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Abstrakt

Rodina lidskych peptidovych hormonti podobnych insulinu zahrnuje insulin, insulinu podobné riis-
tové faktory 1 a 2 (IGF-1 a 2), relaxiny 1-3 a polypeptidy INSL3-6. Tyto polypeptidové hormony sdileji
podobné 3D struktury se zachovanim podobného motivu rozlozeni disulfidovych mistkd, a i vice ¢i
mensi podobnost primarni sekvence. Pfedpoklada se, Ze se tyto hormony mohly vyvinout ze stejného
hypotetického evolu¢niho prekurzoru pravdépodobné jiz pted vznikem obratlovcil. Tyto hormony vy-
kazuji rozdilné funkce od regulace vstupu gluk6zy do bunék a regulace bazalni energetické rovnovahy
organismu, pies vyvoj plodu, rist a hojeni organismu az po dilezité funkce v reprodukci organismd.
Mimo to mohou byt tyto peptidy i zapojeny do vyvoje onemocnéni jako je diabetes mellitus, poruchy
rustu ale i rakovina. Mimetika jsou latky napodobujici strukturu ptirozenych molekul a agonizujici ¢i
antagonizujici jejich biologické efekty. Jejich hlavni vyhodou proti pfirozenym hormontim muze byt
jejich vétsi metabolicka stalost, levngjsi vyroba, snazsi zplsob podani do organismu, ale i pozménéna
biologicka aktivita. Mimetika hormont se mohou proto uplatnit pfi 16cbé fady onemocnéni. V této re-
Ser$ni praci se zaméefime na znama mimetika hormont rodiny insulinu, syntetické a strukturni strategie

pouzivané pii jejich pripravé a znamé aplikace téchto latek.

Kli¢ova slova: Mimetika insulinu, polypeptidy, peptidové hormony, rodina insulinovych hormont,

peptidomimetika.

The family of human insulin-like peptide hormones includes insulin, insulin-like growth factors 1
and 2 (IGF-1 and 2), relaxins 1-3, and INSL3-6 polypeptides. These polypeptide hormones share similar
3D structures while retaining a similar disulfide bridge pattern and lower or higher primary sequence
similarity. It is supposed that these hormones may have evolved from the same hypothetical evolutionary
precursor probably already before evolution of vertebrates. These hormones have different functions
from regulating glucose entry into cells and regulating the body's basal energy balance, through fetal
development, growth and healing of the organism to important functions in reproduction of organisms.
In addition, these peptides may be involved in the development of diseases such as diabetes mellitus,
growth disorders but also cancer. Mimetics are compounds that mimic the structure of natural molecules
and agonize or antagonize their biological effects. Their main advantage over natural peptide hormones
may be in their greater metabolic stability, cheaper production or easier route of administration to the
body, but also in altered biological activity. Hormone mimetics can therefore be used for treatment of
many diseases. In this review we will focus on the known mimetics of the insulin family of hormones,
synthetic and structural strategies used in their preparation and the known applications of these sub-

stances.

Keywords: Insulin mimetics, polypeptides, peptide hormones, insulin hormone family, pep-

tidomimetics.
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1 Uvod

Tato bakalaiska prace mé za cil shrnout dosavadni poznatky v oblasti vyzkumu mimetik insulinu a
insulinu podobnych hormonti. Zabyva se vyvojem mimetik t€chto hormont a jejich aplikacemi v dal$im
vyzkumu nebo klinické praxi. Peptidomimetika hormonti jsou latky, které svou strukturou vice ¢i méné
napodobuji struktury nativnich hormonti, od kterych jsou odvozeny a stale si zachovavaji biologickou
aktivitu. Maji vSak odlisné chemické vlastnosti, ¢ehoz lze spravnym zplisobem vyuzit k naptiklad veétsi
stabilit¢ v organismu, ¢i zptisobu podani. Pti vyvoji mimetik je velkou vyhodou znat molekularni a
strukturné biologické informace o molekulach ¢i jejich receptorech, a ty proto také budou popsany v této
praci.

Peptidomimetika insulinovych hormonti mohou slouzit jednak ke studiu fyziologického pilisobeni
puvodnich hormoni a poskytnout poznatky o molekuladrnich mechanismech metabolickych ¢i ristovych
poruch souvisejici s chorobami jako jsou cukrovka ¢i nemoci spojené s nedostatkem ¢i prebytkem ris-

tovych hormont, ale mohou dale i poskytnout redlné moznosti, jakym zplisobem se s témito problémy

e v
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ktera i v dobé¢ rapidniho ristu védeckého poznani stale vice negativné ovlivituje zivotni styl nemalého
poctu lidi. Celosvétove je prevalence cukrovky asi 5-10 % populace, i kdyz toto Cislo se 1isi v zavislosti
na misté. Pokud zanedbame zménu zivotniho stylu, ktera miize byt u¢inna v pocatcich onemocnéni u
pacienti trpicich diabetem typu 2, je ve vétSing piipad tieba pacienty intenzivné léCit po zbytek zivota
a pro mnoho z nich (asi 20-30%) je podani insulinu (s.c.) zasadné dtlezité. Tyto metody 1écby vsak pro
celozivotni pacienty stale nejsou prijemné, a proto je vyzkum lécby diabetu stale povazovan jako dile-
zity s hlavnim cilem zlepsit pacientm kvalitu Zivota.

Oblast mimetik peptidovych hormont z rodiny insulinu jsem se rozhodl probadat z diivodu aktudl-
nosti tématu 1€cby metabolickych a ristovych onemocnéni a osobni védecké motivace beéhem plsobeni

v Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd CR.



2 Rodina insulinovych hormonu

2.1 Obecna charakteristika insulinové rodiny

Proteiny z rodiny insulinu jsou evolu¢né ptibuzné polypeptidy, sdilejici podobnou 3D strukturu,
které vSak maji odlisné funkce (1, 2). Do rodiny insulinu u ¢lovéka fadime hormony insulin, insulinu
podobné rustové faktory 1 a 2 (IGF-1 a IGF-2), relaxiny 1-3 a insulinu podobné peptidy 3-6 (INSL 3-
6). O jednotlivych peptidech bude kratce pojednano v dalSich kapitolach.

Spolec¢né evoluéni minulost hormont insulinové rodiny byla popsana napt. ve studii, ktera ukazuje
na pritomnost molekuly homologni lidskym molekuldm insulinové peptidové rodiny u Locusty migra-
toria (sarancete st€hovavého) (3). Jako dalsi priklad pribuznosti je mozné uvést molekuly biologicky
prirovnatelné k lidskému insulinu jiz u protozoi ¢i fungi. Smés molekul extrahovanych z Tetrahymeny
m¢éla velmi podobné biologické U¢inky prase¢imu insulinu. Navic bylo mozné material extrahovany
z téchto organismul neutralizovat protilatkami proti sav€imu insulinu. Toto muZe byt jeden z dikazi, ze
prvni molekuly funkéné podobné inzulinu pochazi evolu¢né jiz z jednobunéénych eukaryotickych or-
ganismu (4). Tyto poznatky a fada dalSich studii mohou nastolovat hypotézu, Ze jednotlivé insulinové
peptidy pochazeji ze spolecného evoluéniho piedka.

Homologie jednotlivych peptidi z rodiny insulinu se zpravidla lisi v zavislosti na délce evolué¢ni di-
vergence. Zaroven lze tvrdit, Ze nékteré peptidy maji blizsi primarni strukturu a jiné méné (Obrazek 1).
Prikladem je asi 45% homologie lidského insulinu a IGF-1 nebo asi 50% homologie lidskych IGF-1 a
IGF-2 (2, 5). Opakem je relaxin-1, ktery ma sekvencni homologii s insulinem a IGF vyrazné nizsi (2,
6). Nekteré Casti primarni struktury vSech insulinovych hormonil jsou vSak velmi konzervované at’ uz
jde o rozlozeni cysteint, ¢i glyciny nebo argininy v B fetézcich (2).

