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Abstrakt
Glutamatkarboxypeptidasa I1I (GCPII) je metaloproteaza zodpovédna za Stépeni

neurotransmiteru N-acetyl-aspartyl-glutamatu v centralnim nervovém systému
na N-acetyl-aspartat a glutamat. Soucasné v lidském tenkém stfevé napomahd vstfebavani
folatth pomoci odstépovani y-vazanych glutamati z folyl-poly-y-glutamatu. GCPII je u ¢loveka
exprimovana i v fad¢ dalSich orgdnt (napf. ledviny a prostata) a nddorech, kde vsak jeji
fyziologickd funkce neni znama. Pfi komplexnim studiu role tohoto enzymu v savéim
organismu jsme nejprve charakterizovali komeréné dostupné monoklonalni protilatky proti
GCPII. Déle jsme vyvinuli jejich pln€ syntetickou nahradu zalozenou na hydrofilnim polymeru
s navazanymi GCPII inhibitory. Poté jsme zhodnotili vhodnost uZiti mySiho biomodelu pro
studium funkce GCPII in vivo, kdy jsme zachytili rozdil v expresnim profilu GCPII v mysi a
¢loveku. U mysi ani v prostate, ani v tenkém stieve jsme GCPII nepozorovali. Pro zhodnoceni
fyziologické a patofyziologické funkce enzymu jsme analyzovali mysi GCPII-deficientni
model. Kromé pozorovani zvétSenych semennych vacki u starSich samct jsme nezjistili Zadny
dalsi zjevny fenotyp. Obdobné& jsme vyvratili 1 schopnost GCPII §té€pit amyloidni peptidy
(AP1-40 a APi-42). Ukazuje se tak, ze chybé&jici aktivita GCPII v organismu nema zadné
evidentni negativni dopady. Z toho Ize usuzovat, ze ani farmakologicka inhibice GCPII nebude
vést k signifikantnim nezddoucim U¢inkiim. Lze tak pfedpokladat, Ze i klinické uziti inhibitora
GCPII bude nejspiSe bezpecné. V ramci cileni 1éCiv jsme prokézali, ze interakce
inhibitor-GCPII umoziuje specifické smétovani rozlicnych nanostruktur do nadorovych bungk,

pficemz kli¢ova je optimalizace bio-nano rozhrani nanocastic k redukci nespecifické vazby.

Klic¢ova slova: GCPII, PSMA, FOLH1, glutamatkarboxypeptidasa I, prostaticky specificky
membranovy antigen, fyziologicka funkce, inhibice, mysi biomodel, zvétSené semenné vacky,
cileni 1éc¢iv, GCPII deficientni mys, geneticky modifikovana mys, ndhrada protilatek, hydrofilni

polymer, nador, prostata, nanocastice, viriim podobné ¢astice, nanodiamanty



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 y-linked glutamate from folyl-poly-y-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 (APi-40 and APi-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, FOLHI, 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



1. Uvod

Glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII), zndma téz jako prostaticky specificky membranovy
antigen (PSMA) a folylpoly-y-glutamathydrolasa 1 (FOLH1), je transmembranova
metaloprotedza s karboxypeptidazovou aktivitou extracelularni ¢asti. Je zodpovédna za Stépeni
neurotransmiteru N-acetyl-aspartyl-glutamatu[1] v centralnim nervovém systému na N-acetyl-
aspartat a glutamat a soucasn¢ napomaha v lidském tenkém stievé vsttebavani folati pomoci
odstépovani y-vazanych glutamati z folyl-poly-y-glutamatu[2]. Pfislusné reakce jsou
zobrazeny na obrazku 1. Z ostatnich substrata jsou obecné preferovany kyselé dipeptidy (odtud

také alternativni nazev N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase [ - NAALADasa).
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a tenkého stfeva taktéz exprimovana v fad¢ dalSich
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znama. Dale je GCPII exprimovana v nadorech, a to jak ve vlastnich nadorovych buiikach [7,
10-14], tak 1 nadorové asociované vaskulatuie [14-19]. Zde také neni plné pochopena funkce
GCPII a navic neni vzhledem k nesouladiim v literatufe ani zcela jasné, jestli ptitomnost GCPII
ovliviiuje klinicky prithé¢h onemocnéni [20-22]. Mezi zajimavé hypotézy, jaka je role GCPII
v tumorech, patii transport folatd [5], tvorba glutamatu [23] vcetné eventudlniho
ovlivnéni glutamatové signalizace [24], urychleni mitozy [6], a i komplexni vliv na bunéénou
signalizaci [25-27]. Co se pravé signalizace tycCe, byla uvazovana funkce GCPII v aktivaci B
integrinové signalizace v disledku proteolytického zpracovani peptida vznikajicich St€penim
lamininu [28-30]. Dochazi k aktivaci p21 aktivované kindzy (PAK-1) a k ovlivnéni bunécné
adheze a migrace, coz je zvlasté dulezité v ramci angiogeneze. Dal§im efektem aktivace GCPII
je spusténi mitogenem aktivované kinazové (MAPK) drahy [26, 27], pfipadné drahy
proteinkindzy B (AKT) [25, 26].

Snaha o studium GCPII in vivo je komplikovana riiznou expresi mezi jednotlivymi Zivo¢iSnymi
druhy, kdy rozdily byly pozorovany zejména v oblasti urogenitalniho a traviciho systému [31-
33]. Uziti genetickych GCPII-deficientnich modelt déle vedlo k rozporuplnym vysledkim.
Zatimco néktefi autofi pozorovali embryonalni letalitu [34, 35], jini nepozorovali Zadny
vyrazné nepiiznivy fenotyp [36, 37].

Fyziologicka a patofyziologickéd funkce GCPII tak mimo nervového systému a tenkého stfeva

neni stale znama.

2. Cile disertacni prace

e Zhodnotit dostupné nastroje — protilatky pro stanoveni obsahu GCPII, porovnat moznosti
uziti danych protilatek pro pouziti jednotlivymi imunochemickymi metodami, a zhodnotit
piipadné moznosti stanoveni homologii GCPII (GCPIII, mysi, lidské proteiny). Pokusit se
nahradit, vramci analytickych metod, ne vzdy spolehlivé protilatky proti GCPII

polymernimi konjugéty.

e Zhodnotit moznosti vyuziti mysiho in vivo modelu pro studium GCPII porovnadnim
biochemickych charakteristik mysi a lidské GCPII a srovnanim expresniho profilu tohoto

proteinu u mysi a ¢loveka.

e Posoudit roli GCPII v Alzheimerové chorobé vzhledem k moznému Stépeni amyloidu f3, a

tim 1 zhodnotit mozny dlouhodoby nezadouci efekt inhibice GCPII.



e Pomoci charakterizovat model a fenotyp GCPII deficientni mySi a pomoci néj prozkoumat

dalsi mozné fyziologické funkce GCPII, piipadné fyziologické dusledky inhibice GCPII.

e Zhodnotit a porovnat moznosti cileni GCPII jako znamého nddorového antigenu pomoci

ruznych typt nanostruktur (polymerni nanostruktury, ¢astice podobné virtim).

