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Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

Aib — a-aminoisomaselna kyselina

Boc — terc-butyloxykarbonylova skupina

BSA — hovézi sérovy albumin

DCM - dichlormethan

Dipea — N,N-diisopropylethylamin

DMF — N,N-dimethylformamid

DTT — dithiothreitol

EDT — ethandithiol

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

Fmoc — 9-fluorenyl-methyloxykarbonylova skupina

GuaHCI — guanidin-hydrochlorid

Gly/NaOH pufr — glycinovy pufr

HBTU — 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofosfat
HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinylethansulfonova kyselina
HOBt — N-hydroxybenzotriazol

IUB — International Union of Biochemistry and Molecular Biology
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry

Pbf — pentamethyldihydrobenzofuran

RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
tBu — terc-butylova skupina

TFA — trifluoroctova kyselina

TIS — triisopropylsilan

Tris — tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Trt — tritylova skupina

Dale jsou uzivany tfipismenné zkratky aminokyselin podle doporu¢eni [IUPAC-IUB (1).

Pokud neni uvedeno jinak, jedna se o aminokyseliny v L-formé.



1. UVOD

Insulin (z lat. insula, ostrov) je vyznamny peptidicky hormon produkovany f3-
bunikami Langerhansovych ostruvki slinivky bii$ni. Zakladni funkci insulinu je regulace
vstupu molekul glukosy do bunék organismu, ¢imz dalece ovliviiuje metabolismus
sacharidl a nasledné¢ i proteinti a lipida. Nedostatek insulinu, popf. neschopnost organismu
efektivné vyuzivat insulin, vyvolavd onemocnéni diabetes mellitus (cukrovka), které,
pokud neni 1é¢eno, mize skonéit tézkym poSkozenim mnoha organt a nasledné i smrti (2).
Podle Mezinarodni diabetologické federace (International Diabetes Federation, IDF) zilo
v roce 2010 na na$i planeté¢ 285 miliont lidi ve véku 20-79 let trpicich diabetem. IDF
zaroven odhaduje, ze v roce 2030 vystoupa toto ¢islo na 438 milioni (3). Pfestoze primarni
struktura insulinu je znama jiz vice nez pul stoleti, 3D-strukturu aktivni formy molekuly,
stejn¢ jako mechanismus interakce insulinu s jeho receptorem, se stile nepodaftilo objasnit.
Vyfteseni téchto otdzek by pfitom mohlo pomoci nejen v porozuméni pusobeni tohoto

hormonu, ale hlavné v samotné 1é¢bé diabetu.

1.1. Historie

Objeveni insulinu spada do prvni ¢tvrtiny 20. stoleti. Pfedchazely mu dlouholeté
vyzkumy diabetu, které postupné objasiiovaly jednotlivé souvislosti. V roce 1889
v Némecku Oskar Minkowski a Josef von Mering pifi pokusech na psech zjistili, ze
odstranéni pankreatu zplsobuje vznik onemocnéni diabetes mellitus. Jejich dalsi
experimenty vedly kpoznatku, ze slinivka musi produkovat latku, jez ovliviuje
metabolismus sacharidt (4). Roku 1901 americky 1ékai Eugene Opie pfiSel na souvislost
diabetu s Langerhansovymi ostrivky pankreatu, kdyz pozoroval jejich morfologické
zmény u pacientil trpicich diabetem (5). V dalSich letech se pak objevily pokusy o izolaci
latky jako potenciondlniho 1éku. V roce 1906 némecky lékat Georg Ludwig Ziilzer po
prvnich Gspésich v 1éeni diabetickych pst extraktem z pankreatu telat aplikoval netispéSné
1ék lidskému pacientovi (6). Uspéch v 1é¢eni lidskych pacientil trpicich diabetem slavili az
o patnact let pozd¢ji Kanad’an Frederick Banting a jeho asistent Charles Best, kterym se
v 1éte€ roku 1921 podafilo izolovat Cisty insulin, kdyZz podvazali vyvody slinivky skotu (7).
Timto extraktem bostonsky diabetolog Elliott P. Joslin zacal 1&¢it 14letého diabetika, ktery



diky této 1écbé prezil jesté dalSich 13 let. Za své objevy ziskali roku 1923 Banting a jeho
kolegové Nobelovu cenu.