Diky metodam strukturni biologie jiz byla fada z téchto peptidt detailn¢ probadana a jsou znamy 3D
struktury jednotlivych hormoni. Piikladem jsou vyfeSené krystalové a NMR struktury insulinu (7, 8),
IGF-1 (9, 10), IGF-2 (11) ¢i relaxinu-2 (12). Tyto znalosti Ize vyuzit k modelovani chovani proteini
v roztocich, ale hlavng pro studium interakce hormoni s jejich receptory.

Navzdory fad€ podobnosti at’ v primarni ¢i vysSich strukturach peptida, jsou ale i vyrazné odlisnosti
v rozdilnych metabolickych funkcich nebo riizné expresi béhem ontogeneze nebo v ramci taxont (13—
17). Dale jsou velmi rozdilné signalni kaskady vnitrobunéénych proteinti aktivovanych prislusnymi re-
ceptory po vazbé hormoni. Pfiklady jsou insulinem a IGF-1 stimulované membranové receptory s ty-
rosin kinazovou intracelularni doménou (RTK) (18, 19) ¢i relaxinem-1 stimulovany receptor sprazeny

s G proteinem (20).
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Obr. 1: Porovnani primarnich sekvenci (horni ¢ast) a 3D struktur (spodni ¢ast) lidského insulinu
(1IMSO.pdb), IGF-1 (1GZR.pdb) a IGF-2 (1IGL.pdb). Modrte, ¢ervené ¢i oranzové obarvené helikalni
struktury ve spodni €asti obrdzku jsou tvoieny stejné zabarvenymi aminokyselinami v horni ¢asti ob-
razku. Zluté jsou vyznaceny disulfidické mastky. Pievzato z (21).

2.2 Insulin

Insulin je proteinovy hormon tvofeny 51 aminokyselinami (22, 23). Vznika jako preproinsulin, ktery
je v B-bunkach Langerhansovych ostrivkl diky signalni sekvenci kotranslacné translokovan do endo-
plasmatického retikula a ndsledné je z né€j odstépena signalni sekvence. Vznikly proinsulin je v Golgiho
cisternach pfeménén na insulin vystépenim C peptidu (24-27). Vznikaji tedy dva inzulinové fetézce (A
s 21 aminokyselinami a B s 30 aminokyselinami) (Obr. 1) (28). Oba tyto fetézce jsou propojeny dvéma
disulfidickymi mustky (A7-B7 a A20-B19) a fetézec A obsahuje jen disulfidicky mustek (A6-A11) (23).

Z hlediska sekundarni struktury je lidsky insulin tvofen tfemi alfa helixy (A1-AS8, A12-A18 a B9-
B19) dvéma ohyby (A9-A11 a B20-B22) a jednou beta-strukturou (B23-B27) (7). U praseciho insulinu
byla pomoci krystalografie zjisténa i kvartérni struktura, ktera se mize vyskytovat v hexamerech. Nej-
prve jednotlivé protomery vytvoii dimery a poté se dimery v piitomnosti dvou molekul Zn*" a diky

jejich chelataci histidiny v polohach B10 seskupi v hexamer (8, 29).

2.2.1 Insulinovy receptor

Samotny receptor je transmembranovy glykoprotein tvofeny dvéma podjednotkami alfa, které jsou
zcela extracelularni a dvéma podjednotkami beta, které jsou z ¢asti extracelularni, transmembranové a
z Casti 1 intracelularni. Receptor vytvari (alfa-beta)2 ternarni strukturu sestavajici se z dvou alfa-beta
hetorodimeru spojenych disulfidickymi mustky. Receptor je tedy vlastn€ dimer dvou dimert (Obrazky
2A a 2B), které jsou spojeny disulfidickymi mustky (30). Alfa podjednotka tvofena péti doménami (L1,
CR, L2, FnllI-1, FnlII-2 a ID) (30) je extracelularni a je zodpovédna za vlastni vazbu insulinu (31). Beta



podjednotka, zprostfedkovavajici pienos signalu do bunky, se sestava z domén ID, Fnlll-2, FnllI-3,
transmembranové a juxtamembranové Casti a uvniti buiiky i intraceluldrni tyrosin kinazové domény
s fosforylacni aktivitou (32, 33). U receptoru insulinu (IR) jsou u ¢lovéka rozliSeny 2 izoformy vznika-
jici alternativnim sestfihem mRNA pro IR (34). IR-A izoforma se ve velké mife exprimuje napiiklad
v pticn€ pruhovaném kosternim svalu, tukové tkani, lymfatické tkdni, v mozku a embryu, kdezto IR-B
izoforma v jaternich buiikach a v tukové a svalové tkani (35-37). Ob¢ isoformy se lisi pouze tim, ze IR-
B na rozdil od IR-A obsahuje 12 aminokyselin tzv. alfa CT-segmentu na C-konci alfa podjednotky (Ob-
razek 2A), ktera se nachdzi pravé v misté vazby insulinu na receptor (Obrazek 2C) a to ma za nésledek
rozdilnou vazebnou afinitu pro oba IGF a implikace pro dalsi funkéni vlastnosti, kterych mtze byt vy-

uzito pti designu novych 1éCiv selektivnich prave pro jednotlivé isoformy (38, 39).
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Obr. 2: Receptor insulinu a vazba insulinu na receptor. A. Schématické zobrazeni doménové struktury
receptoru insulinu. Cervené je vyznadeny tzv. alfa-CT segment (CT), tj. sekvence 12 aminokyselin na
C-konci alfa-podjednotky, které se vyskytuji jen u isoformy receptoru IR-B. B. Zjednodusené zobrazeni
kvarterni struktury receptoru insulinu, kdy je jeden alfa-beta dimer (ve tvaru obraceného V) ptelozen
ptes druhy. Jeden alfa-beta dimer je zobrazen pomoci peptidového fetézce a druhy jako elektronova
hustota. Intracelularni ¢ast receptoru neni zobrazena. Misto vazby insulinu na receptor je vyznaceno
Sipkou. Upraveno podle (40). C. Detail vazby insulinu na receptor. Insulin (Ins) je ¢erveny a lezi na L1
doméng, ktera je zobrazena Sedé¢. Insulin déle interaguje s Fnlll-1 doménou (zelend) a alfa CT segmen-
tem, ktery je fialovy. Upraveno podle (41).

Vazba insulinu na receptor insulinu a jeho aktivace insulinem byla po desetileti pfedmétem intenziv-
niho badani at’ uz za pomoci specifickych analogli insulinu ¢i mutantli receptoru a stale jesté neni zcela
do detailu prozkoumana (31, 42). Diky velkému pokroku v ur€eni struktur komplexu insulinu s recep-
torem v poslednich letech je k dispozici pomérné detailni obraz jak se insulin na receptor vaze (Obr. 2C)
(31,41, 43-45). Vazba je zprostredkovana interakci L1 domény a tzv. alfa-CT-segmentem insulinového
receptoru s nékterymi aminokyselinovymi zbytky v B fetézci inzulinu, zejména B9-B19. Dilezita je
zaroven zména konformace ¢asti B fetézce insulinu (B22-B30) béhem vazby na vazebné misto v recep-

toru. C-konec A fetézce inzulinu je téZ klicovy pro interakci s aminokyselinami receptoru His710,



Phe714 a Asn711. Dilezita je i interakce N-konce fetézce A s alfa-CT-segmentem a Fnlll-1 doménou
receptoru (31).

Receptor pro IGF-1 (IGF-1R) je IR velmi podobny, ale obsahuje jen jednu, tu kratsi, formu alfa-CT
segmentu (46). Pro uplnost tieba dodat, ze v pfirode existuji i tzv. hybridni receptory tvotené alfa-beta
parem jednoho receptoru (napi. IR-A) a jinym alfa-beta parem z jiného receptoru (napt. IGF-1R). Re-
ceptory pro insulin, IGF-1 i jejich hybridy se li$i riznou vazebnou afinitou pro insulin a oba IGF a i

tkaniovym zastoupenim, coz oboji urcuje fyziologické funkce receptorti (Obr. 3) (38, 47-50).