3. Metody

Metody pouzité v této disertacni praci jsou zevrubné rozepsany v jednotlivych publikacich,
pricemz muj podil prace je uveden na konci jednotlivych souhrnii k publikacim. Naprosta
vétdina prace byla vykonana na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky (UOCHB AV CR). V ramci spolupraci mimo UOCHB AV CR byly pfipraveny
hydrofilni polymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) ve skuping
dr. Etrycha (Ustav makromolekularni chemie Akademie véd Geské republiky). Mysi model
deficientni v genu pro GCPII byl vyvinut ve skupiné funkéni genomiky Dr. Sedlacka
(BIOCEV). Virim podobné nanocastice odvozené z mysiho polyomaviru byly vytvofeny ve
skupiné¢ doc. Jitky Forstové (Katedra genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy). Zde pouze uvadim struény seznam metod, které byly mnou piimo vyuzity

v souvislosti s pfipravou této disertacni prace.

Preparativni metody: purifikace malych molekul i proteind uzitim chromatografickych
technik, purifikace nanocastic uZzitim ultracentrifugace, kovalentni modifikace nanocastic 1

s pouZzitim bioortogonalnich technik

Analytické metody: vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC), méfeni
fluorescen¢nich spekter, polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfaitem sodnym
(SDS-PAGE), imunoblot (,,western blot*) s chemiluminiscentni i fluorescen¢ni detekci, méfeni
koncentrace proteini Bradfordovou metodou, méfeni inhibi¢nich konstant inhibitort (Kj)
pomoci stanoveni enzymové aktivity metodou kone¢ného bodu (tj. méefeni koncentrace
produktu po zastaveni enzymové reakce), imunohistochemické metody, charakterizace
interakci latek s Zivymi savéimi bunkami (vCetné kultivace tkanovych kultur) metodami

konfokalni mikroskopie a pritokové cytometrie, analyza obrazu

In-vivo metody: prace s experimentalnimi zvifaty (mysi), disekce jednotlivych organt



4. Vysledky

M¢ vysledky studia proteinu GCPII vyustily ve vznik Sesti publikaci, z nichz vSechny prosly
recenznim fizenim, pfi¢emz na dvou publikacich jsem prvnim autorem (jedno prvoautorstvi je
sdilené). Mimo to, studium metod analyzy proteinu GCPII pomoci HPMA polymeru nakonec
vyustilo v obecnéjsi analyticky pristup, na ktery byla ziskdna mezinarodni patentova ochrana.
Déle mam v souvislosti s t¢ématem disertace rozpracovany dvé prvoautorské prace, které jsou
ve fazi tésné pred odesldnim k publikaci. Vzhledem k tomu, Ze ale jeSté nejsou publikovany,
rozhodl jsem se je nakonec do této disertace nezaradit. Kazda takto vznikla publikace byla

dilem tfady autord, pficemz mtj piinos je vzdy shrnut na konci ptislusného popisu.

4.1 Porovnani jednotlivych protilatek proti GCPII

Tykvart J, Navratil V, Sedlak F, Corey E, Colombatti M, Fracasso G, Koukolik F, Bafinka C, Sacha P, Konvalinka

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

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

Monoklonélni protilatky tvoifi vzhledem ke své specifické vazbé s antigenem jeden ze
zakladnich analytickych néstrojii v biochemii. Konkrétn€ pro analyzu GCPII je v sou€asnosti
k dispozici fada rizné charakterizovanych protilatek pochazejicich jak z akademické sféry, tak
od komercnich instituci. Vzhledem k tomu, Ze tada téchto protilatek doposud nebyla dikladné
popsana, mohlo by jejich uZiti vést k rozdilnym vysledkim, a i k pfipadnym chybam
v interpretaci. Cilem této prace bylo charakterizovat 13 nejbéZznéjSich monoklonalnich
protilatek za pouziti standardnich biochemickych analytickych metod.

Pomoci metody ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent assay*“) a pomoci povrchové
plasmonové rezonance (SPR — ,surface plasmon resonance) byla kvantifikovana vazba
protilatek na nativni event. i denaturovany antigen. S nativni GCPII interagovaly protilatky
D2B, J415, J591, 2G7, 107-1A4, 24.4E6 a GCP-05 (tabulka 1), kdeZzto na denaturovanou
GCPII se vazaly protilatky GCP-04, 1591, GCP-02, 3E6, 7E11-C5.3, YPSMA-1, YPSMA-2
(tabulka 2). Byly pozorovany vyrazné rozdily jak v koncentracich, pfi kterych k vazbé
dochazelo, tak i v maximalnim signélu (azZ 7 x pro nativni, respektive az 54 % pro denaturovany
antigen). Protilatky GCP-02, 3E6 a GCPII-04 byly navic schopny vazat 1 denaturovany mysi
homolog GCPII a protilatka GCPII-04 dokonce 1 lidsky a mysi homolog GCPIIIL. K lepSimu
pochopeni vazby protilatek na homology GCPII bylo u protilatek vazajicich denaturovany

antigen provedeno mapovani epitopu.



Ta’bulka I - YaZt,’a p rotllavtel’( na n?,tlvm GCPIL Protilatka 50% saturace Maximalni signal
Vysledek prolozeni saturacnich kiivek vazby

protilitek na antigen pomoci metody ELISA. |D2B 0,072 + 0,013 nM 4.8
Maximalni signadl udava relativni maximalni 1415 0,163 + 0,022 nM 3.9
dosazenou hodno.tl% lumininiscence v metodé EL{SA 1591 14 + 0270M 69

pro danou protilatku. 50 % saturace vyjadiuje

koncentraci protilatky, pii které bylo dosazeno 50 % 2G7 289 + 025nM 1.0
maximalniho signalu. Maximalni signal u protilatek | 107-1A4 381 + 043nM 2.6
244E6 a GCP-05 nebyl urcen pro pouziti jiného 24 4E6 365 + 77nM NC
mnozstvi imobilizované GCPII (,,NC*). GCP-05 550 + 130 nM NC
Tabulka 2 B — Vazba protilatek na

denaturovanou GCPII. Vysledek Protilatka 50% saturace Maximalni signal Epitop
prolozeni saturacnich kiivek vazby GCP-04 0,628 = 0,066 nM 54 91-108
protilaitek na antigen pomoci 1591 306 + 0.89 nM | ND
metody ELISA. Maximalni signal ’ o

udava relativni maximalni | 6CP-02 52 * 120M 40 271-288
dosazenou hodnotu lumininiscence 3E6 9,8 £ 1,7nM 9 118-135
vmetodé  ELISA ~ pro  danou 17g1.cs3 99 = 3nM NC 1-21
protildtku. 50 % saturace vyjadiuje | {py 1 61 + 17n0M 7 469-486
koncentraci protilatky, pii které

bylo dosazeno 50 % maximalniho | YPSMA-2 216 + 55nM 42 469-486
signalu. Maximalni signal u 24.4E6 267 + 49nM 5 640657

protilatek 7E11-C5.3 nebyl uréen
pro pouziti jiného antigenu

(intracelularni peptid). Epitop znaci sekvenci peptidu, ktery je schopen interagovat s danou protilatkou, pficemz
Cisla udavaji jeho lokalizaci na primarni sekvenci lidské GCPII.