Roku 1926 americky biochemik John Jacob Abel jako prvni vykrystalizoval insulin
a urcil tvar jeho krystalu (8), roku 1934 pak britska védkyné Dorothy Crowfoot Hodgkin
pozorovala na krystalu insulinu prvni difrakci rentgenového zafeni (9). Roku 1951
Frederick Sanger se svymi kolegy dinitrofenylovou metodou urcil primarni strukturu
insulinu (10,11). Za svou praci obdrzel roku 1958 Nobelovu cenu. Roku 1969 a
Vv nasledujicich letech publikovala skupina Dorothy Crowfoot Hodgkin z Oxfordu
trojrozmérnou strukturu insulinu ziskanou pomoci rentgenostrukturni analyzy (12,13). Za
urovani struktury proteinli pomoci této metody ziskala védkyné roku 1964 Nobelovu
cenu. Prvni synteticky insulin byl pfipraven na pocatku Sedesatych let 20. stoleti nezavisle
na sobé laboratofemi Panayotise Katsoyannise na univerzité v Pittsburghu a Helmuta
Zahna na univerzit¢ v némeckém meésté¢ Cachy (14,15). Na konci 70. let byl pak lidsky
insulin poprvé syntetizovan pomoci geneticky modifikovanych bakterii E. Coli (16).

V soucasné dobé¢ je vétSina vyzkumnych center a také vyroba insulinu uzce spjata
predevsim s farmaceutickymi spoleénostmi, jako je napf. Eli Lilly v USA nebo Novo
Nordisk v Dansku.

1.2.Struktura insulinu

1.2.1. Primarni struktura

Insulin je polypeptid o relativni molekulové hmotnosti 5807. Sklada se ze dvou
peptidovych fetdzcii oznaovanych A a B (Obr. 1, str. 8). Retézec A obsahuje 21
aminokyselin a ma spiSe kysely charakter, zatimco fetézec B obsahuje 30 aminokyselin a
ma charakter mirné bazicky. Oba fetézce jsou mezi sebou propojeny dvéma disulfidickymi
mistky mezi cysteiny v poloze A7-B7 a A20-B19. Retézec A pak obsahuje jeden dalsi
disulfidicky mistek mezi cysteiny v poloze A6-All, dulezity pro spravné skladani
molekuly (11,17). Insuliny produkované riznymi organismy se zpravidla mezi sebou
odlisuji pouze v nékolika malo aminokyselinach (2). Molekula obsahuje tseky, které
Castéji podléhaji mutacim, a naopak useky, které jsou evolucné zafixované. Evolucné
konzervované oblasti se nachazeji ve strukturné a funkéné dilezitych castech molekuly a

jejich zména ma zpravidla fatalni dopad na tvorbu ¢i funkcei insulinu (18).


http://en.wikipedia.org/wiki/Panayotis_Katsoyannis

Obr. 1: Primarni struktura lidského insulinu. A fetézec je znazornén Cervené, B fetézec modie.
Pievzato z (26).

Prvni skupinou evoluéné konzervovanych aminokyselin jsou ty, které tvoii jadro
molekuly a napomahaji spravnému skladani fetézct pfi tvorbe insulinu. Jsou to vSechny
cysteiny, leuciny A16, B6, B11 a B15, isoleucin A2, valin B18 a glyciny B8 a B23. Dalsi
skupinou jsou aminokyseliny, které jsou dulezité jak pii agregaci insulinu, tak pfi jeho
interakci s receptorem. Jde zejména o0 aminokyseliny glycin Al, isoleucin A2, valin A3,
tyrosin Al19 a asparagin A2l z fetézce A a valin B12, tyrosin B16 a aromaticky triplet
fenylalanin B24, fenylalanin B25 a tyrosin B26 z tetézce B (17,19,20,21).