IR-A IR-B IR-A/ IGF-1R IGF-1R/ IGF-1R/

Metabolické efekty Mitogenni efekty

Obr. 3: Obrazek ukazuje vazebné afinity hormoni inzulinu, IGF-1, IGF-2 na izoformy a hybridy inzu-
linovych a IGF-1 receptorti. PIna Sipka od hormont k receptoriim znaci vysokou vazebnou afinitu, za-
timco prerusovana nizkou vazebnou afinitu. Sipky dolti sméfuji na vysledny efekt, ktery aktivace pii-
slusného receptoru nakonec vykona. Jak je patrno, hybridy s alespoii polovinou receptoru IGF-1R maji
prevazné mitogenni ptsobeni, kdezto hybridy inzulinového receptoru spiSe metabolické. Prevzato a
upraveno z (51). Zjednodusené¢ se da shrnout, Ze insulin se vaZe na IR se subnanomolarni afinitou a
stejné tak IGF-1 na IGF-1R. IGF-2 se na oba receptory vaze asi 10x slabéji. Insulin se vaze na IGF-1R
a IGF-1 na IR asi 1000x slabg&ji. Detaily jsou uvedeny v review Jiracka a Zakové (52).

Interakce inzulinu s IR ma za nasledek konformaé¢ni zménu v receptoru, ktera vede k vzajemné au-
tofosforylaci obou tyrosin kinasovych domen intracelularni ¢asti beta-podjednotek receptoru (18), dale
k fosforylaci intracelularnich proteint, napt. IRS-1, a tim k spusténi signaliza¢ni kaskady zahrnujici
adaptérové proteiny a signaliza¢ni drahy jako AKT-PKB draha a Ras draha. To vSe vyusti pfesunem
vacku s GLUT4 pienaseCem do membrany bun¢k, coz ma za nasledek vstup glukozy do bunék tukové
a svalové tkan¢ a syntézu glykogenu. Signal zaroven vede az do jadra bunky, kde dochazi k aktivaci

specifickych traskripénich faktord a expresi specifickych proteind (53-59).

2.3 IGF-1 a IGF-2

Na rozdil od ostatnich hormonti z rodiny inzulinu jsou IGF1 a IGF-2 jednofetézcové a jsou tvoreny

doménami B, C, A a D (Obrazek 1) (9, 11).



IGF-1 a IGF-2 jsou dulezité z hlediska velké tfady fyziologickych ¢inkii v organismu pocinaje bu-
néénym ristem, diferenciaci bunek a konc¢e bunénou migraci nebo adipogenezi (60—63). Jak IGF-1 tak
IGF-2 jsou spojeny s embryonalnim vyvojem, ale maji i dlezité funkce v dospélosti spocivajici v sti-
mulaci proliferace a diferenciace bunck tkdni (64, 65). V dospélosti hladina IGF-1 do zna¢né miry klesa,
zatimco hladina IGF-2 zlistava asi 3x vyssi nez hladina IGF-1. Okolo funkce IGF-2 stdle panuje mnoho
otazek a v posledni dob¢ se zda jisté, ze hraje diilezitou roli v mozku zejména pii uchovavani paméti
(66). V metabolismu IGF-1 a IGF-2 hraji dtlezitou roli IGFBP (IGF vazebné proteiny) ovliviiujici do-
stupnost IGF-1 a IGF-2 k receptorim. Vyskytuji se nejcastéji v bunéénych membranach ¢i volné v
plasmé a blokuji svou vazbou funkci hormont, coz je dilezité pro sprdvné nacasovani jejich ptisobeni
(67). Patologie spojené s hladinou IGF- a -2 souvisi naptiklad s rakovinou, akromegalii, nebo nanismem

(68-71).

2.3.1 Aktivace receptori hormony IGF-1 a IGF-2

Pti diskuzi o hormonech insulinu, IGF-1 a IGF-2 se ¢asto hovoti jako o komplexnim systému jelikoz
tyto hormony se vdzou se znatelnou vazebnou afinitou k receptorim (IR, IGF-1R a hybridiim téchto
receptortt) (52), ¢imz se jejich funkce v organismu mohou piekryvat (Obr. 3) (38, 72—74). Oba tyrosin-
kinazové receptory IR a IGF-1R jsou si velmi podobné z hlediska podjednotek a méji i zna¢nou homo-
logii primarni struktury (75, 76) a spousti i podobné signalni drahy (PI3/PKB i MAP-kinazovou) (46,
77) ovsem s dilezitymi rozdily v intenzité aktivace jejich jednotlivych komponent, coz ma za nasledek
rozdilné fyziologické ptisobeni hormonti (78, 79).

IGF-2 se vaze rovnéz na receptor IGF-2R, ktery je odlisny od pfedchozich zminénych tyrosin kina-
zovych receptort svoji strukturou a schopnosti vazat mannozu-6-fosfat. Za jeho hlavni funkci se pova-
zuje redukce hladiny IGF-2 v cirkulaci jeho transportem pro degradaci v lysozomech (80—82). V po-
slednich letech se ovSem objevily studie poukazujici na velmi dulezité role IGF-2R v mozku (83).

Vazba IGF-1 a IGF-2 na IGF-1R je velmi podobna vazbé¢ insulinu na IR a byla podrobné zmapovana
az nedavno (84—86).

2.4 Relaxiny a INSL peptidy

Relaxiny 1-3 a insulinu podobné peptidy 3-6 (INSL3-6) tvoti podskupinu rodiny inzulinovych pep-
tid. Rozdé€leni relaxini a insulinu podobnych peptidi do dvou skupin podle nazvu je ustanoveno spise
z diivodi historickych poznatki misto funk¢énich divodit, a proto o nich budu psat v jedné spole¢né
podkapitole (naptiklad v nékteré literatufe se mluvi o relaxinu 3 jako o INSL7). Nejvice prozkoumany
a mozna nejdilezitejsi ¢i nejzajimavejsi z hlediska fyziologie jsou relaxiny 2 a 3 a INSL3 a 5. Nevénuji
se tedy peptidim relaxinu 1 a INSL4 a 6, které jsou evolu¢né novéjsi, jejich fyziologicky vyznam neni

dostatecné probadan a nemaji znamy ptislusné receptory (87—89).



Peptidy z této podskupiny se vyskytuji u fady obratlovcl a vznikly z jednoho spolecného predka
mozna spolecného s insulinem a obéma IGF (90). Primarni sekvence téchto hormont jsou ukazany na
Obrazku 4. Mimo tady konzervovanych sekvencnich homologii se u vSech relaxint vyskytuje tzv. va-
zebny motiv relaxinu, ktery je tvofen postrannimi fetézciim argininti v pozicich B13 a B17 a postrannimi
fetézci isoleucinu ¢i valinu v B20 (91).

Sekundarni struktura peptidu je tvofena A a B fetézci spojenymi disulfidickymi miistky cysteint ve
stejnych pozicich jako u inzulinu (92). Relaxiny a INSL vznikaji jako preprohormony a jejich C peptid
je vystépen podobné jako u insulinu (87, 93-95).

