ABSTRAKT

Zde presentovana doktorska disémnigorace popisuje kinetickou a strukturni charasaer lidskych
glutaméatkarboxypeptidas Il a Ill (GCPIl a GCPIlia pouziti jejich prozenych substrat Tyto
enzymy od&puji C-koncovy glutamat z jejich subsitaProteiny sdileji 67 % sekvemi identitu a
také podobné enzymoveé aktivity.

Tato disertani prace kvantitativ porovnava lidskou GCPII a GCPIII co s€dyjejich schopnosti
hydrolysovat endogenni substratiN-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat (NAAG), folyl-poly-L-
glutamové kyseliny (FolGW a B-citryl-L-glutamat (BCG). Prokazali jsme, Ze hydreh tchto
substral pomoci GCPIII je z&visla natipomnosti kationi kovi, Ze BCG je specificky substrat
GCPIIl, a Ze NAAG a FolGlu jsou specifické substraty GCPIl. R@&n prinaSime nefimé
biochemické dkazy o tom, Ze GCPIII by mohla mit v aktivnim niibeterometalicky klastr. Také
jsme charakterisovali relevanci povrchového vazkbnéista v GCPII, takzvaného aromaticke
skupiny vazajiciho mista (ASVM), pro hydrolysu FhlGsubstrai za pouziti metody cilené
mutagenese basi DNA a enzymoveé kinetiky a ukazatej ze polymorfni varianta GCPII
His475Tyr hydrolysuje substraty FolGlse stejnymi kinetickymi parametry jako divoky typ.

Déle se tato disertai prace se zahuje na strukturni aspekty substratovych specifitPGG
GCPIIl: predkladdme zde krystalové struktury neaktivniho muwt&CPII, Glu424Ala, v komplexu
se svymi substraty FolGly a BCG. FolGly.s komplexy ukazuji jak se ASVM zbytky v GCPII -
Arg463, Arg511 a Trp 541 <¢astni vazby aromatického pteridinového krutahto substrédt Tyto
nalezy jsou dopkny vysglymi kvantow mechanickymi a molekul@vmechanickymi (QM/MM)
vypocty, které ukazuiji, jak se BCG prajgbdobré vaze do aktivniho mista GCPIII a jak by Ca-Zn
heterometalicky klastr v aktivnim mésS&ECPIII mohl vypadat.

Nakonec jsme z#fili kinetiku hydrolysy N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamyl-L-glutamatu (NAAG2)
enzymy GCPIl a GCPIIl. Dale jsme kvantifikovali figvé zastoupeni GCPII a GCPIII v lidskych
tkdnich, a to jak na Grovni mRNA, tak proteiriiinz jsme ukézali nejvySSi expresi GCPIIl ve
varlatech. Spolu s tim je diskutovana mozna ulo8&HBako chelatoru Zeleza. Tato disénigprace
je rovrez doplrena strukturni charakterisaci lipofilnich inhibilorGCPII a objevem mign
specifického inhibitoru GCPIII.