1.2.2. Sekundarni a tercidarni struktura

V molekule insulinu se objevuji strukturni oblasti a-Sroubovice (a-helixu), -
struktury skladaného listu, B-otacky, stejnd jako rozvolnéné struktury. Sroubovicova
struktura pfitom tvoii celkové asi 50-55% molekuly (22). Retézec A obsahuje dvé a-
helikalni oblasti v pozicich A2-A8 a A13-Al19 spojené B-otaCkou A9-Al2. V fetézci B je
dominantni centralni a-Sroubovice B9-B19, za niz nasleduje B-otacka B20-B23, na kterou
navazuje C-konec B fetézce v B-struktuie skladaného listu. N-konec B fetézce se muze
nachazet ve dvou hlavnich strukturnich stavech T a R (Obr. 2, str. 9). V T stavu (z angl.
tense, napnuty) aminokyseliny B1-B8 nemaji pevnou strukturu a nachazi se ve formé volné
natazeného fetézce. V R stavu (z angl. relax, uvolnény) piechazi N-konec B fetézce do
formy o-helixu a spoleéné s aminokyselinami B9-B19 tvoii dlouhou a-Sroubovicovou
oblast B1-B19 (18,22).
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Obr. 2: Insulinovy monomer vV T stavu (vlevo) a R stavu (vpravo). A fetézec se dvéma a-
helikdlnimi strukturami je vyznacen zelené, centralni a-helix B fetézce je vyznacen Cervené a B-
struktura skladaného listu na C-konci B fetézce oranzové. Zluté jsou vyznaleny disulfidické
mistky. Vytvoreno v programu CCP4AMG.

1.2.3. Kvarterni struktura

Biologicky aktivni formou insulinu je monomer, v této podobé se vSak molekula
vyskytuje pouze pii koncentracich nizsich nez 107 M pii neutralnim pH. Pii vyssich
koncentracich insulinu dochéazi k dimerizaci a v pfitomnosti Zn?* iontd se t¥i dimery
spojuji v hexamer. Hexamerni insulin je biologicky vyznamny, nebot’ v této formé je
hormon skladovan v pankreatu (18).

Dimer insulinu je tvofen dvéma molekulami s mirné rozdilnou konformaci,
oznacovanymi jako molekula I a II, usporadanymi kolem dvoucetné rotacni osy. Dimer tak
vytvaii antiparalelni strukturu p-skladaného listu (Obr. 3), jez je stabilizovana Ctyimi
vodikovymi mustky mezi aminokyselinami B24 a B26. Mimo to mezi obéma molekulami
existuje fada van der Waalsovych vazeb mezi nepolarnimi aminokyselinovymi zbytky.
Dimerizaci dochazi ke skryti dvou nepolarnich oblasti monomert a dimer insulinu se tak

stava vice polarni (22,18,23).

B1

Obr. 3: Insulinovy dimer (T stav). Antiparalelni B-struktura C-konct B fetézcu je vyznacena
oranzové. Vytvoreno v programu CCP4AMG.



Uspotadanim tii dimerG podél trojcetné osy soumérnosti vznika insulinovy
hexamer. Na ose symetrie se nalézaji dva Zn** ionty, z nichz kazdy je koordinovan pomoci
tfi imidazolovych skupin histidini B10 (z kazdého dimeru jeden) a tfemi molekulami
vody. Centrum hexameru je obklopeno Sesti molekulami kyseliny glutamové B13
uspotadanymi po dvojicich (dvé z kazdého dimeru) do kruhu. Tyto zbytky jsou v piimém
kontaktu a vytvafeji mezi sebou tfi vodikové vazby. Kontakty mezi molekulami
vV hexameru jsou vSak celkové mnohem slabsi nez v dimeru (18,22,24).

Hexamer miiZe existovat ve tiech riznych stavech podle toho, v jaké konformaci se
nachazi N-konec B fetézce (18). Hexamer vazajici 2 atomy Zn’" méa konformaci Te a
vSechny N-konce B fetézcli molekul insulinu se tudiz nachazeji ve stavu T (Obr. 4A).
Hexamer v piitomnosti fenolu ma konformaci Rg a v§echny N-konce jsou ve stavu R (Obr.
4B). Mimo to se mize jeSté vyskytovat stav T3Rs, ktery se objevuje, pokud hexamer
koordinuje &tyfi atomy Zn?*. V tomto piipads se tii N-konce B fetézcii nachdzeji ve stavu

T a tfi ve stavu R (Obr. 4C).