Relaxiny se vyznacuji funkcemi v organismu tykajicimi se rozmnoZzovaciho, nervového systému c¢i
kardiovaskularniho systému. Asi nejdtlezitéjsi funkce spadaji do kategorie rozmnoZzovaci, a to zejména
u zenského reprodukéniho cyklu. Podili se na strukturalnich zménach v déloze, udrzeni normalniho té-
hotenstvi a vyznamné pomahaji pti porodu (96-99). Role INSL v organismu souvisi primarné se sprav-
nym vyvojem rozmnozovaciho ustroji, ale mohou mit vliv sekreci insulinu a pifijem potravy ¢i vznik

osteopordzy (100-105).

retézce A

a1 a21
Insulin GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
Relaxin-1 RPYVALFEKCCLIGCTKRSLAKYC
Relaxin-2 ZLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
Relaxin-3 DVLAGLSSSCCKWGCSKSEISSLC
INSL3 AAATNPARYCCLSGCTQQODLLTLCPY
INSL4 RSGRHRFDPFCCEVICDDGTSVEKLC
INSL5 QDLQTLCCTDGCSMTDLSALC
INSL6 GYSEKCCLTGCTKEELSIAC
retézce B

Bl B30
Insulin FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
Relaxin-1 KWKDDVIKLCGRELVRAQTIATCGMSTWS
Relaxin-2 DSWMEEVIKLCGRELVRAQTIATCGMSTWS
Relaxin-3 RAAPYGVRLCGREFIRAVIFTCGGRW
INSL3 PTPEMREKLCGHHFVRALVRVCGGPRVSTEA
INSL4 ZSLAAELRGCGPRFGKHLLSYCPMPEKTFTTTP
INSL5 SKESVRLCEGLEYIRTVIYICASSRW
INSL6 SDISSARKLCGRYLVKEIEKLCGHANWSFR

Obr. 4: Primarni sekvence relaxini 1-3 a INSL3-6 a jejich srovnani se sekvenci insulinu. Zluté jsou
podbarveny invariantni cysteiny a zelen¢ invariantni glycin v fetézci B podilejici se na tvorbé 3D struk-
tury hormont. Sekvence byly pfevzaty z databaze Uniprot.

2.4.1 Receptory relaxinové a INSL rodiny

Utinek téchto peptidi je zprostiedkovan vazbou na receptory, které nejsou tyrosin kindzového typu,
ale patfi do skupiny tzv. ,,G protein-coupled receptors* (GPCR) (91). Mezi nejdulezitéjsi receptory této
rodiny patii RXFP1-4. Obecné se podle terciarni struktury RXFP receptory rozlisuji na dvé skupiny,
RXFP1-2 a RXFP3-4 (106). Zatimco RXFP1 a 2 jsou transmembranové proteiny sedmkrat prochazejici

membranou a zaroven obsahujici velkou extracelularni lipoproteinovou doménou na které je ,,leucin-



rich® motiv obsahujici fadu leucinti za sebou. RXFP3 a 4 tézZ sedmkrat prochazeji membranou, ale lipo-
proteinovou doménu nemaji, jsou mensi a s prvni skupinou receptorii maji malo homolognich tsek
(20, 88, 107-110). Aktivace RXFP1 a 2 zplisobuje primarne zvyseni hladiny cAMP nebo oxidu dusna-
tého v burice, zatimco aktivace RXFP3 a 4 snizuje hladinu cAMP a aktivuje MAP kinazové kaskady
(111-116).

Kli¢ové oblasti hormont pro interakci s receptory jsou zejména aminokyselinova rezidua na B fe-
tézci tvofena motivem vazajicim relaxin a didlezité jsou i postranni fetézce nékterych arginind a feny-
lalanint v B fetézci. Pfestoze na A fetézci neni tolik aminokyselin zajist'ujicich vazbu a aktivaci recep-
toru, jejich pfitomnost muze ovliviiovat spravné sbaleni proteinu a selektivitu (91, 117-122). Interakce
jednotlivych peptidil s receptory se miize ve skupiné piekryvat jako je tomu v ptipad¢€ relaxinu-3, ktery
muze aktivovat vice receptorti. INSL3 naproti tomu exkluzivné interaguje pouze se svym RXFP2 re-
ceptorem (Obr.5) (89, 123). Na tuto promiskuitu je potfeba dbat pii designu peptidomimetik, kdy jsou

vysoce selektivni latky zakladnim cilem hlavné z divodu zamezeni vedlej$im efekttim.

INSL5 e RXFP4

Relaxin-3 €= RXFP3
~

Predek
Relaxinu-3

Obr. 5: Zjednodusené schéma shrnujici soucasné znalosti o vazbé relaxinu a INSL peptidd na jejich
receptory. Hlavni vazby hormonil jsou vyznaceny plnymi ¢arami, zatimco vedlejsi, avSak stale farma-
kologicky dilezité vazby jsou vyznaceny pieruSovanymi Carami. Pfevzato a upraveno z (89).

3 Mimetika peptidi

3.1 Charakteristika peptidomimetik

,Peptidomimetika jsou latky, které maji za ucel napodobovat (mimikovat) nebo blokovat biologické
ucinky peptidi, a to na Grovni interakce s jejich receptory. Peptidomimetika ptivodni peptidy strukturné
¢i funkéné napodobuji, ale zaroven jsou nékterymi svymi vlastnostmi odlisna“(124). Takovéto latky
mohou nahradit naptiklad 1é¢iva bilkovinné ¢i peptidové povahy, kterd mohou byt nachylna viici prote-
olyze ¢i jiné degradaci. Zaroven peptidomimetika mohou byt mensi nez ptivodni peptid ¢i mit takové
vlastnosti, které umozni byt 1épe a jinou cestou vstiebany do téla ¢i v ném piisobit (125-129). Naptiklad
nekteré peroralné poddvané latky agonizujici ucinek insulinu se mohou podilet na prevenci obezity
(130).

Peptidomimetika obvykle maji podobnou sekundarni strukturu podobnou jako plvodni peptid,

nicméng¢ jejich chemicky charakter je odlisny. Vysledny biologicky efekt takového mimetika je v zasade



bud’ stejny jako u nativniho peptidu (agonistické ucinky), v opacném piipadé zptisobuje inhibujici efekt

(antagonistické uc€inky) (125).

3.2 Zakladni typy peptidomimetik

Peptidomimetika mohou byt rozdélena do nékolika skupin v zavislosti na struktufe nebo funkci. Typ
1, strukturni mimetika, sdili s pivodnim peptidem strukturu a v zasadg jsou si velmi podobné. Obsahuji
funk¢ni skupiny stejné jako v nativni peptidu a maji klasicky peptidovy tetézec. Typ 2, funkéni mime-
tika, jiz nemaji peptidovy fetézec a do jisté miry si s pivodnim peptidem ani nejsou tak podobné struk-
turou, dilezité je vSak spravna interakce s kyzenym receptorem nativniho peptidu. Typ 3, funkcné struk-
turni mimetika obvykle obsahuji nepeptidovou kostru (,,scaffold), ktera vSak umoziuje navazané
funk¢ni skupiny nativniho peptidu na ,,scaffoldu® spravné orientovat a umoznit biologickou funk¢nost.

Obréazek 6 ilustruje vyvoj mimetika typu 3 na zaklad¢ struktury hormonu TRH.

TRH
Farmakofor
N
&
HN
27H
o] N72 f 1 CONHz
VH H
7

Obr. 6: Obrazek popisuje vyvoj peptidomimetika typu 3, funkéné-strukturniho. Vlevo nahoie je hormon
uvolnujici tyreotropin (TRH), u kterého byly identifikovany kli¢ové ,,farmakofory* (motivy ¢i struktury
zodpovédné za funkci molekuly), a z né€jz bylo vytvotreno peptidomimetikum na bazi cyklohexanového
»scaffoldu®. Prevzato a upraveno z (131).

Ptedchozi odstavec popisoval peptidomimetika velmi obecné, dale vSak budu popisovat nekteré spe-

cifi¢téjsi moznosti, jak peptidomimetika navrhnout.

3.2.1 Specialni aminokyseliny

Zaména nekterych aminokyselin v pivodnim peptidu neptfirozenymi aminokyselinami mtize byt prv-
nim krokem k pfeméné nativniho peptidu v peptidomimetikum. Neptirozené aminokyseliny mohou re-
dukovat pocet izomert, nebo jej naopak zvysit, mohou ovlivnit flexibilitu a konformacni moznosti pep-
tidu a odolnost vici degradaci enzymy.

