl kovalentně navázán cílící ligand, 
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např. inhibitor, a dále pak afinitní kotva (biotin) a vhodný fluorofor (obrázek 11). Tento postup 

byl otestován na modelovém případě proteázy GCPII, proteázy z viru HIV, pepsinu a proteinu 

s polyhistidinovou sekvencí. Vzhledem k tomu, že na jednu molekulu polymeru (iBody) bylo 

navázáno větší množství cílícího ligandu – u polymeru proti GCPII průměrně 19 molekul 

inhibitoru, byl navíc pozorován výrazný aviditní efekt, kdy hodnota Ki poklesla cca 465 × ve 

srovnání s hodnotou volného inhibitoru (Ki polymeru 4,3 pM vs. Ki inhibitoru 2 nM). Toto 

výrazné zvýšení afinity přibližuje disociační konstantu daného iBody (< 20 pM) k nejlepším 

dostupným protilátkám proti GCPII (viz. kapitola 4.1.).  

 

Obrázek 11 – Schematické zobrazení struktury HPMA polymeru s kovalentně navázaným fluoroforem 

(ATTO488), afinitní kotvou (biotin) a cílícím ligandem (např. inhibitor GCPII). 

Kromě užití iBody k inhibici byla na různých modelových případech potvrzena vazba pomocí 

SPR, a možnost využití v metodě ΕLΙSA, průtokové cytometrie, zobrazovaní živých buněk 

(imunocytochemie pomocí konfokální mikroskopie), imunoprecipitace a metody imunoblotu  - 

„western blot“. Připravené iBody proti GCPII je současně univerzálním nástrojem pro další 

analýzu funkce GCPII (obrázek 12). 

Můj příspěvěk 

Mou prací byla optimalizace využítí iBodies pro použití v zobrazovaní živých buněk 

(imunocytochemie) pomocí konfokální mikroskopie.  



50 

 

Obrázek 12 – Přehled možných použití iBody proti GCPII. A) Schopnost inhibovat aktivitu GCPII s vysokou 

efektivitou. B) SPR vazba polymeru na GCPII potvrzující pikomolární interakci. C) Průtoková cytometrie 

s využitím cíleného (iBody 1) a necíleného (iBody 5) polymeru v porovnání s přímo značenou protilátkou 2G7 

(viz. 4.1) na buněčné linii s expresí GCPII (LNCaP) a bez exprese GCPII (PC3). D) Imunoblot – „western blot“ 

prokazující možnost izolace GCPII pomocí iBody v porovnání s imunoprecopitací užitím protilátky J591 (viz. 

4.1). NC značí negativní kontrolu – přičemž SA je samotná Streptavidin Agarosa a PGS je Protein G Sepharosa. 

rhGCPII je zkratkou pro rekombinantní lidskou extracelulární doménu GCPII. E) Vizualizace buněk s expresí 

GCPII (LNCaP) a bez exprese GCPII (PC3) pomocí cíleného (iBody 1), necíleného (iBody 5) polymeru a přímo 

značenou protilátkou 2G7. Jako poslední je i znázorněna kompetice cíleného polymeru s inhibitorem GCPII 

PMPA. F) Porovnání iBody 1 s J591 protilátkou (viz. 4.1.) v roli detekující protilátky v sendvičové modifikaci 

ELISA pro detekci GCPII. 
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4.3 Porovnání lidské a myší GCPII 

Knedlík T, Vorlová B, Navrátil V, Tykvart J, Sedlák F, Vaculín Š, Franěk M, Šácha P, Konvalinka J. Mouse 

glutamate carboxypeptidase II (GCPII) has a similar enzyme activity and inhibition profile but a different 

tissue distribution to human GCPII. FEBS Open Bio. 2017 Aug 29;7(9):1362-1378. 

Pro výzkum fyziologických a patofyziologických funkcí na úrovni organismu je nezbytný in 

vivo model. Vzhledem k tomu, že myší modely jsou obecně nejběžněji používané a dostupné, 

pokusili jsme se v předkládané práci zhodnotit jejich využitelnost pro studium GCPII.  

Optimální zvířecí model totiž musí pro přenositelnost poznatků do humánní medicíny, kromě 

dostupnosti, splňovat podmínku dostatečné podobnosti s člověkem. 

Porovnání myší a lidské GCPII proběhlo nejprve na proteinové úrovni. Nepřekvapivě vzhledem 

k vysoké podobnosti v aminokyselinové sekvenci – 86 % identita, 91 % podobnost (Bacich a 

kol., 2001) byla zachována enzymová aktivita i substrátová specifita. Myší homolog GCPII byl 

schopen štěpit NAAG na NAA a glutamát, stejně tak jako odštěpovat γ-koncové glutamáty 

s pteroylpoly-γ-glutamátu. Enzymatická aktivita myšího homologu byla však nižší, zejména 

pro vyšší hodnotu KM (viz tabulka 4). Substrátová specifita studovaná na N-terminálně 

acetylované dipeptidové knihovně vykazovala u myší GCPII obdobný vzor jako u lidského 

homologu, pouze byla zvýrazněna specifita pro štěpení dipeptidů s C-terminálním glutamátem. 

Naprostá většina inhibitorů byla schopná identicky inhibovat myší i lidskou variantu GCPII.  

Tabulka 4 –  Kinetické parametry rekombinantní myší a lidské GCPII stanovené pro NAAG radioenzymatickou 

metodou (Tykvart a kol., 2012) nebo pro pteroyl-di-L-γ-glutamát HPLC metodou (Navrátil a kol., 2014), 

zobrazeny průměrné hodnoty ±  směrodatná odchylka. 