S vysledky kvantitativni analyzy tzce souvisi kvalitativni vysledky pouzitych protilatek

v béZznych biochemickych metodach. Zatimco protilatky interagujici s denaturovanym

antigenem vykazovaly na ,,western blotu“ silny (GCP-02, GCP-04 a YPSMA-1) respektive

stfedni signal (3E6, YPSMA-2 a

TE11-C5.3), protilatky reagujici
1 s nativnim  antigenem
vykazovaly slaby signal
(24.4E6,D2B a J591). Obdobné
u imunohistochemie na
parafinovych  fezech  bylo
barveni na GCPII pozitivni
v pfipad¢  protilatek  proti
denaturovanému antigenu
(GCP-02, GCP-04, YPSMA-1,
YPSMA-2, 244E6, 3E6).
Naproti tomu pouziti nativni
pritokové cytometrie

10

Tabulka 3 V¥ — Semikvantitavni hodnoceni protilatek pro jednotlivé
bioanalytické metody (,,FC*“ znaéi pritokovou cytometrii, ,,WB*“ —
imunoblot - ,,western blot* a IHC-P — imunohistochemii na parafinovych
fezech). Vhodnost je znazorné na skale, kde ,.— “ znamena nevhodné a
naopak ,,+++ nejvhodnéjsi. Protilatka 7E11-C5.3 je oznacena hvézdickou
(") vzhledem k pouziti syntetického intracelularniho peptidu v metodé
ELISA.

nativni GCPII denaturovana GCPII
Protildtka  ELISA FC ELISA WB IHC-P
1591 4 +++ + + _
J415 +++ +++ - - _
D2B +++ +++ + + _
107-1A4 +++ +++ - - -
2G7 e - - - -
GCP-05 + +++ - - _
7E11-C5.3* ++ - ++ +t+ _
GCP-02 - - +++ +++
GCP-04 - - +++ 4+ -+
YPSMA-1 - - ++ +++ +HH+
YPSMA-2 - - ++ ++ +++
3E6 - - ++ ++ -
24.4E6 + - + + T+




nepiekvapivé vyzadovalo pouziti protilatek vazajicich nativni antigen (J591, J415, D2B,
107-1A4, 2G7 nebo GCP-05). Vysledky praktického wuziti protilatek v jednotlivych
biochemickych metodach jsou semikvantitavné zhodnoceny v tabulce 3.

Mym podilem na této praci bylo provedeni vSech imunohistochemii a jejich interpretace. U
vybranych protilaitek (GCP-02 a GCP-04) jsem provedl i ptedbézné zhodnoceni vazby
homologti GCPII pomoci ,,western blotu* a téz pfedbézné mapovani epitopu. Podilel jsem se 1

na vyhodnoceni dalSich experimenti a diskusi vysledkd.

4.2 Synteticka nahrada protilatek (iBodies) na bazi hydrofilniho polymeru
Sacha P, Knedlik T, Schimer J, Tykvart J, Parolek J, Navratil V, Dvorakova P, Sedlak F, Ulbrich K, Strohalm J,
Majer P, Subr 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.
Selektivni vazba protilatek k antigenu je kliCova vlastnost umoziujici jejich vyuZiti jako
nastroje v biochemii. Vzhledem k tomu, ze naSe pfedchozi studie (kapitola 4.1) ukazala, ze
vlastnosti bézné dostupnych protilatek proti GCPII se znacné 1isi, a vzhledem k naSemu
pozorovani, ze modifikace protildtek mize byt obtiznd, pokusili jsme se navrhnout Cisté
synteticky systém, ktery by umoznil protilatky v bioanalytickych metodach nahradit, nebo
event. i piekonat.

Zakladni soucasti nahrady protilatek, kterou v této praci predstavujeme, byl polymer na bazi N-
(2-hydroxypropyl)methacrylamidu (HPMA), na ktery byl kovalentn€ navazan cilici ligand,
napf. inhibitor, a dale pak afinitni kotva (biotin) a vhodny fluorofor (obrazek 3). Tento postup
byl otestovan na modelovém piipad¢ proteazy GCPII, protedzy z viru HIV, pepsinu a proteinu
s polyhistidinovou sekvenci. Vzhledem k tomu, Ze na jednu molekulu polymeru (iBody) bylo
navazano vé&tsi mnozstvi ciliciho ligandu — u polymeru proti GCPII primérmé 19 molekul
inhibitoru, byl navic pozorovan vyrazny aviditni efekt, kdy hodnota K; poklesla cca 465 % ve
srovnani s hodnotou volného inhibitoru (K; polymeru 4,3 pM vs. K; inhibitoru 2 nM). Toto
vyrazné zvySeni afinity pfibliZzuje disociacni konstantu dan¢ho iBody (<20 pM) k nejlepSim
dostupnym protilatkdm proti GCPII.

<4Obrazek 3 —

HPMA ko polymer 2 Biotin ATTO488

H
=SS QN
& %&m

fluorofor afinitni kotva cilici ligand

Schematické zobrazeni
struktury HPMA polymeru
s kovalentn¢ navazanym

fluoroforem (ATTO488),

afinitni kotvou (biotin) a

cilicim ligandem (napf.

inhibitor GCPII).
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Krom¢ uziti iBody k inhibici byla na riznych modelovych ptipadech potvrzena vazba pomoci
SPR, a moznost vyuziti v metod¢ ELISA, pratokové cytometrie, zobrazovani zivych bunck
(imunocytochemie pomoci konfokalni mikroskopie), imunoprecipitace a metody imunoblotu -
,western blot“. Pfipravené iBody proti GCPII je soucasn¢ univerzalnim nastrojem pro dalsi
analyzu funkce GCPII. Mou praci byla optimalizace vyuziti iBodies pro pouziti v zobrazovani

zivych bunék (imunocytochemie) pomoci konfokalni mikroskopie.

4.3 Porovnani lidské a mysSi GCPII

Knedlik T, Vorlova B, Navratil V, Tykvart J, Sedlak F, Vaculin S, Franék M, Sacha P, Konvalinka J. Mouse
glutamate carboxypeptidase II (GCPII) has a similar enzyme activity and inhibition profile but a different
tissue distribution to human GCPIL. FEBS Open Bio. 2017 Aug 29;7(9):1362-1378.

Pro vyzkum fyziologickych a patofyziologickych funkci na urovni organismu je nezbytny in
vivo model. Vzhledem k tomu, Ze mysi modely jsou obecné nejbéznéji pouzivané a dostupné,
pokusili jsme se v predkladané praci zhodnotit jejich vyuzitelnost pro studium GCPII.
Optimalni zvifeci model totiz musi pro prenositelnost poznatkli do humanni mediciny, kromé
dostupnosti, spliiovat podminku dostatecné podobnosti s clovékem.

Porovnéani mysi a lidské GCPII probé&hlo nejprve na proteinové trovni. Nepiekvapive vzhledem
k vysoké podobnosti v aminokyselinové sekvenci — 86 % identita, 91 % podobnost [38] byla
zachovana enzymova aktivita i1 substratova specifita. Mysi homolog GCPII byl schopen Stépit
NAAG na NAA a glutamat, stejn¢ tak jako odStépovat vy-koncové glutamaty
s pteroylpoly-y-glutamatu. Enzymaticka aktivita mysiho homologu byla vSak nizsi, zejména
pro vys§i hodnotu Ky (viz tabulka 4). Substratovd specifita studovand na N-terminalné
acetylované dipeptidové knihovné vykazovala u mysi GCPII obdobny vzor jako u lidského
homologu, pouze byla zvyraznéna specifita pro Stépeni dipeptidl s C-terminalnim glutamatem.

Naprosta vétSina inhibitord byla schopna identicky inhibovat mysi 1 lidskou variantu GCPII.