Prvnim ze zastupct nepfirozenych aminokyselin vyuzitelnych pfi designu peptidomimetik jsou beta

aminokyseliny. Hlavni rozdil mezi alfa a beta aminokyselinou je pfitomnost aminové funkéni skupiny



nikoli na alfa uhliku, ale na beta uhliku. Dilezitost vSak lezi spiSe ve stereochemii (Obr. 7). Beta ami-
nokyseliny (B-aminokyseliny) mohou tvofit vice izomerl a maji tedy vetsi strukturni variabilitu (132).
Dalsi vyhoda beta aminokyselin tkvi ve vétsi odolnosti viic¢i protedzam(133—135). Jako ptiklad 1ze uvést
analogy angiotensinu I, oxytocinu ¢i RGD peptida (133, 136, 137). Analog angiotensinu II zptisoboval

az o 50% kvalitativné vyssi efekt a ktery také trval o 2-3 hodiny déle neZ efekt ptivodniho hormonu.

C2-B-aminokyseliny C3-B-aminokyseliny
H
HaN : \i (C2) Ha._3 HMNE
T CoH HN 5 C05H H it \I'/\COzH T COH
LN
H mCOgH R R
p
. HO C3)
eq: J-C2 Tyr \@\ (C3) o -C3 Val  HoN .
2H
H-’-N“/:““CDEH

Obr. 7: Uprostied obrazku ve ¢tverci je znazornéna obecna B-aminokyselina. Po stranach vlevo a vpravo
jsou vidét 2 enantiomery se stereogennimi centry na C2 popt. C3 uhliku. Vpravo a vlevo dole jsou vidét
konkrétni f-aminokyseliny-vlevo B-C2 tyrosin, vpravo p-C3 valin. Pievzato z (132).

Nelze nezminit i D-alfa-aminokyseliny, které jsou chemicky totozné jako v piirodé vice se vyskytu-
jici L-alfa-aminokyseliny, avSak staceji rovinu polarizovaného svétla na opac¢nou stranu (138). I D-ami-
nokyseliny maji zvySenou biostabilitu pti zachovani velmi podobné chemické povahy (139). Zajimavé
je tfeba vyuziti D-aminokyselin v 1é€bé onemocnéni mozku vzhledem k potencialu lepsi transcytoze
v oblasti hematoencefalické bariéry (140). V neposledni fadé je moznost za pomoci D-aminokyselin
ovlivnit i jiz zminénou selektivitu viéi receptorim (141).

Obecné modifikované aminokyseliny jsou dal$i moznosti, jak tvortit peptidomimetika. Jejich vyho-
dou muize byt opét vétsi rezistence vici proteazam, zvyseni rigidity polypeptidu, zména polarity anebo
navozeni urcitych konformaci a zamezeni jinym (142). Jako ptiklad modifikovanych aminokyselin zde

mohu uvést naptiklad C-alfa alkylované aminokyseliny nebo aminokyseliny se zacyklenym C alfa a

; ; X

dusikem aminoskupiny (Obrazek 8).

H2N COzH H2N COzH H2N COZH H2N COzH
C-alfa alkylované aminokyseliny alfa-amino iso-butanova kyselina
gk HO,
[O=com  § ymcom [ y=com | d=cou
N N N o” N
H H H H
prolin mimetika prolinu

Obr. 8: Priklady achiralnich C-alfa cyklizovanych aminokyselin (vlevo) a ptiklad C-alfa alkylované
aminokyseliny, alfa-amino iso-butanové kyseliny (Aib). Ptiklady chriralnich mimetik prolinu (dole).
Ptevzato a upraveno z (143).

10



C-alfa alkylované aminokyseliny (Obrazek 8) maji mimo jiné vyhody i zvlastni vlastnosti tykajici se
moznych zaujimanych konformaci. Alkylovéni alfa uhliku redukuje moZznost konformacni volnosti di-
hedralnich uhli fi a psi (144—-148). Postranni fetézec prolinu napf. zptisobuje omezenou konformacéni
volnost oproti glycinu, ktery ma spise flexibilnéjsi roli (144, 149). Podobné je to prave u alkylovanych
aminokyselin, jejichz pfitomnost dokdze ovlivnit konformacni vlastnosti ¢asti polypeptidového fetézce
(150). Napt. C-alfa-methylované aminokyseliny (jako Aib na Obrazku 8) jsou vyuzivany zejména diky
jejich schopnosti dobfe tvofit nékteré specifictéjsi sekundarni struktury jako jsou 3.10 helix nebo beta
ohyb (147, 151-155). Jako ptiklad vyuziti C-alfa alkylovanych aminokyselin je mozno zminit studii
sledujici zménu helicity apolipoproteinu A1 pii inkorporaci riiznych C-alfa methylovanych aminokyse-
lin (156).

Dalsim dilezitym typem alkylovanych aminokyselin jsou zacyklené aminokyseliny, které¢ maji pro-
pojeny C-alfa uhlik a dusik amidové vazby. Jako piiklad je mozno uvést péticlenny pyrolidinovy cyklus,
ktery je mozno dale modifikovat (Obrazek 8). Rigidni pyrolidinovy fetézec, ktery se téz vyskytuje v pro-
linu a proto se t€émto peptidiim fika ,,proline-like* (prolinu podobny), ma za nasledek nékteré zvlastnosti
v polypeptidovém fetézci jako je asi 20° naklon v alfa helixu, nebo miize lokaln¢ ménit konformaéni

flexibilitu fetézce (157-162).

3.2.2 Nahrazeni peptidové kostry

Dulezitou moznosti v designu peptidomimetik je nahrazeni peptidové kostry organickou strukturou
s vetsi ¢i mensi konformacni variabilitou. Miize se jednat o tzv. bioizostery, tzn. latky s chemickymi
modifikacemi v peptidové vazbé (-CO-NH-) velmi podobnymi ptivodni struktufe. Takovymi bioisostery
peptidové vazby mohou byt napiiklad estery (-CO-O-), thioamidy (-CS-NH-), fosfonaty (-PO(OH)-O-
), fosfinaty (-PO(OH)-CHz>-) a dal$i motivy. Déle je moZzné sem zatadit ,,scaffoldové* struktury, obvykle
cyklické povahy ¢i aromatické slouceniny nebo heterocykly
(143). Jako scaffold mimikujici alfa helix 1ze uvést napf. ter-
phenyl (Obrazek 9)(163). Centralni scaffold zde mutze byt R'
nositelem funk¢nich skupin, ,,farmakofort“, nezbytnych pro
biologickou aktivitu. RA

Obr. 9: Peptidomimetika na bazi modifikovanych terphe- R3
nylt napodobujici helikalni struktury peptidi. Prevzato a

upraveno z (143).

aOaaWs

a-helix motif terphenyl

11



4 Znama mimetika rodiny insulinovych hor-
monu

V této kapitole predstavim aktudlni pohled na mimetika insulinovych hormonti. Zamétim se na jejich
strukturni vlastnosti, mechanismus ucinku a jejich potencidl na klinické 1é¢eni. Zajimat mé& budou pouze
mimetika vazajici se na hlavni vazebné misto hormonti na receptorech na rozdil od mimetik stimulujici

receptory jinym zptisobem.

4.1 Mimetika inzulinu a IGF-1

Existuji stovky publikaci (napf. popisujicich rozdiln¢ pozménénych insuliny s mensimi ¢i vyrazngj-
$imi modifikacemi jeho struktury, at’ uz jde o zamény jedné Ci vice pozic, ¢i insuliny se zkracenymi
fetézci atd. Takovym molekulam fikame analogy insulinu (164) a Sest takovych analogti insulin je v sou-
¢asné dob¢ pouzivano v klinické praxi pro 1é¢bu diabetu (165). V této praci se jim ale nebudu vénovat,
a naopak se zaméfim na latky strukturou vyrazné odlisnou od lidského insulinu.

Zajimavou praci je studie Maslova et al. (Maslov et al., 2002), ktefi pouzili aminokyseliny insulinu
A20-A21 (CN) a aminokyseliny B19-B26 (CGERGFFY) pro konstrukci peptidomimetického peptidu
CGERGFFYCN (mimetikum PM-1) propojeného intrachinarnim disulfidickym mtistkem. V mimetiku
PM-2 déle nahradili aminokyseliny motivu FY za jejich D-varianty. Pfipravili i mimetikum PM-3 na
bazi PM-1 ovsem s N-koncem acylovanym palmitoovou kyselinou. VSechna tfi peptidomimetika stimu-
lovala ptijem glukézy buitkami i zvySeni syntézy DNA. Zaména D za L variantu aminokyselin nevedla
k signifikantnimu rozdilu mezi efekty PM1 a PM2 a acylace u PM3 zpisobila sice mirn¢ mensi ti¢innost,
ale doba ucinku byla prodlouzena.