Obr. 4: Krystalové struktury insulinu. Cerné body uprostied znaéi atomy zinku. (A) T konformace
hexameru vazajiciho 2 atomy zinku, (B) R¢ konformace hexameru v ptitomnosti fenolu, (C) T3R3
konformace hexameru vazajiciho 4 atomy zinku. A fetézec je zobrazen Cervené, B fetézec (mimo
B1-B8) je zobrazen zelené a oblast B1-B8 modte. Upraveno podle (26).
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1.3.Insulinovy receptor

Insulin putuje krevnim fecistém k cilovym buiikkam, kde se vaze na insulinovy
receptor. Ten se nachéazi v riznych koncentracich ve vSech tkanich obratlovci. Jednd se o
membranovy glykoprotein patfici do skupiny tyrosinkinasovych receptort, jeho relativni
molekulova hmotnost je 460 kDa a polocas zivota 7 hodin. Receptor se sklada ze dvou a a
dvou B podjednotek spojenych vzajemné disulfidickymi mustky, pfi¢emz podjednotky o
jsou extracelularni, zatimco podjednotky B jsou Castecné extra- a ¢aste¢n¢ intracelularni.
Spojenim a a P podjednotky disulfidickym mustkem na cysteinech 647-872 vznika
heterodimer a spojenim dvou heterodimerti ¢tyfmi disulfidickymi mustky vznika
heterotetramer, ktery je schopen vazat molekulu insulinu. Na podjednotkéch receptoru
insulinu je mozné rozlisit nékolik domén (Obr. 5). Jsou to dvé velké homologni domény
L1 a L2, mens$i doména CR (cystein-rich) umisténd mezi nimi, dale pak tfi domény
fibronektinu typu III FnO, Fnl a Fn2, transmembrdnovd doména TM a intracelularni

tyrosinkinasova doména TK vykazujici enzymatickou aktivitu (27,28).

podjednotka a

uID/f H-'\&

Ak V7 Cys682,Cys683,Cys685
pID

2

; o Cys647-Cys872
2 - :

podjednotka 3
3 )
= §
ARARR
m

b Mg‘s

Obr. 5: Modelova struktura heterotetrameru insulinového receptoru S vyznacenymi disulfidickymi
mustky. L1, L2 — homologni domény; CR — doména bohata na cystein; Fn0, Fnl, Fn2 — domény
fibronektinu typu III; aID — vlozena doména a podjednotky; BID — vloZzena doména P podjednotky;
TM — transmembranova doména; TK — tyrosinkinasova doména. Pievzato z (28).
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1.4.Interakce insulin-insulinovy receptor

Za pomoci cilenych mutaci v molekule insulinu bylo zjisténo, jaké casti molekuly
jsou zodpoveédné za vazbu na receptor. Jednad se predevSim o invariantni aminokyseliny
umisténé prevazné na povrchu molekuly - konkrétné glycin Al, isoleucin A2, valin A3,
glycin A5, tyrosin A19 a asparagin A21, leucin B6, valin B12, tyrosin B16, glycin B23,
fenylalanin B24, fenylalanin B25 a tyrosin B26 (27,28). Aminokyseliny v polohach Al az
A3 jsou vsak ve znamych krystalovych strukturach insulinu stinény C-koncovou ¢asti B
fetézce, a proto se predpoklada, ze molekula insulinu musi pfi vazbé na receptor (¢i pred
vazbou na receptor) podléhat strukturnim zménadm vedoucim k vytvofeni tzv. aktivni
formy insulinu (29). Za jednu z nejdilezitéjsich ¢asti molekuly, co se tyCe vazby na
receptor, je povazovan pravé C-konec B fetézce, tedy aminokyseliny B23 az B26, kde
pravdépodobné dochdzi k primarnimu kontaktu s vazebnym mistem na receptoru.
Predpoklada se, Zze po navazani insulinu na receptor dochazi k odklonu C-konce B fetézce
od centralni ¢asti molekuly, ¢imz dojde k odhaleni dalSich oblasti (napt. aminokyselin Al-
A3) pottebnych pro interakci s receptorem.

Vazebnd mista na insulinovém receptoru byla zkoumana riznymi metodami, od
zamén jednotlivych aminokyselin pfes afinitni znaceni az po alaninovou mutagenezi
(27,28). zjistilo se, ze molekula insulinu se vaze na dvé rizné ¢asti dvou heterodimeri
insulinového receptoru, k zajisténi Uplné afinity Kk receptoru je tudiz zapotiebi cely
heterotetramer. Jeden heterodimer receptoru je také schopen vazat insulin, ov§em s nizkou
afinitou. Navdzanim jedné molekuly insulinu na receptor tedy dochdzi ke sniZeni afinity

pro navazani dalSich molekul — tento jev se nazyva negativni kooperativita (28).