Enzym 
NAAG Pteroyl-di-L-glutamát 

KM [nM] kcat [s-1] kcat/KM [× 107 s-1 M-1] KM [nM] kcat [s-1] kcat/KM [× 107 s-1 M-1] 

Avi-mGCPII 1900 ± 100 1,44 ± 0,02 0,077 ± 0,001 290 ± 20 3,63 ± 0,09 1,26 ± 0,08 

Avi-hGCPII 550 ± 60 1,45 ± 0,04 0,265 ± 0,007 39 ± 2 5,09 ± 0,09 13,20 ± 0,80 
 

Dále byl porovnán expresní profil (obrázek 13), a to jak na úrovni aktivity (hydrolýza NAAG 

na NAA a glutamát), tak i exprese samotného proteinu. Vzhledem k velmi podobným 

vlastnostem myší GCPII a GCPIII, byla pro jejich odlišení aplikována i analýza v tkáních 

přítomné mRNA. V myši, obdobně jako u člověka byla zachycena vysoká exprese v mozku a 

v ledvinách, naopak u myši oproti člověku nebyla zachycena exprese v prostatě a ve větší míře 

ani v tenkém střevě (jejunu ani ileu). Vedlejším nálezem byla variabilní exprese GCPII 

v myších slinných žlázách, která byla dále potvrzena imunohistochemicky a to zejména 

v podjazykové slinné žláze.  Vzhledem k výrazné podobnosti mezi GCPII a jejím homologem 

GCPIII, jak v enzymatické aktivitě, tak i schopnosti být rozpoznán použitou protilátkou 
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GCP-04 (kapitola 4.1) bylo doplněno i hodnocení na úrovni transkriptů, které korelovalo 

s nálezem na proteinové úrovni. 

 

Obrázek 13 – Přehled analýzy expresního profilu u myši. A) Analýza expresí v orgánech pomocí imunoblotu – 

„western blotu“. Byli analyzovány tkáně ze třech samců a samiček, popisky jednotlivých orgánů jsou uvedeny 

v záhlaví. Avi-mEXST je standard (rekombinantní extracelulární doména myší GCPII). B) Stanovení obsahu 

GCPII pomocí enzymatické aktivitní metody (štěpení NAAG), analyzovány samci a samičky v biologickém 

triplikátu. C) Imunohistochemické detekce GCPII ve vybraných tkáních s vyšší expresí GCPII. Pozitivní barvení 

choroidní pleteně, stratum granullare a bílé hmoty v mozečku, pozitivita luminální strany proximálních tubul a 

Bowmanovy kapsuly. Pozitivita abluminálních buněk ve slinných žlázách. D) Srovnání expresního profilu myší 

GCPII (mGCPII) a myší GCPIII (mGCPIII) na úrovni mRNA. 
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Souhrnně, biochemická charakterizace na proteinové úrovní neukázala výraznější rozdíly. 

Oproti tomu exprese GCPII v myši se lišila chybějící expresí v prostatě a do značné míry i 

v tenkém střevě. Zatímco u prostaty to může být dáno výrazně odlišnou anatomicko-

histologickou strukturou (Oliveira a kol., 2016), tak u střeva může být obdobně jako u potkana 

(Shafizadeh a Halsted, 2007) funkce štěpení pteroyl-poly-glutamátu zprostředkována aktivitou 

gamma-glutamyl hydrolázy. Vzhledem k této tkáňové distribuci lze předpokládat, že myší 

modely funkce GCPII v nervovém systému jsou přenositelné i na člověka, kdežto stran studia 

karcinogeneze v prostatě není volba myši, jako experimentálního zvířete, ideální. 

Můj příspěvěk 

Mým podílem v této práci byl odběr vybraných myších tkání a provedení imunohistochemické 

analýzy. Podílel jsem se i na analýze a diskusi experimentálních výsledků. 

 

4.4 Myš s vyřazeným genem GCPII má ve stáří zvětšené semenné váčky  

Vorlová B, Sedlák F, Kašpárek P, Šrámková K, Malý M, Zámečník J, Šácha P, Konvalinka J. A novel 

PSMA/GCPII-deficient mouse model shows enlarged seminal vesicles upon aging. Prostate. 2019 

Feb;79(2):126-139. 

Jeden ze základních prostředků pro výzkum fyziologické a patofyziologické aktivity 

jednotlivých genů tvoří zvířata deficientní v daném genu. Přestože byla již publikována řada 

myších modelů s vyřazeným genem pro GCPII, výsledky byly ve vzájemném nesouladu. 

Zatímco některé práce (Han a kol., 2009; Tsai a kol., 2003b) uvádějí embryonální letalitu, tak 

další studie (Bacich a kol., 2002; Gao a kol., 2015) neprokazují žádný zjevný patologický 

fenotyp. Proto jsme vytvořili další nezávislý model GCPII deficientní myši pomoci TALEN 

(efektorové nukleázy podobné transkripčním aktivátorům). Zatímco v předchozích pracích 

(Bacich a kol., 2005; Gao a kol., 2015) byl ponejvíce analyzován efekt GCPII na funkci 

nervového systému, ostatní možné fenotypy, mimo jiné např. v urogenitálním systému, byly 

studovány do výrazně menší hloubky, navíc v přechozích studiích nebyly studovány stárnoucí 

myši.  

U stárnoucích myší jsme obdobně jako v práci (Finch a Girgis, 1974) pozorovali zvětšení 

semenných váčků, přičemž ke zvětšení u myší deficientní v genu pro GCPII (Folh1-/-) 

docházelo dříve. Reprezentativní fotografie semenných váčků a porovnání velikostí semenných 

váčků je zobrazeno na obrázku 14. 
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Obrázek 14 – A) Obrázek semenných váčků reprezentativních myší divokého kmene (Folh1+/+) a myší 

deficientních v genu pro GCPII (Folh1-/-). B) Statistická analýza zvětšených semenných váčků 

v závislosti na genotypu pro GCPII - Folh1+/+ značí myši divokého kmene, Folh1+/- myši s heterozygotní 

konstitucí v genu pro GCPII a Folh1-/- myši plně deficientní v genu pro GCPII 

 

Následně provedená histologická analýza zvětšených semenných váčků prokázala pouhou 

dilataci, bez dalších přídavných patologií. Vzhledem k tomuto pozorování jsme provedli 

zevrubné měření aktivity GCPII ve většině tkání urogenitálního systému, přičemž pouze 

v ledvině, nadvarleti a chámovodu jsme zachytili významnou expresi GCPII (182 ± 12 ng 

GCPII/mg tkáně v nadvarleti a 2.3 ± 1 ng/mg tkáně v chámovodu). Takto výrazný záchyt GCPII 

v nadvarleti, představující cca desetinásobek obsahu v mozku, byl nadále potvrzen pomocí 

imunohistochemie, jak na vzorcích myšího, tak i lidského nadvarlete (obrázek 15). Celkově tak 

zvětšení semenných váčků u starších myší tvoří první fenotyp v urogenitálním systému 

související s expresí GCPII.  