Tabulka 4 — Kinetické parametry rekombinantni mysi a lidské GCPII stanovené pro NAAG radioenzymatickou
metodou [39] nebo pro pteroyl-di-L-y-glutamat HPLC metodou [40], zobrazeny primérné hodnoty + smérodatna
odchylka.

NAAG Pteroyl-di-L-glutamat
Enzym
Km [nM] Keat [5-1] kcat/KM [x 107 st M-l] Km [nM] Keat [S'l] kcat/KM [>< 107 st M'l]
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 + 2 509 + 0,09 13,20 + 0,80

Dale byl porovnan expresni profil, a to jak na urovni aktivity (hydrolyza NAAG na NAA a

glutamat), exprese samotného proteinu. Vzhledem k velmi podobnym vlastnostem mysi GCPII
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a GCPIII, byla pro jejich odliSeni aplikovana i analyza v tkanich pfitomné mRNA. V mysi,
obdobné jako u ¢loveéka, byla zachycena vysoka exprese v mozku a v ledvinach, naopak u mysi
oproti ¢lovéku nebyla zachycena exprese v prostaté a do veétSi miry ani v tenkém stieveé (jejunu
ani ileu). VedlejSim nalezem byla variabilni exprese GCPII v mysSich slinnych Zlazach, ktera
byla déle potvrzena imunohistochemicky, a to zejména v podjazykové slinné zlaze. Vzhledem
k vyrazné podobnosti mezi GCPII a jejim homologem GCPIII, jak v enzymatické aktivite, tak
1 schopnosti byt rozpoznan pouzitou protildtkou GCP-04 bylo doplnéno i hodnoceni na Grovni
transkripti, které korelovalo s ndlezem na proteinové trovni.

Souhrnné, biochemicka charakterizace na proteinové urovni neukdzala vyraznéjsi rozdily.
Oproti tomu exprese GCPII v mysi se lisila chybé&jici expresi v prostaté a do zna¢né miry i
v tenkém stievé. Zatimco u prostaty to muze byt dano vyrazné odliSnou anatomicko-
histologickou strukturou [41], tak u stfeva mize byt obdobné jako u potkana [33] funkce Sté€peni
pteroyl-poly-glutamatu zprostfedkovana aktivitou gamma-glutamyl hydrolazy. Vzhledem
k této tkanové distribuci, 1ze predpokladat, ze mysi modely funkce GCPII v nervovém systému
jsou prenositelné i na ¢loveka, kdezto stran studia karcinogeneze v prostaté neni volba mysi
jako experimentélniho zvifete idedlni. Mym podilem v této praci byl odbér vybranych mySich
tkani a provedeni imunohistochemické analyzy. Podilel jsem se i na analyze a diskusi

experimentalnich vysledk.
4.4 MyS s vyrazenym genem GCPII ma ve stari zvétSené semenné vacky

Vorlova B, Sedldk F, Kasparek P, Sramkova K, Maly M, Zamecnik J, Sacha 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 zékladnich prosttedkii pro vyzkum fyziologické a patofyziologické aktivity
jednotlivych genl tvoii zvifata deficientni v daném genu. Piestoze byla jiZz publikovana fada
mySich modelt s vyfazenym genem pro GCPII, vysledky byly ve vzdjemném nesouladu.
Zatimco nékteré prace [34, 35] uvadéji embryondlni letalitu, tak dal$i studie [36, 37]
neprokazuji zadny zjevny patologicky fenotyp. Proto jsme vytvoftili dals$i nezavisly model
GCPII deficientni mySi pomoci TALEN (efektorové nukledzy podobné transkripénim
aktivatoriim). Zatimco v ptechozich pracich [37, 42] byl ponejvice analyzovéan efekt GCPII na
funkci nervového systému, ostatni mozné fenotypy, mimo jiné€ napf. v urogenitalnim systému,
byly studovany do vyrazn¢ mens$i hloubky, navic v pfechozich studiich nebyly studovany

stdrnouci mysi.
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U starnoucich mysi jsme obdobné jako v praci [43] pozorovali zvétSeni semennych vacka,
piicemz ke zvétSeni u mysi deficientni v genu pro GCPII (Folhl”) dochazelo diive.
Reprezentativni fotografie semennych vackii a porovnani velikosti semennych vackl je

zobrazeno na obrazku 4.

A +H+ B
) Folh1 ) = | Obrizek 4-A) Obrizek semennych vatki
a0 - | reprezentativnich mysi divokého kmene (Folhl1**) a
“g I . mysi deficientnich v genu pro GCPII (Folh17). B)
g - | Statisticka analyza zvétSenych semennych vacka
ol v zavislosti na genotypu pro GCPII - Folh1** znagi
o5 - mysi divokého kmene, Folh1*-mys$i s heterozygotni
konstituci v genu pro GCPII a Folhl” mysi plné
Folh1 +/+ +/- -I- )
deficientni v genu pro GCPII
Polet
jedinct 20 26 9

Primérny 70.4

vk 70.5 704

Nésledné provedend histologicka analyza zvétSenych semennych vacka prokazala pouhou
dilataci, bez dalSich pfidavnych patologii. Vzhledem k tomuto pozorovani jsme provedli
zevrubné méteni aktivity GCPII ve vétSin€ tkani urogenitalniho systému, pfi¢emz pouze
v ledviné, nadvarleti a chdmovodu jsme zachytili vyznamnou expresi GCPII (182 + 12 ng
GCPII/mg tkané v nadvarleti a 2.3 + 1 ng/mg tkan¢ v chamovodu). Takto vyrazny zachyt GCPII
v nadvarleti, predstavujici cca desetinasobek obsahu v mozku, byl nadale potvrzen pomoci
imunohistochemie, a to jak na vzorcich mysiho, tak i lidského nadvarlete (obrazek 5). Celkové
tak zvétSeni semennych vacki u starSich mysi tvofi prvni fenotyp v urogenitalnim systému
souvisejici s expresi GCPIL

Mym piinosem byl podil na pitvach jednotlivych tkani, obzvlasté¢ v oblasti urogenitalniho
traktu, métfeni plochy semennych vacka a predbézna statisticka analyza. Dale jsem provedl
imunohistochemii lidskych i mySich nadvarlat. Podilel jsem se i na analyze a diskusi

experimentalnich vysledk.
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Obrazek 5. Méteni exprese GCPII v urogenitalnim traktu. A) Zhodnoceni pfitomnosti GCPII pomoci méfeni
aktivity St€peni NAAGu, rm-GCPII (rekombinantni mysi GCPII) slouzi jako aktivitni standard. B) Porovnani
Stépeni NAAGu u tkani pochéazejicich z mysi divokého kmene (Folh1*") a mysi deficientnich v genu pro GCPII
(Folh1--) potvrzuje piitomnost GCPII v nadvarleti a semenném provazci. C) Imunohistochemie mysiho nadvarlete
nasveédcuje pritomnosti GCPII na luminalni strané tubult. D) Imunistochemie lidského nadvarlete svéd¢i pro
ptitomnost GCPII taktéz na lumindlni strané tubuld.

4.5 GCPII nestépi peptidy amyloidu
Sedlik F, Sacha P, Blechova M, Biezinova A, Safaiik M, Sebestik J, Konvalinka J. Glutamate
carboxypeptidase II does not process amyloid-f peptide. FASEB J. 2013 Jul;27(7):2626-32.