Jako jedno z potencidlnich mimetik byla identifikovana mald molekula thymolphtaleinu (Obr. 10,
latka 1), ktera dokazala interagovat s IR a kompetitivné z n&j vyvazovat insulin (K4 asi 10°M). Mole-
kularni modelovani naznacilo, Ze struktura thymolftaleinu by mohla mimikovat tfi dilezité aminokyse-
liny vazebného epitopu inzulinu tvofeného aminokyselinami ValB12, PheB23 a TyrB26. Ve studii byly
vytipovany i dalsi malé molekuly podobné fenolftaleinu nebo fenolové Cerveni. U vytipovanych mole-
kul mély nejvétsi vazebnou afinitu molekuly s dvéma halogenovymi prvky (nejlépe jodem) v ortho po-
zicich aromatického kruhu. Rada z t&chto molekul, zejména erytrosin a jodofenolova modf, Gsp&§né

vyvazoval radioaktivni insulin z receptoru v relativné nizkych koncentracich (166).
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Obr. 10: Ptiklady mimetik insulinu na bézi ,,malych molekul. Detaily jsou v textu. Pfevzato a upraveno

z (167)

Dalsi mala organickd molekula pfipravena k vytésnéni radioaktivniho inzulinu z vazebného mista 2
na IR je NT23 (Obrazek 10, latka 2). Jeji funkéni skupiny mimikuji hydrofobni aminokyseliny insulinu
LeuAl3, LeuB17 a aromaticky kruh TyrA14. NT23 dokazala jen velmi slabé (v 10* M koncentraci)
kompetovat s inzulinem ve vazebném misté IR, ale naznacila dal$i mozZnosti navrhu farmakofort (168).

Dale byl vyvinut ,,scaffold* na bazi hydantoinu s postrannimi fetézci mimikujicimi aminokyselinova
rezidua insulinu v pozicich TyrB16, GluB21 a ArgB22. Na zakladé molekularniho modelovani byla
3 (Obrazek 10), ktera mela z téchto derivati nejlepsi vazebnou afinitu pro IR, nicméné velmi slabou (v
10 M koncentraci). Autofi se pokusili modelovanim prokéazat, Ze tato sloucenina interaguje s vazebnym
mistem pro insulin (169).

Stejné jako predchozi mimetika i 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-D-glucopyranosa (PGG), zaloZzena na
pyranosovém ,scaffoldu®, dokédzala vytésnit radioaktivni insulin z IR a zpiisobila jeho naslednou fosfo-
rylaci, aktivaci pfislusnych signdlnich intracelularnich drah i transport GLUT4 na buné¢nou membranu
mysSich adipocytl. Praveé experimenty in vivo na mysSich modelech potvrdily sniZzeni glykémie. Dalsi
studie jsou vSak potieba k urc¢eni pfesné¢ho vazebného mista PGG na receptoru (170).

Dale uvadim rutaecarpine (Obrazek 10, latka 4), ktery se vaze na extraceluldrni doménu IR s vazeb-
nou afinitou asi 10° M. Autofi piedpokladali, Ze se tato latka vaze do vazebného mista insulinu na alfa
podjednotku IR. Latka zptisobovala ocekavanou fosforylaci beta podjednotek a méni i konformaci IR
(171).

Pozoruhodnych vysledka dosahl tym vedeny védci z firmy Novo Nordisk A/S, ktery za pomoci ex-
prese kombinatorialnich knihoven peptidii na povrchu faga a jejich testovani na vazbu vici receptortim
insulinu ¢i IGF-1 (tzv. technika ,,phage-display*) dokazal objevit peptidova mimetika, ktera neosaho-
vala zadny neptidovy scaffold a byla sloZena z vice ¢i méné dlouhych polypeptidovych fetézci. Tyto
peptidy (nejkrat$i ma 16 aminokyselin) mohou velmi dobfe kompetovat o receptor s insulinem s vazeb-
nou afinitou v koncentracich 10-100 nM (172). Tyto kratké peptidy navic poslouzily k objasnéni a uptes-
néni zplsobu aktivace insulinového receptoru. Po vygenerovani velkého mnozstvi peptidi o délce 20-

40 aminokyselin a selekci nejpotentnéjSich peptidl z peptidovych knihoven byla provedena fada expe-
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rimentl definujicich vazebné motivy peptidi pro IR ale i pro IGF-1R. Peptidy byly roziazeny do hlav-
nich 3 skupin podle ptedpokladanych vazebnych mist na insulinovém receptoru. Sekvence nékterych

téchto peptidovych mimetik insulinu a IGF-1 jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. V levém sloupci jsou nékteré zajimavé sekvence peptidomimetik s vysokou vazebnou afini-
tou k IR a IGF-1R. Prostiedni sloupec zna&i vazebné misto na receptoru IR, IGF-1R. Radky za&inajici
hvézdickou se vztahuji k IGF-1R. Hodnoty ptevzaty z (173).

Vazebné misto
Aminokyselinova sekvence peptidomimetika 1 IR & IGF-IR Vazebna afinita (M)
QLEEEWAGVQCEVYGRECPS 2 1.6x10°¢
GSLDESFYDWFERQ 1 8.1x10%
ESFYDWFERQL 1 9.5x10°8
VDWLQRNANFYDWFVAELG 1 5.3x10°8
GSLDESFYDWFERQL 1 8.1x10®
ESFYDWFERQLGGGG 1-2 5.2x1071°
SLEEEWAQVECEVYGRGCPSGGSGGSGLLDES- 1-2 6.2x10"!
FYHWFDRQLR
SLEEEWAQVECEVYGRGCPSGSLDESFYDWFERQLG 1-2 2x107!
*GIISQSCPESFYDWPAGQVSDPWWCW 1 6x107
*GVDEVRAWLWCQISGLGCES 2 8.4x107
*GSLDESFYDWFERQLG 1 3.9x10°8
*CWARPCGDAANFYDWFVQQAS 1 8.8x101°

V navazujici studii byly obdobné peptidy spojeny kratkou aminokyselinovou sekvenci v homo ¢i
heterodimery a takto byly zkombinovany peptidy vazajicich se na misto 1 a misto 2 na IR. Ukazalo se,
ze nekteré tyto peptidy maji vazebnou afinitu jen 10-100x mensi nez insulin a mohly by tak slouzit jako
potencialni 1éCiva nebo zaklad pro dalsi vyzkum (172, 174). Nékteré z té€chto peptid se dobie vazaly i
na receptor pro IGF-1 (Tabulka 1) a miZeme je tak zatadit mezi jedina znama mimetika tohoto hormonu
(173). Pozd¢ji se ale ukazalo, Ze tato peptidova mimetika aktivuji po navézani na IR jiné signalizacni
drahy nez insulin, a proto nebyla vyuzita k 1é¢b¢é diabetu (175).

Skupina Dr. Jira¢ka v UOCHB se jiz n&jakou dobu pokousi vyvinout mimetika insulinu na bazi
scaffoldii modifikovanych 2-3 riznymi substituenty, napi. peptidy. Takové latky by mohly mit vétsi
Sanci interagovat s rliznymi, 1 vzajemné vzdalené&jsimi, vazebnymi epitopy v receptoru hormonu. Zaro-
ven by se mohly dat jednotlivé substituenty optimalizovat pomoci kombinatorialni chemie. Prvnim po-
¢inem bylo vyvinuti scaffoldu na bazi kyseliny trimesinové, ktery bylo mozné modifikovat pomoci
Cu(1+) katalyzované cykloadice azidd a alkynt tfemi riznymi azidy béhem syntézy na pevné fazi (176).