 

Můj příspěvek 

Mým přínosem byl podíl na pitvách jednotlivých tkání, obzvláště v oblasti urogenitálního 

traktu, měření plochy semenných váčků a předběžná statistická analýza. Dále jsem provedl 

imunohistochemii lidských i myších nadvarlat. Podílel jsem se i na analýze a diskusi 

experimentálních výsledků. 
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Obrázek 15. Měření exprese GCPII v urogenitálním traktu. A) Zhodnocení přítomnosti GCPII pomoci 

měření aktivity štěpení NAAGu, rm-GCPII (rekombinantní myší GCPII) slouží jako aktivitní standard 

B) Porovnání štěpení NAAGu u tkání pocházejících z myší divokého kmene (Folh1+/+) a myší 

deficientních v genu pro GCPII (Folh1-/-) potvrzuje přítomnost GCPII v nadvarleti a semenném 

provazci. C) Imunohistochemie myšího nadvarlete nasvědčuje přítomnosti GCPII na luminální straně    

tubulů. D) Imunistochemie lidského nadvarlete svědčí pro přítomnost GCPII taktéž na luminální straně 

tubulů.  

 

4.5 GCPII neštěpí peptidy amyloidu β 

Sedlák F, Šácha P, Blechová M, Březinová A, Šafařík M, Šebestík J, Konvalinka J. Glutamate 

carboxypeptidase II does not process amyloid-β peptide. FASEB J. 2013 Jul;27(7):2626-32. 

Fyziologická funkce GCPII v nervovém systému je štěpit neurotransmiter NAAG na NAA a 

glutamát (Robinson a kol., 1987), což vzhledem k neuroprotektivnímu chování NAAGu (Lu a 

kol., 2000), nasvědčuje možnosti užití inhibitorů GCPII jako neuroprotektiva  (Cai a kol., 2002; 

Vornov a kol., 1999; Williams a kol., 2001; Zhong a kol., 2006). Nicméně, v r. 2010 byla 

v prestižním FASEB J. publikována velmi překvapivá práce korejských autorů, která 

reportovala schopnost GCPII degradovat amyloid β a amyloidní fibrily (Kim a kol., 2010b). To 

vedlo ke znepokojivé hypotéze, zda by aplikace GCPII inhibitorů by mohla mít jako vedlejší 

nežádoucí účinek případný vznik plaků amyloidu β a tím podněcovat vznik Alzheimerovy 

choroby. Kdyby se tato hypotéza potvrdila, znamenalo by to zastavení velmi slibných 
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klinických experimentů s inhibitory GCPII v řadě dalších terapeutických nebo diagnostických 

indikací, které popisuji v teoretickém úvodu této práce (kapitola 1.6, str. 38).  

K prošetření tohoto problému jsme rekombinantní protein GCPII inkubovali se synteticky 

připravený peptidem amyloid-β1-42. Případné degradační produkty a vlastní úbytek amyloidu-β 

jsme pozorovali pomocí kapalinové chromatografie spojené s hmotnostním spektrometrem. 

Zatímco kontrolní proteázy (neprilysin, chymotrypsin) amyloid-β štěpily, štěpení pomocí 

GCPII se nám, kromě velmi pomalého odštěpení jedné N-terminální aminokyseliny – aspartátu, 

nepodařilo potvrdit. Výsledky jsou shrnutě zobrazeny na obrázku 16. Aktivita vlastního 

rekombinantního proteinu byla následně ověřena štěpením NAAGu. Obdobných výsledků 

dosáhli i v paralelně publikované práci (Alt a kol., 2013) u peptidu amyloid-β1-40. Souhrně lze 

usoudit, že GCPII amyloidní peptidy neštěpí, a tudíž riziko nežádoucích účinků ve smyslu 

iniciace Alzheimerovy choroby u inhibitorů GCPII je nepravděpodobné. 

 

Obrázek 16. HPLC-MS analýza reakčních směsí a kontroly hydrolýzy Aβ1-42 A) SDS-PAGE elektroforetogram 

prokazující čistotu rekombinantních proteinů GCPII. Popisky nad elektroforetogramem uvádějí nanášky 

v jednotlivých jamkách gelu. V částech B-F jsou zobrazeny chromatogramy zobrazující celkový iontový proud 

pro jednotlivé enzymové reakce a kontroly, přičemž v B) je samotný enzym Avi-GCPII, v C) samotný 

chymotrypsin, v D) samotný amyloid Aβ1-42, v E) reakce amyloidu Aβ1-42 s GCPII a v F) reakce amyloidu Aβ1-42 

s chymotrypsinem.  
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Můj příspěvek 

Mým příspěvkem byla purifikace peptidu amyloidu Aβ1-42, návrh i provedení vlastních štěpení 

amyloidu β pomocí GCPII a kontrolními proteázami, optimalizace separace vzniklých peptidů 

použitím kapalinové chromatografie a charakterizace čistoty enzymu pomocí gelové 

elektroforézy. Všechny experimenty jsem analyzoval, jejich výsledky diskutoval a podílel se 

na sepsání publikace. 

4.6 Využití interakce inhibitor-GCPII k cílení nádorových buněk  

Neburková J, Sedlák F, Žáčková Suchanová J, Kostka L, Šácha P, Šubr V, Etrych T, Šimon P, Bařinková J, 

Kryštufek R, Španielová H, Forstová J, Konvalinka J, Cígler P. Inhibitor-GCPII Interaction: Selective and 

Robust System for Targeting Cancer Cells with Structurally Diverse Nanoparticles. Mol Pharm. 2018 Aug 

6;15(8):2932-2945. 