1.5.Mechanismus pasobeni insulinu

Bunétna membrana je kromé jaternich a mozkovych bunék pro glukosu
nepropustna. K jeji inkorporaci do bunky slouzi specifické membranové pienaSece
insulinu zavisly vstup glukosy do vétSiny bunék téla, predevs§im do bunck svalovych a
tukovych. Navazani insulinu na receptor spusti Sirokou kaskddu naslednych reakci. Po
autofosforylaci tyrosinovych zbytkli na tyrosinkinasové doméné samotného receptoru

dochazi krychlé fosforylaci proteini IRS (insulin receptor substrates), dale pak ke
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stimulaci fosfatidylinositol-3-kinasy (P13-K) a tady dalsich proteinkinas, az nakonec dojde
k vyvolani translokace vacku s glukosovymi pifenase¢i GLUT4 k membrané. Zde jsou
pfenaseCe zabudovany do membrany a mohou odchytavat molekuly glukosy z krve a

pfenaset je do nitra bunky (30,31).

1.6.Vyznam T a R konformaci insulinu

Jak jiz bylo feeno, N-konec B fetézce insulinu se muze nachazet ve dvou
zakladnich strukturnich stavech T a R (Obr. 2, str. 9). V T stavu se aminokyseliny B1-B8
nachazi ve form¢ voln¢ natazeného fetézce, v R stavu prechazi do formy a-helixu a
spoleéné s aminokyselinami B9-B19 tvoii dlouhou Sroubovicovou oblast B1-B19.
peptidového fetézce v zavislosti na T a R konformaci (32).

Biologicky vyznam jednotlivych konformaci N-konce B fetézce nebyl doposud
objasnén a zistava predmétem vyzkumu. V rGznych studiich bylo prokézéano, ze ve
vodném roztoku je nativni hormon nejpravdépodobnéji piitomen v T stavu; zaroven ale
bylo zjisténo, ze T konformace nativniho insulinu je stejna jako konformace neaktivniho
insulinového analogu (29,33). Na zakladé téchto informaci tedy nebylo mozné rozhodnout,
ktera z konformaci je pifi vazbé€ insulinu na receptor preferovdna. Jednou z moznosti je, Ze
oba stavy jsou nezbytné pro spravnou biologickou u¢innost hormonu. Nedavné studie
ukdazaly, Ze n¢které pfirozené se vyskytujici mutace insulinu znesnadnuji ptechod mezi T a
R stavem a vedou Kk neonatalnimu diabetu (34). Navic v krystalovych strukturach
nékterych vysoce potentnich analogii insulinu modifikovanych v C-konci B fetézce byla
pozorovana dalsi strukturni forma N-konce B fetézce liSici se od klasické T a R
konformace (35). Tato struktura je charakterizovana pseudo B-otackou v poloze B5 a tvofi
tak jakysi prechod mezi stavy T a R (Obr. 6, str. 14).
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Obr. 6: Unikatni konformace N-konce B fetézce vysoce potentniho [NMeAlaB26]DTI-NH,-
insulinu. Pseudo P-otacka analogu je zobrazena zelené¢ (pro rezidua v polohach B2-B5 jsou
zobrazeny jednotlivé atomy). Struktura oblasti B1-B19 typicka pro T stav insulinu je zobrazena
zluté, struktura typickd pro R stav rizové. Vodikové vazby jsou naznaleny pterusovanou cCarou.
Pievzato z (35).

1.7.Priprava insulinu a jeho analogti

1.7.1. Celkovd chemicka syntéza

Celkova chemicka syntéza insulinu byla vyvinuta v 60. letech 20. stoleti (14,15).
Jedna se o metodu pfipravy insulinovych analogi, ktera umoziuje substituce
nekodovanymi nebo modifikovanymi aminokyselinami a to kdekoliv v molekule insulinu.
Prav€ moZnost substituce nepfirozenymi aminokyselinami je hlavni vyhodou oproti
rekombinantni pfipraveé insulinu v geneticky modifikovanych mikroorganismech. Jedna se
vSak 0 metodu finan¢né, ¢asoveé i metodicky naro¢nou.