Tento scaffold byl pouzit pro pfipravu kombinatorialni knihovny 1000 latek za pouziti 30 riznych azidu.
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Jeji testovani s receptorem pro insulin a ovsem vyustilo v identifikaci jen pouze slabych agonistii IR

(afinity zhruba 10 M) (177). Piiklad takové latky je na Obrazku 11.
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Obrazek 11. Priklad mimetika insulinu na bazi trimesinového scaffoldu identifikovaného v kommbina-

toridlni knihovné asi 1000 latek (177).

Z vysledku bylo jasné, Ze je potieba daleko vétsi diversita latek v knihovnach scaffoldd, a proto sku-
pina Dr. Jiracka vyvinula nové varianty scaffoldu na bazi trimesinové kyseliny, které ovSem umoziuji
syntézu az tii riznych peptidi na jednom scaffoldu zarovei. Zaroven byla tato strategie dale rozvinuta
pro vyvoj podobnych triorthogonalnich scaffoldd na bazi adamatanu ¢i a prolinu. Trimesinova kyselina
ma je planarni a achiralni. Adamantové molekuly maji objemnéjsi strukturu, jsou rigidnéjsi, chiralni a
nabizi moznost nasmérovani substituentl do riznych sméri prostoru. Prolinové scaffoldy jsou také chi-
ralni, spiSe planarni, mensi, ale také maji potencial k tvorbé mimetik zejména diky své stereochemii.
Tyto scaffoldy byly pouZzity pro syntézu modelovych mimetik (Obrazek 12), kdy byla na dvé ramena
scaffold umistény sekvence SLEEEWAQ a Ac-FYDWFERQ ptevzatd z mimetik pfipravenych firmou
NOVO Nordisk A/S (Tabulka 1). Zejména mimetika na bdzi adamatanu a trimesinové kyseliny vyka-
zovala zajimavé vysledky pfi vytésfiovanim insulinu z jeho receptoru (vazebné afinity 0,5 a 1,5x10°M).
Latky na bazi prolinového scaffoldu se na receptor vazaly asi 10-30 x slabéji. Lze tedy konstatovat, ze
na velikosti, chemickém charakteru a flexibilité fetézcli v podobnych mimetikach zalezi. Tato mimetika
maji i vyrazné vyssi stabilitu v plasmeé nez samotny insulin (167). V soucasné dob¢ jsou v laboratofi Dr.

Jira¢ka vyvijeny kombinatoridlni knihovny zaloZené na téchto scaffoldech a testovany s IR a IGF-1R.
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Obrazek 12. Modelova mimetika insulinu zalozena na struktufe scaffoldu na bazi trimesinové kyseliny

(Va), na bazi adamatanového (34ab) a prolinovych scaffoldii (36-39) (167).

Z hlediska znamych fyziologickych ucinkd IGF-1 a 2 asi neni urgentni potfeba vyvijet peptidomi-
metika t€chto hormoni s agonistickymi u¢inky. Patologicka stimulace IGF-1R v lidskych tkanich mtize
tlustého stfeva, prostaty, prsu i vznik leukémie (178—183). Mimo terapie neutralizujicimi protilatkami
je tedy zajimava i strategie pouziti malych molekul inhibujicich zejména tyrozinkinazovou aktivitu IGF-

IR ¢i antagonizujicich vazbu IGF-1 na receptor (184—187).

4.2 Mimetika relaxini a INSL peptidu

Klasickych mimetik relaxini a INSL peptidii neni zndmé takové mnozstvi jako u mimetik insulinu.
Vétsina z nich jsou zkracené, nebo jinak pozméneéné ptivodni polypeptidy, zatimco malé molekuly in-
teragujici s receptory vytvoreny témet nebyly. Vyzkum téchto peptidomimetik vychazi nejcastéji ze
znalosti interakce hormon-receptor a z vyvoje vhodné pozménénych peptidl a jejich nasledné experi-

mentalni funkéni charakterizace.

4.2.1 Relaxin-2

Prvni z uvedenych mimetik jsou mimetika relaxinu 2. Pfi experimentech postupného zkracovani N
a C konct relaxinu-2 byla vytvofena série analogii, miizeme fici mimetik, s rozdilnymi vazebnymi afi-
nitami. Pravé derivat relaxinu slozeny z aminokyselin A4—A24 a B7-B24 byl identifikovan jako nutny
motiv pro stale jesté potentni vazbu na receptory RXFP1 a 2 pattici do rodiny GPCR receptorti. Tento
zkraceny relaxin ma sice asi 100x hor$i vazebnou afinitu vhledem k nativnimu relaxinu, ale vykazuje
vyraznou selektivitu viiéi RXFP1 oproti RXFP2. Takto zmensené peptidy mohou byt levnéji a snadnéji

vytvoreny a navic u nich nehrozi potencialni vedlejsi efekty spojené s aktivaci RXFP2 (188).
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Nejuspesngjsi jednotetézcové peptidomimetikum relaxinu 2 bylo vytvofeno jeho aminokyseli-
nami B7-B33. Vazebna afinita této molekuly je zna¢n€ horsi nez u relaxinu 2 zejména pfi detekci sig-
nalni drahy spfazené s cAMP, ale experimenty prokdzaly jeho silny potencial spoustét drahy spojené
s pERK. Tato draha mtize v n€kterych typech tkdni napomahat k produkci enzymu MMP-2 (matrix me-
taloproteindza-2). Vzhledem k funk¢ni selektivité pro tuto signalizacni drahu mé i po experimentech na
in vitro a in vivo modelech latka potencial snizovat fibrézu napiiklad v plicich a srdci (189). V nésled-
nych pokusech se pozitivni biologické Gc¢inky tohoto mimetika prokazaly in vivo na mySich modelech
v kontextu sniZeni chronickych i akutnich problémt se srdcem a vaskuldrni rezistence (190).

Byly identifikovany i dvé malé molekuly (Obrazek 13) mimikujici relaxin 2 selektivné zamétené na
RXFP1 ajejich optimalizace pro lepsi vazebné afinity i aktivaci signalnich drah je v procesu. Tyto latky
byly charakterizované z velkého mnozstvi testovanych sloucenin a maji poloc¢as rozpadu v biologickém
prostiedi ptes 100 minut a 100x vétsi afinitu viac¢i RXFP1 ve srovnani s afinitou proti RXFP2. S RXFP3
a RXFP4 neinteraguji vitbec. Latky vSak ptimo nekompetuji s relaxinem o vazebné misto na receptoru

RXFP1, ale pravdépodobné se vazou na blize neidentifikované alosterické vazebné misto (191-194).

H\j&
Os N S
H

Obrazek 13. Struktura molekul 1 a 2 sdili modfe oznacenou centralni ¢ast, na kterou byly nasledné
syntetizovany a optimalizovany dalsi molekuly. Pfevzato z (192).

4.2.2 Relaxin-3

Jako mimetikum relaxinu-3 selektivni vici jeho receptoru lze uvést chimérické peptidomimetikum
vytvofené z B fetézce relaxinu-3 a z A fetézce INSLS (tzv. mimetikum R3/I5). Chimérické molekuly s
vyraznou selektivitou mohou pfispivat nejen k potencialnimu klinickému vyuziti, ale i k zakladnimu
vyzkumu pro charakterizaci peptidii insulinové rodiny a jejich receptorti. Retézec A relaxinu je diilezity
pro vazbu na receptor RXFP1 a jeho nahrazeni vytvoii selektivnéj$i mimetika viici RXFP3 a 4 (195).
Nejselektivnéj$im agonistickym peptidomimetikem je v8ak chimerni latka podobna R3/I5 avSak navic
s aminokyselinovou zaménou v pozicich Gly23 a Ser24 v B fetézci relaxinu-3 (196). Jiny mozny zplsob
vytvoreni selektivity vic¢i RXFP3 a 4 je zkraceni N konce fetézce A relaxinu-3 o 10 aminokyselin a
odstranéni intramolekularniho disulfidického mustku v témze fetézci (197).