Cílení GCPII jako nádorového antigenu pomocí řady přístupů (inhibitor, protilátka, aptamer, 

atp.) bylo již popsáno v řadě publikací (Banerjee a kol., 2017; Behnam Azad a kol., 2015; Fan 

a kol., 2016; Hrkach a kol., 2012; Huang a kol., 2014; Chandran a kol., 2008; Chen a kol., 2016; 

Kasten a kol., 2013; Kim a kol., 2010a; Mukherjee a kol., 2014; Nagesh a kol., 2016; Sanna a 

kol., 2017; Von Hoff a kol., 2016; Xu a kol., 2017; Zhu a kol., 2016). V naší přecházející práci 

(viz. výše 3.2.) jsme taktéž prokázali velmi silnou interakci polymeru na bázi HPMA 

dekorovaného inhibitory GCPII s vlastní proteázou GCPII, umožňující vizualizaci buněk. Na 

základě tohoto úspěšného cílení jsme se pokusili vytvořit řadu různých dalších nanostruktur, 

které by byly cíleny pomocí GCPII inhibitoru, a tak ověřit, jak je systém GCPII – inhibitor 

robustní pro případnou diagnostiku a event. terapii cílenými léčivy.  

Jako příklady nanočástic byly zvoleny nanodiamanty, virům podobné částice (VLP) 

z bakteriofágu Qβ a myšího polyomaviru a polymerní nanostruktury založená na HPMA. VLP 

byly pro porovnání kromě přímé modifikace pomocí inhibitoru i dekorovány pomocí HPMA 

polymeru. Tyto částice se výrazně lišily jak ve své velikosti, rigiditě, tak i bio-nano rozhraní. 

Přesto všechny vytvořené částice interagovaly s rekombinantním GCPII, jak bylo prokázáno 

inhibicí enzymatické aktivity, tak i pomocí SPR (tabulka 5 a obrázek 17).  Stran inhibiční 

aktivity byl pozorován aviditní efekt, který koreloval s množstvím navázané inhibiční 

substance na částici, zatímco základní inhibitory měly inhibiční konstantu Ki v nízkém 

nanomolárním rozmezí (2-14 nM), tak v případě polymerních částic došlo ke snížení Ki na 

subnanomolární koncentrace (323 pM) a v případě ostatních částic až na hodnoty v pikomolární 

oblasti (0,6-3,92 pM). Předpokládáme, že dosažení takto nízkých inhibiční konstant bylo 
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umožněno výrazně pomalejší disociací nanočástic pro velmi nízkou hodnotou koff způsobenou 

aviditním efektem.  

Tabulka 5. Charakterizace inhibičních konstant nanočástic i zdrojových inhibitorů.  Označení nanočástic je 

následující: „ND-inh“ – částice nanodiamantu s inhibitory, „pol-inh“ – HPMA polymer s inhibitory,  „Qβ-pol-

inh“ – VLP částice Qβ s navázanými HPMA polymery s inhibitory,  „Qβ-inh“ – VLP částice Qβ 

s navázanými inhibitory, „MPγV-pol-inh“ – VLP částice myšího polyomaviru s navázanými HPMA polymery 

s inhibitory, „MPγV-inh“ – VLP částice myšího polyomaviru s navázanými inhibitory. Měření provedeno HPLC 

metodou (Navrátil a kol., 2014). MEF („multivalent enhacement factor“) značí podíl Ki (základní inhibitor)/ Ki 

(nanočástice). 

nanočástice 
 typ 

inhibitoru  
počet inhibitorů na 

částici 
inhibice: Ki ± 1 SD [pM]  MEF 

ND-inh 4 250 3,7 ± 0,67 3780 

pol-inh 1 6 323 ± 50 6,63 

Qβ-pol-inh 1 12 3,92 ± 0,83 546 

Qβ-inh  5 180 30,3 ± 4,5 373 

MPyV-pol-inh  1 180 2,87 ± 0,6 746 

MPyV-inh  5 540 0,60 ± 0,11  18800 

     
inhibitor     inhibice: Ki ± 1 SD [pM]  

 

1   2140 ± 290  
 

4   14000 ± 1700  
 

5     11300 ± 1200  
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Obrázek 18. Charakterizace interakce částic s GCPII pomocí SPR.  Označení nanočástic je identické jako 

v tabulce 5, krom toho značí „Qβ“– inhibitorem nemodifikované VLP částice Qβ, „Qβ-pol“ – VLP částice Qβ  

modifikované  HMPA polymerem, ND – inhibitorem nemodifikované částice nanodiamanty, „MPγV-pol“– VLP 

částice myšího polyomaviru s navázaným HPMA polymerem, „MPγV“ – inhibitorem nemodifikované VLP 

částice myšího polyomaviru, „MPγV-PEG“ - VLP částice myšího polyomaviru s navázaným  PEG-karboxylátem.  

Proteáza GCPII byla imobilizována (na GCPII +) pomocí interakce biotin-neutravidin, negativní kontrolou byl 

samotný neutravidin (GCPII-). 

 

Pro aktivitu na buněčných liniích mělo kromě klíčové interakce GCPII – inhibitor 

charakterizované inhibiční konstantou, výrazný vliv i nano-bio rozhraní. U všech částic 

s výjimkou nemodifikovaných VLP myšího polyomaviru bylo dosaženo rozdílu ve vazbě na 

GCPII exprimující a neexprimující buňky. Zatímco u naprosté většiny částic (polymery, 

nanodiamanty, VLP charakteru bakteriofágu Qβ) byla interakce s buňkami neexprimujícími 

GCPII zanedbatelná, tak VLP částice nemodifikovaného nebo polymery modifikovaného 

myšího polyomaviru vykazovala stále schopnost vázat i buňky bez exprese GCPII. 