Pii celkové chemické syntéze insulinu se nejprve musi piipravit jednotlivé fetézce
A a B. Piiprava fetézctu probiha metodou syntézy na pevné fazi od C-konce peptidu (36).
Ta je zaloZena na postupném piipojovani aminokyselin chranénych na a-aminoskupiné
k pfedchozi aminokyseling, pti¢emz C-konec peptidu je ukotven na polymernim nosici.
V ptipad€ pouZiti aminokyselin s postrannim fetézcem obsahujicim funkéni skupinu je
nutné pouzit i postranni chranéni té€chto skupin. K do¢asnému chranéni a-aminoskupin se
pouziva vétSinou acidolabilni skupina terc-butyloxykarbonyl (Boc) nebo naopak
bazickolabilni skupina 9-fluorenyl-methyloxykarbonyl (Fmoc) (36,37). Po odstranéni N-a.-

chranici skupiny muze byt pfipojena dals§i chranénd aminokyselina pouzitim
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kondenzacnich ¢inidel. Po syntéze celého fetézce je peptid odstépen nejprve z polymerniho
nosice a nasledné jsou odstranény chranici skupiny postrannich retézct.

Rozhodujicim krokem syntézy insulinu je spojeni obou fetézcli za spravného
uspoiadani disulfidickych mustkdi mezi cysteiny. Retézce A (se 4 cysteiny) a B (se 2
cysteiny) mohou po oxidaci vytvofit velké mnozstvi kombinaci disulfidickych mustkd,
z nichz ovSem jen jedna je spravna a biologicky aktivni. Nejpouzivangjsi je metoda dle
Chance et al. (38), ktera vyuziva piirozené schopnosti fetézcti insulinu spontanné se
formovat do spravného 3D-uspofadani. Retézce A a B jsou syntetizovany ve formé S-
sulfonatt, které jsou stalé vici oxidaci a snadno precistitelné. Dalsim krokem je pak
stechiometricka redukce S-sulfonati na volné SH skupiny a néslednd oxidace vzdusnym
kyslikem za pozvolného formovani disulfidickych mustki. Tato metoda je pomérné
jednoducha a poskytuje uspokojivé vytézky insulinu (38). Touto metodou byla ptipravena

fada analogu (58,59) a byla pouZita i pti pfipravé analogu insulinu v moji praci.

1.7.2. Biosyntéza metodami genového inZenyrstvi

Metoda biosyntézy insulinu pomoci mikroorganismt (bakterii ¢i kvasinek) se
pouziva hlavné pro primyslovou piipravu lidského insulinu, nebot’ poskytuje moznost
vyrabét lidsky insulin prakticky v neomezeném mnozstvi (39). Uméle vyrobeny plasmid
s genetickym kodem pro pozadovany polypeptid je vpraven do mikroorganismu, kde je
nasledn¢ exprimovan. Nékdy je tato metoda vyuZivana také pro piipravu analogl se
zaménami v peptidovém fetézci, na rozdil od jinych zplisobl pfipravy je vSak pouzitelna

pouze pro substituce ptirozenymi aminokyselinami (40,41).

1.7.3. Semisyntéza

Tato metoda poskytuje pomérné snadny zptsob piipravy lidského insulinu
Z insulint produkovanych jinymi organismy a také vyroby analogi. NejCastéji spociva
v odstépeni koncové Casti C-konce B fetézce insulinu proteasou (napf. trypsin, pepsin) a
nasledném pfipojeni modifikovaného peptidu S pozadovanym poradim aminokyselin
stejnou proteasou za pozménénych reakénich podminek (napf. pfitomnost organického

rozpoustédla, rozdilné pH apod.) (42). Takto lze naptiklad pfipravit z vepfového insulinu
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lidsky, protoze vepiovy insulin se od lidského odliSuje pouze aminokyselinou v pozici
B30, kde obsahuje alanin misto threoninu (43). Metoda je ovSem limitovana pouze na

urcité useky molekuly insulinu (napi. C-koncovy oktapeptid B fetézce).

1.8.Insulinové analogy a modifikace v molekule insulinu

Analogy insulinu byly a jsou pfipravovany nejen za uUcelem nalezeni vhodnych
latek k 1écb¢é diabetu, ale hlavné také kviili porozuméni mechanismu pasobeni insulinu a
jeho interakce s insulinovym receptorem. Modifikacemi jednotlivych aminokyselin v
fetézcich insulinu a zjisStovanim jejich vlivu na biologickou uc¢innost tohoto hormonu lze
ziskat dtlezité informace o funkci danych aminokyselin v molekule.