Fyziologickou funkci GCPII v nervovém systému je $tépit neurotransmiter NAAG na NAA a
glutamat [1], coz vzhledem k neuroprotektivnimu chovani NAAGu [44], nasvéd¢uje moznosti
uziti inhibitord GCPII jako neuroprotektiva [45-48]. Nicméné, v r. 2010 byla v prestiznim
FASEB J. publikovéana velmi piekvapiva prace korejskych autorti, ktera reportovala schopnost
GCPII degradovat amyloid B a amyloidni fibrily [49]. To vedlo ke znepokojivé hypotéze, zda
by aplikace GCPII inhibitorti by mohla mit jako vedlejsi nezadouci ucinek ptipadny vznik plaka
amyloidu f a tim podnécovat vznik Alzheimerovy choroby. Kdyby se tato hypotéza potvrdila,
znamenalo by to zastaveni velmi slibnych klinickych experimentii s inhibitory GCPII v fadé
dalSich terapeutickych nebo diagnostickych indikaci.

K proSetieni tohoto problému jsme rekombinantni protein GCPII inkubovali se synteticky
pfipravenym peptidem amyloid-PBi42. Pfipadné degradacni produkty a vlastni Ubytek
amyloidu-3 jsme pozorovali pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim

spektrometrem. Zatimco kontrolni protedzy (neprilysin, chymotrypsin) amyloid-f Stépily,

15



Stépeni pomoci GCPII se nédm, kromé velmi pomalého odstépeni jedné N-terminalni
aminokyseliny — aspartatu, nepodafilo potvrdit. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 6.
Aktivita vlastniho rekombinantniho proteinu byla nasledné ovétfena Stépenim NAAGu.
Obdobnych vysledkt dosahli i v paraleln¢ publikované praci [50] u peptidu amyloid-i-so.
Souhrnné Ize usoudit, ze GCPII amyloidni peptidy nestépi, a tudiz riziko nezadoucich uc¢inkt

ve smyslu iniciace Alzheimerovy choroby u inhibitort GCPII je nepravdépodobné.
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Obrazek 6. HPLC-MS analyza reakénich smési a kontroly hydrolyzy ABi4> A) SDS-PAGE elektroforetogram
prokazujici Cistotu rekombinantnich proteini GCPII. Popisky nad elektroforetogramem uvadéji nanasky
v jednotlivych jamkach gelu. V ¢astech B-F jsou zobrazeny chromatogramy zobrazujici celkovy iontovy proud
pro jednotlivé enzymové reakce a kontroly, pfiCemz v B) je samotny enzym Avi-GCPII, v C) samotny
chymotrypsin, v D) samotny amyloid ABi.42, v E) reakce amyloidu ABi.4> s GCPII a v F) reakce amyloidu Api-42
s chymotrypsinem.

Mym piispévkem byla purifikace peptidu amyloidu ABi.42, navrh i provedeni vlastnich Stépeni
amyloidu B pomoci GCPII a kontrolnimi protedzami, optimalizace separace vzniklych peptidi
pouzitim kapalinové chromatografie, a charakterizace cistoty enzymu pomoci gelové
elektroforézy. VSechny experimenty jsem analyzoval, jejich vysledky diskutoval a podilel se

na sepsani publikace.

4.6 Vyuziti interakce inhibitor-GCPII k cileni nadorovych bunék
Neburkova J, Sedldk F, Zagkova Suchanova J, Kostka L, Sacha P, Subr V, Etrych T, Simon P, Bafinkova J,
Krystufek R, gpanielové H, Forstova J, Konvalinka J, Cigler 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.

Cileni GCPII jako nadorového antigenu pomoci fady piistupt (inhibitor, protilatka, aptamer,

atp.) bylo jiz popsano v fad¢ publikaci [51-65]. V nasi ptfechazejici praci (kapitola 4.2) jsme
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taktéz prokazali velmi silnou interakci polymeru na bazi HPMA dekorovaného inhibitory
GCPII s vlastni protedzou GCPII, umoziujici vizualizaci bunék. Na zakladé tohoto tspésného
cileni jsme se pokusili vytvoftit fadu riznych dalSich nanostruktur, které by byly cileny pomoci
GCPII inhibitoru, a tak ovéfit, jak je systém GCPII — inhibitor robustni pro pfipadnou
diagnostiku a event. terapii cilenymi 1€¢ivy.

Jako priklady nanocastic byly zvoleny nanodiamanty, virtim podobné ¢&astice (VLP)
z bakteriofagu Qp a mysiho polyomaviru, a polymerni nanostruktury zalozené na HPMA. VLP
byly pro porovnani krom¢ piimé modifikace pomoci inhibitoru i dekorovany pomoci HPMA
polymeru. Tyto Castice se vyrazné liSily jak ve své velikosti, rigidité, tak i bio-nano rozhrani.
Presto vSechny vytvorené Castice interagovaly s rekombinantnim GCPIIL, jak bylo prokazano
inhibici enzymatické aktivity, tak i pomoci SPR (tabulka 5). Stran inhibi¢ni aktivity byl
pozorovan aviditni efekt, ktery koreloval s mnozstvim navdzané inhibic¢ni substance na ¢éstici,
zatimco zékladni inhibitory mély inhibi¢ni konstantu K; v nizkém nanomoldrnim rozmezi
(2-14 nM), tak v ptipadé polymernich ¢astic doslo ke snizeni Kjna subnanomolarni koncentrace
(323 pM), a v piipad¢ ostatnich ¢astic az na hodnoty v pikomolarni oblasti (0,6-3,92 pM).
Ptedpoklddame, Zze dosazeni takto nizkych inhibi¢ni konstant bylo umoznéno vyrazné
pomalejsi disociaci nanocastic pro velmi nizkou hodnotou kofr zptisobenou aviditnim efektem.
Tabulka 5. Charakterizace inhibi¢nich konstant nanocastic i zdrojovych inhibitori. Oznaceni nanocastic je
nasledujici: ,,ND-inh“ — ¢astice nanodiamantu s inhibitory, ,,pol-inh“ — HPMA polymer s inhibitory, ,,QB-pol-
inh“ — VLP c¢astice QP snavazanymi HPMA polymery s inhibitory, ,QB-inh“ — VLP ¢astice Qf
s navazanymi inhibitory, ,,MPyV-pol-inh® — VLP ¢astice mysiho polyomaviru s navazanymi HPMA polymery

s inhibitory, ,,MPyV-inh* — VLP ¢astice mysiho polyomaviru s navazanymi inhibitory. Méfeni provedeno HPLC
metodou [40]. MEF (,,multivalent enhacement factor*) znac¢i podil K; (zékladni inhibitor)/ K; (nano¢astice).

nanocastice inhi?isoru pocet iénéhsitl?ltiorﬁ na inhibice: Ki £ 1 SD [pM] MEF
ND-inh 4 250 3,7+0,67 3780
pol-inh 1 6 323+50 6,63
Qp-pol-inh 1 12 3,92+0,83 546
QB-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