Předpokládáme, že tento jev může být vysvělen tím, že základní vlastností VLP myšího 

polyomaviru, jako původních virových částic, je schopnost vázat se na savčí buňky. Toto 

chování souhlasí i s pozorováním jednotlivých buněk metodou konfokální mikroskopie, kde po 

inkubaci s nemodifikovanými VLP částicemi myšího polyomaviru dochází zejména k vazbě na 

buněčnou membránu, oproti cílené internalizaci u částic modifikovaných inhibitorem 

(obrázek 18). Tato nespecifická interakce je odstranitelná modifikací nano-bio rozhraní částic 

pomocí PEG13 karboxylové kyseliny, který je jako malá molekula schopen se navázat v daleko 

větší kvantitě než HPMA polymer, a tedy i lépe maskovat původní bio-nano rozhraní z myšího 

polyomaviru. 



60 

 

Obrázek 18. Charakterizace interakce částic s GCPII na buněčných liniích.  Označení nanočástic je identické jako 

u tabulky 4 obrázku 8. A) Interakce nanočástic s buňkami buněčné linie U251-MG exprimujících GCPII (U251+ 

MG) respektive neexprimujících GCPII (U251 – MG).  Data jsou prezentovány jako medián intensity fluorescence 

normalizovaný na autofluorescenci negativních buněk (U251 – MG) a korigovaný dle relativní fluorescence částic. 

Standardní odchylka je vypočtena z triplikátu měření. V levé části jsou zobrazeny výsledky s nanočásticemi 

modifikovaných inhibitorem GCPII, kdežto v pravé části jsou výsledky s nanočásticemi bez navázaného inhibitoru 

B) Reprezentativní obrázky z konfokální mikroskopie zobrazující vazbu nanočástic odvozených s VLP myšího 

polyomaviru na buňky U251 MG buněčné linie s expresí GCPII (U251+ MG), resp. bez exprese GCPII 

(U251 – MG). Zeleně je zobrazena fluorescence nanočástic, modře jsou znázorněny jádra (barvení pomocí Hoechst 

barviva). 
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 Lze shrnout, že silná interakce GCPII-inhibitor umožňuje specifické cílení velmi různorodými 

typy nanočástic, přičemž pro další zvýšení specifity je kritické omezení nespecifických 

interakcí optimalizací bio-nano rozhraní vlastních částic.  

Můj příspěvek 

Mým přínosem na této práci byla optimalizace modifikace bio-nano rozhraní VLP částic 

myšího polyomaviru k redukci nespecifické vazby a pomoc s přípravou nanočástic 

modifikovaných polymery. Dále jsem provedl charakterizaci částic stran fluorescenčních 

vlastností, měření inhibičních konstant částic a přípravu obrázku z konfokální mikroskopie. 

Podílel jsem se i na měření vstřebávání částic buňkami pomocí průtokové cytometrie a 

zobrazování navázaných nanočástic pomocí konfokální mikroskopie. Podílel jsem se na návrhu 

jednotlivých experimentů, analýze vzniklých experimentálních dat, jejich diskusi a konečně 

i na sepsání rukopisu. 
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5. Diskuze 

V první části disertace jsem se zaměřil na zhodnocení dostupných možností a vývoj nových 

metod a bioanalytických nástrojů pro analýzu obsahu GCPII. Tyto metody umožňují měřit 

zastoupení a sledovat GCPII, jak na úrovni organismu, tkání, buněk, tak i subcelulárně, a tím 

i pomáhají pochopit jeho biologickou funkci. Protilátky obzvláště monoklonální, díky své 

specifické interakci s antigenem, tvoří klíčový analytický nástroj (Packer, 2021) a vskutku 

právě protilátka 7E11-C5.3., vzniklá imunizací lyzátem prostatické buněčné linie LNCaP, vedla 

v minulosti k objevu PSMA (alias GCPII) (Horoszewicz a kol., 1987). Naším prvním krokem 

proto bylo důkladné zhodnocení vlastností protilátek. Špatná charakterizace protilátek totiž 

může pro případné nespecifické interakce vést k zavádějícím výsledkům, obzvláště v případě 

komplexnějších biologických vzorků. Užití nevhodných protilátek současně může vést 

k rozdílným výsledkům různých autorů. 

Protilátky pro studium GCPII byly užity v řadě metod jako imunohistochemie (Baccala a kol., 

2007; Haffner a kol., 2009; Chang a kol., 1999; Kinoshita a kol., 2006; Liu a kol., 1997; Silver 

a kol., 1997), ELISA (Navrátil a kol., 2017; Sokoloff a kol., 2000) a imunoblot – „western 

blotu“ (Rovenská a kol., 2008; Troyer a kol., 1995), přesto doposud nebylo v literatuře 

provedeno komparativní srovnání dostupných monoklonálních protilátek. Srovnání není 

dostupné i proto, že řada publikací neuvádí experimentální podmínky do dostatečných detailů. 

Naše výsledky, měření interakce jednotlivých protilátek s denaturovanou a nativní formou 

GCPII pomocí metody ELISA, umožnily určit kromě odhadované síly interakce i preferenční 

formu antigenu, kterou daná protilátka rozpoznává (nativní vs. denaturovaný). To nám 

umožnilo roztřídit protilátky do skupiny vhodné pro metody s denaturovaným antigenem (např. 

imunohistochemie na parafinových řezech, imunoblot – „western blot“) a pro metody spíše 

s antigenem nativním (průtoková cytometrie, ELISA, imunoprecipitace) a odhadnout dle síly 

interakce i nutnou koncentraci protilátky pro danou metodu. Oproti dostupné literatuře 

(Horoszewicz a kol., 1987; Chang a kol., 1999; Kinoshita a kol., 2006) jsme nebyli schopni 

úspěšně využít protilátku 7E11-C5.3, jak na imunohistochemii, tak ani na průtokové cytometrii, 

což může být způsobeno tím, že jako jediná dostupná protilátka interaguje s intracelulárním 

epitopem, který může vyžadovat odlišné metody provedení analýzy. Některé další protilátky 