Byla vytvorena i jednofetézcova mimetika relaxinu-3 tvofena jeho pozménénym fetézcem jako napf.
B1-B22Arg s terminalnim argininem na C konci ¢i Ac-B10-27 s acetylovanym N koncem. Vysoce se-
lektivni mimetikum B1-B22Arg ma témér stejnou vazebnou afinitu k RXFP3 jako nativni polypeptid a

je dal§im nastrojem pro vyzkum vazebnych vlastnosti relaxinu-3 i diky tomu, ze NMR experimenty
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ukazaly, ze spravna konformace proteinu pravdépodobné¢ vznika az pii kontaktu s vazebnym mistem
receptoru. Uginky byly navic potvrzeny na krysich modelech pii experimentech studujicich pifjem po-
travy (198, 199). V navazujici studii byla diky inkorporaci aminokyseliny Aib do Ac-B10-27 stabilizo-
vana Sroubovicova struktura mimetika a odhalena dillezita dal$i aminokyselina ucastnici se vazby na

RXFP3 (200).

4.2.3 INSL3

Vygenerovani fady chimérickych molekul odvozenych od INSL3, a i jeho zkraceni na kratsi peptidy,
castecné objasnilo aminokyseliny dillezité pro navazani i aktivaci RXFP2. Navic m4 zkracené peptido-
mimetikum hormonu INSL3 slozené z aminokyselin A5-26 a B7-27 témét nativni vazebnou afinitu a
vykazuje vysokou aktivaci nasledné intracelularni signalizace.

Mimetika INSL3 tvofena pozménénym i zkracenym fetézcem B sice vytésnuji radioaktivni relaxin
z RXFP2, ale nejpotentnéjsi mimetikum tohoto typu ma az 1000x horsi vazebnou afinitu nez nativni

INSL3 (201). Mimetik INSL3 zatim nebylo vytvofeno mnoho.

4.2.4 INSLS

Jako nejzajimavéjsi peptidomimetikum hormonu INSL5 je molekula vytvofena zkracenim A fetézce
INSLS5 na sekvenci A8-21 a zaménou Thrl5 za Lys15. Takové mimetikum vykazuje asi 10x vyssi va-
zebnou afinitu vii¢i RXFP4 nez nativni hormon a stimuluje ptislusné signalni drahy. Bez intrachinarniho
disulfidického mistku ma toto mimetikum téméf stejnou vazebnou afinitou jako nativni peptid, pficemz
je ale jeho chemicka ptiprava vyrazné jednodussi a rychlejsi(202).

Jednotetézcova mimetika INSLS jiz vytvofena byla, ale nemaji téméf Zadnou afinitu a jejich puri-

fikace je obtizna (203).
5 Zavér a diskuze

V této bakalarské praci jsou shrnuty soucasné informace o mimetikach peptidli z rodiny insulinu.
Tyto latky maji terapeuticky potencial pro lécbu fady chorob hlavné diky jejich vlastnostem odlisnym
od vlastnosti nativniho polypeptidu jako je napt. vy$si metabolicka stabilita pii aplikaci do organismu,
lepsi vazebné vlastnosti ¢i levnégjsi vyroba.

Prvni kapitola je vé€novana popisu peptidi z proteinové rodiny insulinu z hlediska ucinkt v lidském
organismu, strukturnich vlastnosti a interakce s receptory. Tyto peptidy spolu pravdépodobné sdileji
stejného evolu¢niho predka, sekundarni strukturu i rozlozeni disulfidickych mustku, ale mohou se lisit

zejména primarnimi sekvencemi a funkcemi v organismu.
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Druha kapitola ptredstavuje stru¢ny pohled na tvorbu a moznosti navrhu peptidomimetik hlavné
z chemického hlediska. Dtraz byl kladen na zptsob ptipravy a funkéni vlastnosti. Existuje velka varia-
bilita ve zpiisobech ptipravy téchto latek a zalezi vzdy na konkrétnim piipadu, ktery piistup nebo kom-
binaci pfistupti zvolit.
Mezi vytvotenymi peptidomimetiky je veliky rozdil z hlediska strukturni rozmanitosti. Pfi napodobo-
vani insulinu byla vyzkouSeno mnoho pfistup od nejmensich molekul, pfes slouceniny zalozené na
scaffoldech modifikovanych substituenty rizné chemické povahy, az po zkracené i rtizné pozmeénéné
peptidy. VSechny moznosti maji vyhody i nevyhody, ale stale se nepodatilo vyvinout mimetikum, které
by mohlo plnohodnotné insulin nahradit a tak vyzkum optimalni ndhrady tohoto hormonu neni u konce.
Peptidomimetika IGF-1 a IGF-2 téméf nebyla vytvorena a vyzkum téchto hormond se provadi za po-
moci analogli s minimalnimi aminokyselinovymi zdménami. Peptidomimetik hormont z rodiny rela-
xint a INSL neni takové mnozstvi ani variabilita a jedna se pfevazné o zkracené i upravené pivodni
peptidy.

Informace shrnuté v této resersni praci jasn¢ dokladaji obtiznost vyvoje mimetik peptidovych hor-
mont z rodiny insulinu. Zejména vyvoj ,,malych molekul®, které by mimikovaly akci hormontl je oprav-
dovou vyzvou a doposud se nepodafilo pripravit mimetika, ktera by jak svou afinitou vici receptorim
tak i biologickym tcinkem plnohodnotné napodobovala nativni hormony. Diivody jsou nasnadé. Poly-
peptidy z rodiny insulinu jsou pomérné velké molekuly s definovanou 3D strukturou a velikosti, ktera
je jiz fadi mezi malé proteiny. Jejich interakce s receptory lze tedy klasifikovat jako interakce mezi
proteiny, v anglicting ,,protein-protein interactions ¢i PPIs, coZ je dnes v biochemii velmi pouZzivany
je, ze interak¢ni plochy proteind jsou Casto rozsahlé, mnohdy nepfili§ strukturné vyrazné a Casto rozdé-
lené na nékolik nesouvisejicich ploch. Mimikovat takové interakce malymi molekulami je nesmirné
obtizny ukol. Nastésti byl definovan koncept tzv. ,,hot-spots®, coZ jsou mista v interakcéni ploSe proteintl,
ktera energeticky pftispivaji nejvétsi mérou do interakce mezi obéma proteiny. Identifikace takovych
mist a design molekul, které by se na né vazaly, jsou cestou kudy se pfi vyvoji mimetik ubirat. Zde mize
byt ndpomocna zejména vypocetni chemie a molekularni modelovani.

Peptidomimetika hormonti mohou byt v budoucnosti jednou z moznosti pro klinickou 1é¢bu pacienti
s fadou metabolickych poruch, a to zejména diabetem ci rakovinou. Jejich vyhody a ptednosti byly v
praci popsany a vyzkum se provadi v institucich po celém svété. Az Cas ukaze, zda mimetika hormonti

z rodiny insulinu nabydou vyznamu v léceni onemocnéni ¢i ne.
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6 Seznam zkratek a symbolu

Aib-alfa-amino iso-butanova kyselina
AKT-Proteinkindza B
cAMP-Cyklicky adenosinmonofosfat
DNA-Deoxyribonukleova kyselina
GLUT-Transportér glukozy
GPCR-Receptor sprazeny s G proteinem
IGF-Inzulinu podobny rlstovy faktor
IGFR-Receptor inzulinu podobného rustového faktoru
INSL-Insulinu podobny peptid
IR-A-Izoforma A insulinového receptoru
IR-B-Izoforma B insulinového receptoru
IR-Insulinovy receptor
IRS-Substrat insulinového receptoru
LDL-Lipoprotein s nizkou hustotou
MAPK-mitogeny aktivovana proteinkindza
PGG-1,2,3,4,6-Pentagalloylglukéza
PI3-Inositol-1,4,5-trifosfat
PM-Peptidomimetikum
RTK-Tyrosin kindzovy receptor
RXFP-Receptor peptidu relaxinové rodiny
Pro aminokyseliny byly pouzity jednopismené a tfipismené zkratky podle [UPAC-IUB(204).
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