Pro aktivitu na bunéfnych liniich mélo kromé kli¢ové interakce GCPII — inhibitor

charakterizované inhibi¢ni konstantou vyrazny vliv i nano-bio rozhrani. U vSech Ccastic
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s vyjimkou nemodifikovanych VLP mys$iho polyomaviru bylo dosazeno rozdilu ve vazbé na
GCPII exprimujici a neexprimujici buniky. Zatimco u naprosté vétSiny castic (polymery,
nanodiamanty, VLP charakteru bakteriofagu Q) byla interakce s buikami neexprimujicimi
GCPII zanedbatelnd, tak VLP castice nemodifikovaného nebo polymery modifikovaného
mysSiho polyomaviru vykazovala stale schopnost véazat i bunky bez exprese GCPIL
Predpokladame, ze tento jev mize byt vysvétlen tim, ze zadkladni vlastnosti VLP mysiho
polyomaviru, jako ptvodnich virovych ¢astic, je schopnost vazat se na savcéi bunky. Toto
chovani souhlasi i s pozorovanim jednotlivych bunék metodou konfokalni mikroskopie, kde po
inkubaci s nemodifikovanymi VLP ¢asticemi mysiho polyomaviru dochazi zejména k vazbé¢ na
bunéénou membranu, oproti cilené internalizaci u ¢astic modifikovanych inhibitorem. Tato
nespecificka interakce je odstranitelnd modifikaci nano-bio rozhrani ¢astic pomoci PEGi3
karboxylové kyseliny, ktery je jako mald molekula schopen se navézat v daleko vétsi kvantité
nez HPMA polymer, a tedy i 1épe maskovat piivodni bio-nano rozhrani z mysiho polyomaviru.
Lze shrnout, Ze silna interakce GCPII-inhibitor umoznuje specifické cileni velmi riznorodymi
typy nanocastic, pricemz pro dalsi zvySeni specifity je kritické omezeni nespecifickych
interakci optimalizaci bio-nano rozhrani vlastnich ¢astic.

Mym piinosem na této praci byla optimalizace modifikace bio-nano rozhrani VLP ¢astic
mySiho polyomaviru k redukci nespecifické vazby a pomoc s piipravou nanocéstic
modifikovanych polymery. Dale jsem provedl charakterizaci €astic stran fluorescencnich
vlastnosti, méfeni inhibi¢nich konstant ¢astic a piipravu obrazku z konfokalni mikroskopie.
Podilel jsem se 1 na méfeni vstiebavani Castic buitkami pomoci pritokové cytometrie a
zobrazovani navazanych nanocastic pomoci konfokalni mikroskopie. Podilel jsem se na navrhu
jednotlivych experimenti, analyze vzniklych experimentalnich dat, jejich diskusi a kone¢né

1 na sepsani rukopisu.

5. Diskuze

V prvni ¢asti disertace jsem se zamétil na zhodnoceni dostupnych moZnosti a vyvoj novych
metod a bioanalytickych nastroji pro analyzu obsahu GCPII. Tyto metody umoznuji méfit
zastoupeni a sledovat GCPII jak na urovni organismu, tkani, bungk, tak i subcelularné, a tim
1 pomahaji pochopit jeho biologickou funkci. Protilatky, obzvlast€¢ monoklonalni, diky své
specifické interakci s antigenem tvoii klicovy analyticky nastroj [66] a vskutku pravé protilatka
7E11-C5.3., vznikld imunizaci lyzatem prostatické bunécné linie LNCaP, vedla v minulosti

k objevu PSMA (alias GCPII) [7]. NaSim prvnim krokem proto bylo dikladné zhodnoceni
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vlastnosti protilatek. Spatna charakterizace protilatek totiz mie pro piipadné nespecifické
interakce vést k zavadé¢jicim vysledkiim, obzvlasté v ptipadé komplexnéjsich biologickych
vzorkil. Uziti nevhodnych protilatek soucasné¢ mize vést k rozdilnym vysledkim rtiznych
autord.

Protilatky pro studium GCPII byly uzity v fadé metod jako imunohistochemie [11, 14, 17, 18,
67, 68], ELISA [69, 70] a imunoblot — ,,western blot*“ [31, 71], pfesto doposud nebylo
v literatui'e provedeno komparativni srovnani dostupnych monoklonalnich protilatek. Srovnani
neni dostupné i proto, ze fada publikaci neuvadi experimentalni podminky do dostatecnych
detailti. Nase vysledky, méfeni interakce jednotlivych protilatek s denaturovanou a nativni
formou GCPII pomoci metody ELISA, umoznily ur€it krom& odhadované sily interakce i
preferen¢ni formu antigenu, kterou dana protilatka rozpoznava (nativni vs. denaturovany). To
nam umoznilo rozttidit protilatky do skupiny vhodné pro metody s denaturovanym antigenem
(napf. imunohistochemie na parafinovych fezech, imunoblot — ,,western blot*) a pro metody
spiSe s antigenem nativnim (prutokova cytometrie, ELISA, imunoprecipitace) a odhadnout dle
sily interakce i nutnou koncentraci protilatky pro danou metodu. Oproti dostupné literatute [7,
11, 67] jsme nebyli schopni usp&$né vyuzit protilatku 7E11-C5.3 jak na imunohistochemii, tak
ani na prutokové cytometrii, coz mize byt zpisobeno tim, ze jako jedind dostupna protilatka
interaguje s intracelularnim epitopem, ktery muze vyzadovat odlisSné metody provedeni
analyzy. Nékteré dalsi protilatky (zejména napft. protilatka J591), které interaguji prevazné
s nativnim antigenem, jsou piekvapivé Usp&Sné¢ vyuZivany v literatufe [72] pro metody
s denaturovanym antigenem jako je imunoblot — ,,western blot*. Mozné vysvétleni miiZze byt
napf. nedostate¢nd denaturace antigenu vedouci k pfitomnosti nativniho antigenu.

Protilatky kromé pozitivnich vlastnosti maji 1 fadu nevyhod, jako napft. ¢asto velmi zdlouhavou
pfipravu, omezenou stabilitu, v nékterych pfipadech i obtiznou modifikovatelnost danou vlastni
proteinovou strukturou. To nés vedlo, zejména v piipadé€ protilatek proti nativni GCPII, k tomu
pokusit se najit jejich adekvatni nahradu. V literatufe byla popséna tada riznych nahrad
protilatek, zalozenych na biopolymerech, jako napft. protein, RNA, ¢i syntetickych polymerech
nebo dokonce malych molekulach [73]. Co se ty¢e proteinovych ndhrad, jedna se napt. o
»affibodies* na zaklad¢ modifikovaného bakteridlniho receptoru [74], ¢i o navrhované proteiny
s opakujicimi se ankyrinovymi doménami [75]. U RNA se pouzivaji kratké, cca 100 parti basi
dlouhé¢, sekvence zvané aptamery [76]. Zastupcem skupiny syntetickych polymert mizou byt
napf. ,,molecular imprinted polymers* ziskané polymerizaci za pfitomnosti antigenu, ktery je
vzniklym polymerem obklopen [77, 78]. Vyuziti HPMA polymeru jako nosice pro diagnostiku
a terapii bylo jiz ovéfeno diive [79, 80]. N4&S inovativni pfistup, kdy jsme na HPMA polymer
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kovalentné navazali malou cilici molekulu (inhibitor) - iBodies, se ukazal jako mimotfadné
univerzalni. Podafilo se ndm takto uspésné¢ nahradit protilatky v priitokové cytometrii, ve
vizualizaci na bunécnych liniich, v metodé ELISA i v afinitni purifikaci, pfiCemz v nékterych
piipadech tato ndmi vytvorena nahrada vykazovala lepsi vlastnosti nez dostupné protilatky,
mimo jiné napt. ve stabilité.