(zejména např. protilátka J591), které interagují převážně s nativním antigenem, jsou 

překvapivě úspěšně využívány v literatuře (Wang a kol., 2011) pro metody s denaturovaným 

antigenem jako je imunoblot – „western blot“. Možné vysvětlení může být např. nedostatečná 

denaturace antigenu vedoucí k přítomnosti nativního antigenu.  
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Protilátky kromě pozitivních vlastností mají i řadu nevýhod jako např. často velmi zdlouhavou 

přípravu, omezenou stabilitu, v některých případech i obtížnou modifikovatelnost danou vlastní 

proteinovou strukturou. To nás vedlo, zejména v případě protilátek proti nativní GCPII, k tomu 

pokusit se najít jejich adekvátní náhradu. V literatuře byla popsána řada různých náhrad 

protilátek, založených na biopolymerech, jako např. protein, RNA, či syntetických polymerech 

nebo dokonce malých molekulách (McEnaney a kol., 2014). Co se týče proteinových náhrad, 

jedná se např. o „affibodies“ na základě modifikovaného bakteriálního receptoru (Nord a kol., 

1997), či o navrhované proteiny s opakujícími se ankyrinovými doménami (Binz a kol., 2003). 

U RNA se používají krátké, cca 100 párů basí dlouhé, sekvence zvané aptamery (Ellington a 

Szostak, 1990). Zástupcem skupiny syntetických polymerů můžou být např. „molecular 

imprinted polymers“ získané polymerizací za přítomnosti antigenu, který je vzniklým 

polymerem obklopen (Haupt a Mosbach, 1998; Wulff, 1995).  Využití HPMA polymeru jako 

nosiče pro diagnostiku a terapii bylo již ověřeno dříve (Kopecek a Kopecková, 2010; Lu, 2010). 

Náš inovativní přístup, kdy jsme na HPMA polymer kovalentně navázali malou cílící molekulu 

(inhibitor) - iBodies, se ukázal jako mimořádně univerzální. Podařilo se nám takto úspěšně 

nahradit protilátky v průtokové cytometrii, ve vizualizaci na buněčných liniích, v metodě 

ELISA i v afinitní purifikaci, přičemž v některých případech tato námi vytvořená náhrada 

vykazovala lepší vlastnosti než dostupné protilátky, mimo jiné např. ve stabilitě. 

Po ověření vlastností analytických nástrojů jsme pro další studium fyziologických a 

patofyzioloických efektů GCPII přistoupili k charakterizaci jednoho z nejdostupnějších 

biomodelů, tj. myši. Jedině in vivo studie totiž může poskytnout dostatečné množství 

relevantních informací na úrovni celého organismu. Výrazná podobnost užitého biomodelu 

s člověkem je podmínkou, aby vzniklé poznatky mohly být užitečné i pro humánní medicínu.  

Myš tvoří pro svoji dostupnost jeden ze základních biomodelů pro studium fyziologických a 

patofyziologický jevů. Co se týče GCPII však myší biomodel nebyl doposud plně 

charakterizován, přestože v literatuře je dostupná řada prací, která analyzuje efekt GCPII na 

myším modelu, zejména v oblasti nervového systému – např. (Bacich a kol., 2005; Gao a kol., 

2015; Vornov a kol., 1999). Z toho důvodu jsme nejprve zevrubně prozkoumali enzymologické 

a biochemické vlastnosti myšího homologu GCPII. Až na mírně nižší aktivitu z důvodů vyššího 

KM a striktnější substrátovou specifitu, nevykazovala myší GCPII výraznější biochemické 

odchylky oproti lidské GCPII. Dále jsme provedli analýzu expresního profilu GCPII v myši, 

který oproti jiným biomodelům, jako potkan, prase (Rovenská a kol., 2008), nebyl dosud 

zevrubně studován a byly dostupné pouze limitované informace týkající se vybraných tkání 
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(Aggarwal a kol., 2006; Bacich a kol., 2001; Bacich a kol., 2002). Obdobně jako v předchozích 

pracích (Bacich a kol., 2001; Bacich a kol., 2002) jsme identifikovali výraznou expresi v mozku 

a ledvinách, zatímco expresi v prostatě jsme nepozorovali (Aggarwal a kol., 2006). Mimo to 

jsme zachytili expresi ve slinných žlázách, zejména u žlázy podjazykové. Tento nález je 

v souladu i se známou expresí GCPII ve slinných žlázách člověka (Israeli a kol., 1994; Troyer 

a kol., 1995; Wolf a kol., 2010). Přestože v myši i člověku je GCPII přítomna ve slinných 

žlázách, histologická lokalizace je odlišná, u člověka převažuje lokalizace v acinárních buňkách 

(Wolf a kol., 2010), zatímco v myši jsme pozorovali pozitivitu zejména v nesekrečních 

abluminálních buňkách. Obdobně jako u potkana (Rovenská a kol., 2008) jsme u myši 

nepozorovali výraznou expresi GCPII v tenkém střevě. Expresní profil v orgánech 

urogenitálního traktu jsme dále upřesnili v další publikaci, kde jsme opět nebyli schopni nalézt 

expresi GCPII v žádné části myší prostaty. Nově jsme ale zachytili výraznou expresi 

v nadvarleti, a to jak u myši, tak u člověka. 

Celkově lze shrnout, že myš pro biochemické podobnosti myšího homologu GCPII a podobný 

expresní profil tvoří adekvátního biomodel pro in vivo studie nervového systému a patrně 

i ledvin. Naproti tomu vzhledem k nepřítomnosti GCPII v myším tenkém střevě (ileum a 

jejunum) lze předpokládat, že GCPII není pro vstřebávání folátů u myši zásadní. Může to 

souviset i s nižší aktivitou myšího homologu GCPII vůči pteroyl-di-glutamátu oproti lidskému 

homologu.  Lze předpokládat, že u myši i u potkana, je místo GCPII odštěpování γ-vázaných 

glutamátů z folylpolyglutamátů zprostředkováno γ-glutamyl hydrolázou (Shafizadeh a Halsted, 

2007).  Myš tak pro folátový metabolismus nejspíše není vhodným biomodelem. 

