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Uvod

Serinracemasa (SR) je pyridoxal-5’-fosfat (PLP)-dependentni enzym odpovidajici za produkci D-
serinu. D-serin slouZi jako neuropfenasec, a spolu s L-glutamatem ptisobi jako agonista ionotropnich N-
methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptord. NMDA receptory jsou dalezité pro nervovou signalizaci.
Nedavné studie na mySich s nefunkénim genem pro SR (knock-out mysi) ukazaly, ze SR katalyzuje vznik

ptiblizné 90% veskerého D-serinu v mozku.

SR byla poprvé izolovana ze souboru 60ti krysich mozk, a to v roce 1999. Orthology SR jsou
pritomné jak u savci, tak i u rostlin nebo kvasinek. Savéi serinracemasy vykazuji vysokou sekvenéni
identitu (okolo 90%). Mysi a lidskd SR si jsou navic podobné svymi enzymovymi vlastnostmi, coz

podtrhuje fakt, Ze mySi model je vhodny pro studium lidské SR.

SR se vyskytuje v bunéném cytosolu, a to ve formé dimeru. Monomerni jednotka ma velikost
piiblizné 37kDa. Krom& PLP potiebuje pro plnou aktivitu divalentni ionty, napiiklad Ca*" nebo Mg,
nukleotidy, jako je ATP, a redukéni Cinidla. Savci forma je nejaktivngjsi ve 37 °C a pfi mirné zasaditém
pH. Vedle racemizace SR katalyzuje také B-eliminaci (také dehydrataci, ¢i deaminaci), pti které

preménuje L-serin, a v mensi mife i D-serin, na pyruvat a amoniak.

Pted n€kolika mésici byla poprvé publikovana 3D struktura lidské a krysi SR. Celkova forma i
struktura aktivniho mista pfipominaji strukturu kvasinkové SR nebo ostatnich PLP-enyzmu ze stejné
rodiny (Typ II). PLP-enzymy jsou podle své struktury roz¢lenény do nékolika rodin. SR patii do rodiny II
(Fold type II) také pojmenované podle typického zastupce, serin/treonin dehydratasy. 3D struktura nabizi

cenny vhled do katalytického mechanismu SR.

Dalsi stadium SR je na mist¢ predevsim vzhledem k roli SR v chorobach spojenych s nespravnou
aktivaci NMDA receptort. Ukézalo se, Zze DS pusobi excitotoxicky a pfispiva tak k neurodegenerativnim
chorobam jako je Alzheimerova choroba nebo amyotrofni lateralni skler6za. Naopak snizena hladina DS
je spojovana s n€kterymi symptomy schizofrenie. Studie na SR knock-out mysich ukazala snizené toxické
ucinky amyloidového B-peptidu. Autofi studie tak poprvé nabidli padny argument pro stadium SR jako
cile farmakologického zasahu. Jako potencialni 1éky jsou jiz mnoho let studovany ptimé blokatory NMDA
receptord. Jak se ve veétSing piipadt ale ukazalo, tyto latky maji nezadouci Gcinky, pro které nejsou pro
lécbu pfijatelné. Inhibice SR tak nabizi novou cestu jak regulovat excitotoxické ptisobeni NMDA-

receptort. Inhibitory SR jsou také dtlezité nastroje pro dalsi studium ptisobeni DS a NMDA receptort.



Cile projektu

e Produkce a purifikace rekombina¢ni my$i serinracemasy (mSR).
e Enzymaticka charakterizace SR.

e Zavedeni metody na detekci reakénich produkti.

e Nalezeni G¢innych a specifickych inhibitord SR.

e VyfeSeni 3D struktury SR.



Vysledky

Pfipravili jsme aktivni rekombinantni mSR v E. coli. Purifikovany enzym jsme kineticky
charakterizovali pomoci metody stanoveni na HPLC. Kinetické parametry SR ukazaly, Ze mSR katalyzuje
pfeménu LS na DS (racemizaci) i na pyruvat (B-eliminaci), a pteménu DS na LS, ale ne pfeménu DS na
pyruvat. Zjistili jsme, ze katalyticka ucinnost B-eliminace LS, ktera je povazovana za vedlejsi reakci SR,
je o néco vyssi nez ucinnost racemizace. SR také preménuje jiné substraty s vyssi ucinnosti nez serin,
naptiklad L-serin-O-sulfat, L-threo-3-hydroxyaspartat, nebo L-Cl-B-alanin. VSechny tyto nové substraty
podléhaji B-eliminaci nikoliv racemizaci. Ukazalo se, ze L-threonin je jediny dalsi substrat, ktery je vedle
B-eliminace také racemizovan; L-allo-threonin je pfeménovan na D-threonin a L-threonin na D-allo-
threonin a vice versa. Threonin je B-eliminovan s mnohem vys§i G¢innosti. L-erythro-3-hydroxyaspartat,
dalsi isomer 3-hydroxyaspartatu, je dodnes nejucinnéjsi znamy kompetitivni inhibitor SR. Rizné malé
dikarboxylové kyseliny, jako malonova, dihydroxyfumarova, nebo maleinova, jsou také kompetitivni
inhibitory SR. Nejmensi znamy kompetitivni inhibitor SR je aminokyselina glycin. Pfestoze jeho afinita je
pomérné¢ nizkd, mize se vzhledem ke své velké koncentraci v bunce fyziologicky projevovat jako

inhibitor.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina SR inhibitort jsou v pfirodé se vyskytujici malé molekuly, provedli
jsme méfeni s jejich analogy za G¢elem nalezeni novych inhibitord. Pfi prvnim proméfeni jsme odhalili, Ze
hydroxamové kyseliny uc¢inné inhibuji SR. Detailni studium ukazalo, Ze mechanismus ¢inku je pomérné
komplexni. N¢které z inhibitord kovalentné interagovali s PLP a chovali se nespecificky. Popsali jsme tak
reakci nékterych hydroxamovych kyselin s PLP, a také jsme nasli novy u¢inny kompetitivni inhibitor SR,

B-hydroxamat kyseliny L-asparagové.

Béhem studia inhibice SR se nam podafilo vyvinout méné¢ ¢asové naro¢nou a méné pracnou
metodu detekce DS zalozenou na kapilarni elektroforéze. Postup zahrnoval derivatizaci ptimo v kapilafe
za pouziti ortho-phtaldialdehydu v kombinaci s 2-mercaptoethanolem jako donorem SH skupin. Vysledky

postupu, zalozeném na CE, jsou srovnatelné s vysledky s jinak pouzivanou metodou zalozenou na HPLC.

Provedli jsme mnoho pokusti o ziskani 3D struktury serinracemasy ale tento cil se ndm nepodafilo
splnit. ProtoZze nedavno vysla struktura lidské a krysi SR s inhibitorem malonatem v aktivnim misté,
rozhodli jsme se pomoci dockovacich metod zmapovat vazbu rtiznych inhibitord, v ¢ele s L-erythro-3-

hydroxyaspartatem, a také vazbu komplexu ATP/Mg>". Vysledky jsme shrnuli v souhrnném ¢&lanku



zabyvajicim se inhibici SR, kde také uvadime naSe dosud nepublikované vysledky o inhibici SR citratem a

riznymi analogy malonatu.
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