Po ovéfeni vlastnosti analytickych nastroji jsme pro dal§i studium fyziologickych a
patofyzioloickych efekti GCPII pfistoupili k charakterizaci jednoho z nejdostupnéjsich
biomodelt, tj. mysi. Jedin€ in vivo studie totiz mize poskytnout dostatené mnozstvi
relevantnich informaci na urovni celého organismu. Vyrazna podobnost uzitého biomodelu
s ¢lovékem je podminkou, aby vzniklé poznatky mohly byt uzite¢né i pro humanni medicinu.
Mys tvofi pro svoji dostupnost jeden ze zakladnich biomodell pro studium fyziologickych a
patofyziologicky jevi. Co se ty€e GCPII vSak mySi biomodel nebyl doposud plné
charakterizovan, prestoZe v literatuie je dostupnd fada praci, ktera analyzuje efekt GCPII na
myS$im modelu, zejména v oblasti nervového systému — napft. [37, 42, 45]. Z toho divodu jsme
nejprve zevrubné prozkoumali enzymologické a biochemické vlastnosti mysiho homologu
GCPIIL. AZ na mirné niz§i aktivitu z diivodii vy$S§iho Kwm a striktnéjsi substratovou specifitu
nevykazovala mysi GCPII vyraznéjsi biochemické odchylky oproti lidské GCPII. Déle jsme
provedli analyzu expresniho profilu GCPII v mysi, ktery oproti jinym biomodeltim, jako jsou
potkan, prase [31], nebyl dosud zevrubn¢ studovan, a byly dostupné pouze limitované
informace tykajici se vybranych tkani [32, 36, 38]. Obdobné jako v ptedchozich pracich [36,
38] jsme identifikovali vyraznou expresi v mozku a ledvinach, zatimco expresi v prostaté jsme
nepozorovali [32]. Mimo to jsme zachytili expresi ve slinnych zlazach, zejména u Zlazy
podjazykové. Tento nalez je v souladu 1 se zndmou expresi GCPII ve slinnych zlazach ¢lovéka
[9, 71, 81]. PfestoZze v mysi i ¢lovéku je GCPII ptitomna ve slinnych zlazach, histologicka
lokalizace je odliSna, u ¢lovéka pievazuje lokalizace v acindrnich bunikéch [81], zatimco v mysi
jsme pozorovali pozitivitu zejména v nesekre¢nich ablumindlnich buiikach. Obdobné jako u
potkana [31] jsme u myS$i nepozorovali vyraznou expresi GCPII v tenkém stfeve. Expresni
profil v organech urogenitalniho traktu jsme dale upfesnili v dal$i publikaci, kde jsme opét
nebyli schopni nalézt expresi GCPII v Zadné casti mysi prostaty. Nove€ jsme ale zachytili
vyraznou expresi v nadvarleti, a to jak u mysi, tak u ¢lovéka.

Celkové¢ 1ze shrnout, Ze myS pro biochemické podobnosti mysiho homologu GCPII a podobny
expresni profil tvofi adekvatniho biomodel pro in vivo studie nervového systému a patrné
iledvin. Naproti tomu vzhledem k nepfitomnosti GCPII v myS$im tenkém stfevé (ileum a

jejunum) lze predpokladat, ze GCPII neni pro vstiebavani folatd u mysi zdsadni. Souviset to
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muze 1 s nizsi aktivitou mySiho homologu GCPII vici pteroyl-di-glutamatu oproti lidskému
homologu. Lze predpokladat, Ze u mysi, stejn¢ jako u potkana, je misto GCPII odstépovani
y-vazanych glutamatl z folylpolyglutamétii zprosttedkovano y-glutamyl hydroldzou [33]. Mys$
tak pro folatovy metabolismus nejspiSe neni vhodnym biomodelem. V urogenitalnim traktu
jsme souhrnn¢ zachytili vyraznéjsi expresi GCPII pouze v nadvarleti, v prostaté oproti ¢lovéku
v souladu s literaturou [32, 38] jsme pifitomnost GCPII nepozorovali. Lze tedy piedpokladat,
ze poznatky ziskané na mysSim modelu spojené s aktivitou GCPII v urogenitalnim systému
budou mit limitovanou pfenositelnost do humanni mediciny. Vzhledem k tomu, ze v mysi
prostaté nebyla GCPII detekovana, mizeme uvazovat ve vztahu ke GCPII nad spravnosti
ortotopickych mysich modeli karcinogeneze prostaty. Ostatné i u mysich transgennich modelt
karcinomu prostaty nejsou data v plném souladu. Struéné, v ,,Hi-Myc*“ modelu, kde exprese
onkogenu Myc je fizend probasinovym promotorem specifickym pro prostatu, byla pozitivita
popsana [82]. V TRAMP modelu, vytvofenym expresi SV40 T antigenu opét pod
probasinovym promotorem, byla exprese GCPII v nékterych pracich nalezena [25, 83, 84],
kdezto v jinych nikoli [82]. Na druhou stranu neni zjisténi absence GCPII v mysi prostaté
natolik ptekvapivé vzhledem k vyraznym anatomickym a histologickym rozdilim mezi mysi a
lidskou prostatou [41].

Prokazana podobnost mezi biochemickymi vlastnostmi a expresnimi profily u ¢loveéka a mysi,
nam umoznila pouzit model mysi deficientni v genu pro GCPII k dal§imu studiu fyziologické
a patofyziologické funkce GCPII. Dosavadni vysledky fenotypt mysi deficientnich v GCPII
byly ve zna¢ném rozporu. Zatimco néktefi autoti pozorovali embryonalni letalitu [34, 35], jini
nepozorovali Zadny vyrazné neptiznivy fenotyp [36, 37]. VSechny tyto kmeny mysi deficientni
v genu pro GCPII byly vytvofeny standardni technikou pomoci manipulace embryondlnich
kmenovych bunék, jednotlivé cile zasahu vSak byly odlisné. V jedné z prvnich praci byl zasah
v intron-exonovém rozhrani prvniho a druhého exont s vloZzenim né&kolika stop-kodont [36].
Dal$imi pfistupy byla delece exoni 9 a 10 [35], exont 3-5 [37], nebo prvniho a druhého exonu
[34]. Zda tyto vlastni konkrétni postupy pfimo vedly k embryonalni umrtnosti neni dosud zcela
objasnéno [85].

V nasi praci jsme vytvofili novy mysi model v genu pro GCPII odliSnou metodou — pomoci
specifickych TALEN (endonukleaz). Vzniklé mysi deficientni v GCPII nevykazovaly zZadny
prvni nalezeny fenotyp delece GCPII genu v urogenitalni oblasti. Patofyziologicky proces,
ktery vedl k této dilataci, se ndm zatim nepodafilo rozkli¢ovat. Mezi mozné hypotézy miize

patfit napft. defekt vnitini signalizace mezi jednotlivymi organy urogenitalniho systému pii
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chybéjici fyziologické expresi GCPII v nadvarleti. Alternativng, absence GCPII v centralnim
nervovém systéml muze ovlivnit miru fyzické aktivity, a tak druhotné ovlivnit velikost
semennych vacki [86].