V urogenitálním traktu jsme souhrnně zachytili výraznější expresi GCPII pouze v nadvarleti, v 

prostatě oproti člověku v souladu s literaturou (Aggarwal a kol., 2006; Bacich a kol., 2001) 

jsme přítomnost GCPII nepozorovali. Lze tedy předpokládat, že poznatky získané na myším 

modelu spojené s aktivitou GCPII v urogenitálním systému budou mít limitovanou 

přenositelnost do humánní medicíny. Vzhledem k tomu, že v myší prostatě nebyla GCPII 

detekována, můžeme uvažovat ve vztahu ke GCPII nad správností ortotopických myších 

modelů karcinogeneze prostaty. Ostatně i u myších transgenních modelů karcinomu prostaty 

nejsou data v plném souladu – viz kapitola 1.3. Stručně, v „Hi-Myc“ modelu, kde exprese 

onkogenu Myc je řízená probasinovým promotorem specifickým pro prostatu, byla pozitivita 

popsána (Simons a kol., 2019). V TRAMP modelu, vytvořených expresí SV40 T antigenu opět 

pod probasinovým promotorem, byla exprese GCPII v některých pracích nalezena (Caromile a 

kol., 2017; Schmittgen a kol., 2003b; Yang a kol., 2001), kdežto v jiných nikoli (Simons a kol., 
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2019). Na druhou stranu není zjištění absence GCPII v myší prostatě natolik překvapivé 

vzhledem k výrazným anatomickým a histologickým rozdílům mezi myší a lidskou prostatou 

(Oliveira a kol., 2016). 

Prokázaná částečná podobnost mezi biochemickými vlastnostmi a expresními profily u člověka 

a myši, nám umožnila použít model myši deficientní v genu pro GCPII k dalšímu studiu 

fyziologické a patofyziologické funkce GCPII. Dosavadní výsledky fenotypů myší 

deficientních v GCPII byly ve značném rozporu. Zatímco někteří autoři pozorovali 

embryonální letalitu (Han a kol., 2009; Tsai a kol., 2003b), jiní nepozorovali žádný výrazně 

nepříznivý fenotyp (Bacich a kol., 2002; Gao a kol., 2015). Všechny tyto kmeny myší 

deficientní v genu pro GCPII byly vytvořeny standardní technikou pomocí manipulace 

embryonálních kmenových buněk, jednotlivé cíle zásahu však byly odlišné. V jedné z prvních 

prací byl zásah v intron-exonovém rozhraní prvního a druhého exonů s vložením několika stop-

kodonů (Bacich a kol., 2002). Dalšími přístupy byla delece exonů 9 a 10 (Tsai a kol., 2003b), 

exonů 3-5 (Gao a kol., 2015), nebo prvního a druhého exonu (Han a kol., 2009). Zda tyto vlastní 

konkrétní postupy přímo vedly k embryonální úmrtnosti není dosud zcela objasněno (Vorlova 

a kol., 2019).  

V naší práci jsme vytvořili nový myší model v genu pro GCPII odlišnou metodou – pomocí 

specifických TALEN (endonukléz). Vzniklé myši deficientní v GCPII nevykazovaly žádný 

zjevný fenotyp kromě tendence k dřívější dilataci semenných váčku ve stáří. Jedná se tak o 

první nalezený fenotyp delece GCPII genu v urogenitální oblasti. Patofyziologický proces, 

který vedl k této dilataci, se nám zatím nepodařilo rozklíčovat. Mezi možné hypotézy může 

patřit např. defekt vnitřní signalizace mezi jednotlivými orgány urogenitálního systému při 

chybějící fyziologické expresi GCPII v nadvarleti. Alternativně, absence GCPII v centrálním 

nervovém systémů může ovlivnit míru fyzické aktivity, a tak druhotně ovlivnit velikost 

semenných váčku (Chigurupati a kol., 2008). 

V rámci výzkumu fyziologické funkce GCPII jsme se zaměřili i na publikovanou velmi 

překvapivou schopnost štěpit amyloidogenní peptidy Aβ1-40 a Aβ1-42 (Kim a kol., 2010b; Lee a 

kol., 2013). Tato aktivita by totiž měla dalekosáhlé důsledky v případném klinickém užití 

inhibitorů GCPII, neboť snížením degradace amyloidogeních peptidů inhibicí GCPII by mohlo 

dojít k zvýšení rizika tvorby amyloidogenních plaků, a tedy i dojít ke zvýšení rizika vzniku 

Alzheimerovy choroby. Neobvyklost amyloidogenních peptidů jako substrátů GCPII vyplývá 

již ze základní katalytické a enzymové specifity GCPII, kde GCPII má primárně 

karboxypeptidasovou aktivitu pro C-terminální acidické aminokyseliny. Schopnost degradace 
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amyloidogenních peptidů se nám stejně jako v práci (Alt a kol., 2013) nepodařilo potvrdit (viz 

kapitola 4.5). 

GCPII alias PSMA, díky své expresi na nádorových buňkách se stává jednou z často užívaných 

cílových molekul pro směřování léčiv i pro diagnostiku. Řada publikací užila pro cílení různých 

přístupů, např. protilátek (Mukherjee a kol., 2014; Nagesh a kol., 2016; Tian a kol., 2021), 

aptamerů (Kim a kol., 2010a; Kolishetti a kol., 2010), peptidů (Severic a kol., 2021) či 

inhibitorů (Banerjee a kol., 2017; Chen a kol., 2016; Sanna a kol., 2017; Xu a kol., 2017; Yari 

a kol., 2019), přičemž vlastní částice byly tvořeny nanočásticemi s anorganickým jádrem (Kim 

a kol., 2010a; Mukherjee a kol., 2014; Nagesh a kol., 2016), polymerními strukturami (Banerjee 

a kol., 2017; Kolishetti a kol., 2010; Sanna a kol., 2017; Xu a kol., 2017), liposomy (Tian a 

kol., 2021; Yari a kol., 2019) či exosomy (Severic a kol., 2021). 

