ABSTRAKT

Proteiny vazajici zinek ptedstavuji pfiblizné desetinu proteomu a vyznamnou c¢ast z nich tvofi
hydrolasy zavislé na zinku. Tato disertani prace se zamétuje na biochemickou a strukturni
charakterizaci glutamatkarboxypeptidasy II (GCPII) a histondeacetylasy 6 (HDACH6), které jsou
Cleny rodiny metalohydrolas zavislych na zinku, a popisuje interakce s jejich pfirozenymi
substraty a inhibitory.

GCPII je homodimerni membranova proteasa, kterda v centralni a periferni nervové soustavé
katalyzuje odStépeni glutamatu z neuropienaSece N-acetyl-aspartyl glutamatu (NAAGQG)
a v tenkém stieve z folati ptijatych v potravé. Tento enzym je spojovan s né€kolika neurologickymi
poruchami a piedstavuje také idedlni cil pro diagnostiku a 1é€bu rakoviny prostaty. Inhibitory
GCPII obvykle nesou skupinu vazajici zinek a dale obsahuji funkéni skupinu specificky
rozpoznavanou v S1° misté enzymu (tvofenou glutamatovym zbytkem nebo jeho isosterem). Tyto
slou€eniny jsou ptirozené hydrofilni molekuly, coz brani jejich priniku pfes hematoencefalickou
bariéru a znemoziuje inhibici GCPII v centralni nervové soustavé. V této disertacni praci
pfedstavujeme rtzné strategie zaméfené na zaménu tradicniho P1° glutamatového zbytku
nevétvenymi neproteinogennimi aminokyselinami a bioisostery glutamatu. Dale pak sledujeme
vliv zavedeni aminohexanového linkeru na afinitu a biologické vlastnosti inhibitori na bazi
fosforamidati. Analyza krystalovych struktur komplexti GCPII s témito novymi inhibitory
odhalila dosud nepopsanou flexibilitu S1° mista, kterd umoziuje proteinu GCPII vazat objemné
zbytky. Identifikovali jsme nové inhibitory se zvySenou lipofilicitou, které i kdyZ nejsou silnymi
inhibitory, mohou sloZit jako prekursory pro nasledni racionalni navrh novych lé€iv.

Acetylace lysinu 40 v a-tubulinu chrani mikrotubuly pfed nésledky mechanického starnuti a hraje
i roli v pohybu bun¢k, vétveni axond a rdstu a udrzovani vybézki neuronti. HDAC6 je hlavni
deacetylasou tubulinu a jeho vyznam jakoZto moZného «cile pro 1écbu rakoviny
a neurodegenerativnich onemocnéni stale roste. Tim padem vzrista i potfeba hlubsiho pochopeni
jeho interakce s tubulinovym substratem. V této praci ukazujeme, ze HDACG6 deacetyluje dimery
tubulinu 1500 krat vysSi rychlosti neZ mikrotubuly. NaSe data naznacuji, Ze s vyjimkou
aminokyselin na pozicich Py a P.; pfispivaji aminokyseliny obklopujici Lys40 k rozpoznavani
substratu minimalné, a ze ucinna deacetylace vyzaduje komplexni interakce s tubulinovym

dimerem.