V ramci vyzkumu fyziologické funkce GCPII jsme se zaméfili 1 na publikovanou velmi
piekvapivou schopnost §tépit amyloidogenni peptidy APi-40 a APi1-42 [49, 87]. Tato aktivita by
totiz me¢la dalekosahlé dasledky v ptipadném klinickém uziti inhibitortt GCPII, nebot’ snizenim
degradace amyloidogenich peptidii inhibici GCPII by mohlo dojit k zvySeni rizika tvorby
amyloidogennich plakd, a tedy i1 ke zvySeni rizika vzniku Alzheimerovy choroby. Neobvyklost
amyloidogennich peptidii jako substrati GCPII vyplyva jiz ze zakladni katalytické a enzymové
specifity GCPII, kde GCPII ma primarné¢ karboxypeptidasovou aktivitu pro C-terminalni
acidické aminokyseliny. Schopnost degradace amyloidogennich peptidii se nam stejné jako
v praci [50] nepodaftilo potvrdit.

GCPII alias PSMA, diky své expresi na nadorovych buiikédch se stava jednou z €asto uzivanych
cilovych molekul pro sméfovani 1é&iv i pro diagnostiku. Rada publikaci uZila pro cileni riznych
pristuptl, napt. protilatek [53, 55, 88], aptamera [56, 89], peptidt [90] ¢i inhibitort [52, 57-59,
91], ptfiemz vlastni ¢astice byly tvofeny nanocasticemi s anorganickym jadrem [53, 55, 56],
polymernimi strukturami [52, 57, 59, 89], liposomy [88, 91] ¢i exosomy [90].

Velmi slibné vysledky s HPMA polymery vézajici GCPII nas vedly k hypotéze, zda interakce
GCPII-inhibitor nemtze slouzit jako univerzalni metoda pro sméfovani nanostuktur. Dal§im
voditkem byla i hodnota inhibi¢ni konstanty ndmi pouZitych inhibitorii, kterd se pohybovala
v nanomolarnim rozmezi, a tak se blizila k interakénim konstantdm béZné uZivanym
k sméefovani 1éCiv — jako je interakce transferin-transferinovy receptor [92] ¢i interakce ,,RGD*
peptidi s oyfB3 integriny [93]. Modifikovali jsme castice jak rigidni (nanodiamanty), tak
flexibilnéjsi (polymerni nanocastice), tak i dva typy piivodné biologickych ¢astic — VLP ¢astice
bakteriofagu QB a VLP ¢€astice mySiho poliomaviru. Kovalentni navazani probéhlo jak cestou
konjugace s malou molekulou, tak 1 navdzanim celého HPMA polymeru s jiZ navazanymi
inhibitory. VSechny pfistupy vedly k ¢asticim, které jak in vitro, tak i na bunécnych liniich byly
schopny efektivné vazat GCPIL, pfic¢emz byl pozorovan signifikantni aviditni efekt, vedouci
k vyraznému poklesu inhibi¢ni konstanty, dany tim, Ze na nanocastice bylo navézano vice
molekul inhibitoru.

Klicovym parametrem pro specifitu vazby nanocastic na buiiky bunécénych linii bylo vlastni
bio-nano rozhrani nanocastic. Zatimco HPMA polymerni castice, HPMA pokryté
nanodiamanty a cCastice bakteriofagu QP vykazovaly samy o sob& nizkou interakci

s testovanymi bunéénymi liniemi, tak VLP ¢astice mySiho polyomaviru vykazovaly bez dalSich
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modifikaci pomérné vyraznou nespecifickou interakci. Tato nespecificka vazba je nejspiSe
zpusobena faktem, ze mysi polyomavirus je schopen se diky VP1 kapsidovému proteinu vazat
na gangliosidy na buinikach [94, 95]. Tato nespecifita je vSak odstranitelnd modifikaci
piirozeného bio-nano rozhrani VLP ¢astic navazanim velkého proteinu [96]. V nasem piipadé
byla velmi G¢innd modifikace pomoci PEG-karboxylové kyseliny, kdezto navazani HPMA
polymerti bylo v naSem ptipad¢ vyraznéji méné ucinné, nejspise vzhledem k relativn€ nizkému
mnozstvi navdzanych molekul polymeru a tim i chranénou plochou nanoc¢éstice. Prokazali jsem
tim zna¢nou miru univerzalnosti ciliciho syst¢tmu GCPII inhibitor pro dalSi potencidlni

biomedicinské pouziti.

6. Souhrn

Ve své disertacni praci jsem se v prvni fadé zaméftil na analyzu vhodnych analytickych nastroji
pro studium GCPIL. Zevrubné jsme charakterizovali komeréné dostupné pouzivané
monoklondlni protilatky a soucasné jsme vyvinuli plné syntetickou ndhradu protilatek
zalozenou na HPMA polymeru s navazanymi inhibitory GCPII, kterd v n¢ktery parametrech
vykazovala, napft. ve stabilité, lepsi vlastnosti. Pro in vivo studii fyziologické a patofyziologické
role GCPII jsme zvolili mys jako experimentalni biomodel, tento model jsem charakterizovali
jak na biochemické, tak i expresni Grovni a porovnali s dostupnymi poznatky u ¢loveéka. Nase
vysledky prokazaly dobrou pienositelnost ziskanych poznatkili v oblasti nervového systému.
Data ziskana v urogenitalni oblasti a travicim traktu budou vzhledem k rozdilnému expresnimu
profilu aplikovatelna do humanni biomediciny jen ¢astené. Jako vedlejsi vysledek jsme nové
pozorovali expresi v nadvarleti a slinnych Zlazach. Nasledn& jsme vzhledem k dosavadnim
nesouladiim v literatute [34, 35, 37, 42] vytvotili ve spolupraci se skupinou funkéni genomiky
Dr. Sedlacka (BIOCEV) vlastni mySi GCPII-deficientni model pomoci TALEN (endonukleaz).
Tento model jsme charakterizovali, a kromé pozorovani zvétSenych semennych vacki u
starSich samcil jsme nezaznamenali Zadny dal$i zjevny fenotyp. ZvétSeni semennych vacki
muze souviset s chybé&jici expresi GCPII v nadvarleti, ale nelze ani vyloucit napt. ovlivnéni
vzorci fyzické aktivity zpétné ovliviiujici urogenitalni systém [34, 86]. Pro dikladnéjsi
pochopeni patofyziologie vSak bude jist¢ nutny dalsi vyzkum. Neptitomnost zddného
vyrazného fenotypu, a v souladu s praci [50] vyvracena schopnost §tépit amyloidni peptidy
(AP1-40 a AP142) ukazuje, Ze chybéjici aktivita GCPII v organismu nema Zadné evidentni
negativni dopady. Toto pozorovani je obzvlasté dalezité pro uziti inhibice a cileni GCPII jako

dualezitého ptistupu v terapii a diagnostice neurologickych a onkologickych onemocnéni. Kdyz
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nepfitomnost enzymu nevyvolava zadné vyrazné nezaddouci ucinky, lze predpokladat, ze ani

farmakologické inhibice GCPII nebude vést k signifikantnim nezddoucim ucinkim. Zavérem

jsme, diky vyborné schopnosti nasSich polymernich HPMA ¢&astic vazat GCPII, provedli

rozsahlou analyzu, zda interakce GCPII-inhibitor mutze slouzit jako univerzalni piistup

k specifickému cileni 1é¢iv do nadorovych bunék. Vazba inhibitor-GCPII umoznila specifické

smétfovani jak anorganickych a rigidnich (nanodiamanty), flexibilnich (polymerni ¢astice), tak

i VLP castic, pricemz klicova byla optimalizace bio-nano rozhrani k redukci nespecifické

vazby. Nanocastice s navazanym GCPII inhibitorem tak mohou tvofit novu cestu, jak

specificky dopravovat 1é€¢ivo napt. do nadorovych bun¢k.
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