Velmi slibné výsledky s HPMA polymery vázající GCPII nás vedly k hypotéze, zda interakce 

GCPII-inhibitor nemůže sloužit jako univerzální metoda pro směřování nanostuktur. Dalším 

vodítkem byla i hodnota inhibiční konstanty námi použitých inhibitorů, která se pohybovala 

v nanomolárním rozmezí, a tak se blížila k interakčním konstantám běžně užívaným 

k směřování léčiv – jako je interakce transferin-transferinový receptor (Ward a kol., 1982) či 

interakce „RGD“ peptidů s αvβ3 integriny (Sancey a kol., 2009). Modifikovali jsme částice jak 

rigidní (nanodiamanty), tak flexibilnější (polymerní nanočástice), tak i dva typy původně 

biologických částic – VLP částice bakteriofágu Qβ a VLP částice myšího poliomaviru. 

Kovalentní navázání proběhlo jak cestou konjugace s malou molekulou, tak i navázáním celého 

HPMA polymeru s již navázanými inhibitory. Všechny přístupy vedly k částicím, které jak in 

vitro, tak i na buněčných liniích byly schopny efektivně vázat GCPII, přičemž byl pozorován 

signifikantní aviditní efekt, vedoucí k výraznému poklesu inhibiční konstanty, daný tím, že na 

nanočástice bylo navázano více molekul inhibitoru.   

Klíčovým parametrem pro specifitu vazby nanočástic na buňky buněčných linii bylo vlastní 

bio-nano rozhraní nanočástic. Zatímco HPMA polymerní částice, HPMA pokryté 

nanodiamanty a částice bakteriofágu Qβ vykazovaly samy o sobě nízkou interakci 

s testovanými buněčnými liniemi, tak VLP částice myšího polyomaviru vykazovaly bez dalších 

modifikací poměrně výraznou nespecifickou interakci. Tato nespecifická vazba, je nejspíše 

způsobena faktem, že myší polyomavirus je schopen se díky VP1 kapsidovému proteinu vázat 

na gangliosidy na buňkách (Tsai a kol., 2003a; You a kol., 2015). Tato nespecifita je však 

odstranitelná modifikací přirozeného bio-nano rozhraní VLP částic navázáním velkého 

proteinu (Zackova Suchanova a kol., 2017). V našem případě byla velmi účinná modifikace 
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pomocí PEG-karboxylové kyseliny, kdežto navázání HPMA polymerů bylo účinné výrazněji 

méně, nejspíše vzhledem k  nízkému množství navázaných molekul polymeru a tím i malou 

chráněnou plochou nanočástice. Prokázali jsme tím značnou míru univerzálnosti cílícího 

systému s využitím  GCPII inhibitoru pro další potenciální biomedicínské použití. 
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6. Souhrn 

Ve své disertační práci jsem se v první řadě zaměřil na analýzu vhodných analytických nástrojů 

pro studium GCPII. Zevrubně jsme charakterizovali komerčně dostupné používané 

monoklonální protilátky a současně jsme vyvinuli plně syntetickou náhradu protilátek 

založenou na HPMA polymeru s navázanými inhibitory GCPII, která v některý parametrech 

vykazovala, např. ve stabilitě, lepší vlastnosti. Pro in vivo studii fyziologické a patofyziologické 

role GCPII jsme zvolili myš jako experimentální biomodel, tento model jsme charakterizovali 

jak na biochemické, tak i expresní úrovni a porovnali s dostupnými poznatky u člověka. Naše 

výsledky prokázaly dobrou přenositelnost získaných poznatků v oblasti nervového systému. 

Data získaná v urogenitální oblasti a trávicím traktu budou vzhledem k rozdílnému expresnímu 

profilu aplikovatelná do humánní biomedicíny jen částečně. Jako vedlejší výsledek jsme nově 

pozorovali expresi v nadvarleti a slinných žlázách. Následně jsme vzhledem k dosavadním 

nesouladům v literatuře (Bacich a kol., 2005; Gao a kol., 2015; Han a kol., 2009; Tsai a kol., 

2003b) vytvořili ve spolupráci se skupinou funkční genomiky Dr. Sedláčka (BIOCEV) vlastní 

myší GCPII-deficientní model pomocí TALEN (endonukleáz). Tento model jsme 

charakterizovali, a kromě pozorování zvětšených semenných váčků u starších samců jsme 

nezaznamenali žádný další zjevný fenotyp. Zvětšení semenných váčků může souviset 

s chybějící expresí GCPII v nadvarleti, ale nelze ani vyloučit např. ovlivnění vzorců fyzické 

aktivity zpětně ovlivňující urogenitální systém (Han a kol., 2009; Chigurupati a kol., 2008). Pro 

důkladnější pochopení patofyziologie však bude jistě nutný další výzkum. Nepřítomnost 

žádného výrazného fenotypu, a v souladu s prací (Alt a kol., 2013) vyvrácená schopnost štěpit 

amyloidní peptidy (Aβ1-40 a Aβ1-42) ukazuje, že chybějící aktivita GCPII v organismu nemá 

žádné evidentní negativní dopady. Toto pozorování je obzvláště důležité pro užití inhibice a 

cílení GCPII jako důležitého přístupu v terapii a diagnostice neurologických a onkologických 

onemocnění. Když nepřítomnost enzymu nevyvolává žádné výrazné nežádoucí účinky, lze 

předpokládat, že ani farmakologická inhibice GCPII nebude vést k signifikantním nežádoucím 

účinkům. Závěrem jsme, díky výborné schopnosti našich polymerních HPMA částic vázat 

GCPII, provedli rozsáhlou analýzu, zda interakce GCPII-inhibitor může sloužit jako 

univerzální přístup k specifickému cílení léčiv do nádorových buněk. Vazba inhibitor-GCPII 

umožnila specifické směřování jak anorganických a rigidních (nanodiamanty), flexibilních 

(polymerní částice) tak i VLP částic, přičemž klíčová byla optimalizace bio-nano rozhraní 

k redukci nespecifické vazby. Nanočástice s navázaným GCPII inhibitorem tak mohou tvořit 

novou cestu, jak specificky dopravovat léčivo např. do nádorových buněk.   
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