Zkoumanim pfirozené se vyskytujicich nefunkénich analogl insulinu, vznikajicich
genetickymi mutacemi, bylo zjiSténo, Ze tyto insuliny obsahuji modifikace ve vysoce
konzervovanych usecich insulinové molekuly (44,45). Mimo pfirozené se vyskytujici
insulinové mutanty bylo do dne$niho dne pfipraveno jiz mnoho desitek analogt insulinu
s modifikacemi v riznych ¢astech molekuly (46). Vyzkumy se pfitom zaméfuji predevsim
prave na analogy s modifikacemi v konzervovanych sekvencich aminokyselin, u kterych se
predpoklada vliv na biologickou aktivitu hormonu.

V podstaté vSechny modifikace Vv evoluéné konzervovanych pozicich insulinu
Vv obou fetézcich vedou k fatalni ztraté biologické aktivity a afinity vici receptoru (46).

V moji praci se blize zaméfim pouze na analogy vztahujici se k pozicim B8, B28 a B29.

1.8.1. Analogy s modifikacemi v pozicich B8, B28 a B29

Zajimavy dopad na molekulu insulinu ma zaména lysinu a prolinu v pozicich B28
a B29. Vyménou téchto aminokyselin vznikaji sterické prekazky a zanikaji specifické
kontakty prolinu, ¢imz se snizuje schopnost analogu vytvaret dimery (47). Takto
modifikovany insulin ma in vivo velmi rychly nastup Gcinku a zaroven velmi kratkou dobu
trvani, a je tedy vhodny pro rychlé snizeni hladiny glukosy pfi 1é¢bé diabetu. Tento analog
byl pod nazvem Humalog® jako prvni uveden do klinické praxe. Stejny G¢inek ma i

analog Aspart, ktery ma prolin v poloze B28 nahrazen kyselinou asparagovou (48).
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Biologickd ucinnost a vazebna afinita téchto analogi je pfitom piiblizné stejnd jako
ucinnost lidského insulinu.

Kviili objasnéni strukturni funkce glycinu v pozici B8 pii pfechodu mezi T a R
stavem byla pfipravena fada analogii se zdménou v této pozici, z nichZ nejdulezitéjsi jsou
uvedeny v Tabulce 1. Obecné Ize fici, Ze evoluéné konzervovany glycin v této pozici je
naprosto nenahraditelny a jakakoliv zaména vede Kk vyraznému snizeni jak aktivity a afinity

analogu, tak i jeho strukturni stability (49, 50).

vvvvvv

vzhledem Kk insulinu.

analog insulinu vazebna afinita (%) citace

insulin 100

[AlaB8]insulin 1,0 51
[D-AlaB8]insulin 0,11 51
[AlaB8]DKP-insulin 3,6 51
[D-AlaB8]DKP-insulin 0,17 51
[L-SerB8]DKP-insulin 90 51
[D-SerB8]DKP-insulin 11 51
[D-ArgB8]DKP-insulin 0,05 51
[SerB8]insulin 23 49
[ThrB8]insulin <0,2 49
[LeuB8]insulin <0,2 49
[D-LysB8]insulin <05 52
[D-TrpB8]insulin <0,6 52

Pozn.: DKP-insulin je analog insulinu, ktery byl vytvofen pro studium insulinového monomeru a
procesit agregace. Obsahuje modifikace v pozicich AspB10, LysB28 a ProB29, které¢ velmi
vyrazné snizuji agregaci insulinu. Ma vy$si afinitu k insulinovému receptoru (cca 180%) nez
nativni insulin a jeho dalsi analogy se ¢asto pouzivaji ke strukturné-aktivitnim studiim (53).
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1.8.2. AibB8LysB28ProB29-insulin; strucny tivod do problematiky

Jak jiz bylo feceno, vyznam T a R konformace insulinu nebyl doposud objasnén.
Z velkého mnozstvi struktur ziskanych rentgenostrukturni analyzou a ze spekter ziskanych
cirkularni difrakci je znamo, ze R konformace u insulinu je dosazeno pouze piidanim
aditiv, jako jsou napt. malé cyklické alkoholy (fenol, kresol, resorcinol atd.) (54). Tyto
latky se vazou na specificka mista v insulinové molekule a umoziuji prechod N-konce B
fetézce do stavu R. Ptirozené se insulin nachdzi v T stavu, pficemz ziskani a biologicka
charakterizace insulinu v R stavu bez pfidanych stabiliza¢nich latek by byly velkym
prislibem pro objasnéni vyznamu T a R konformaci insulinu.

Kyselina a-aminoisomaselna neboli kyselina 2-amino-2-methylpropanova (Aib) je
neproteinogenni achiralni aminokyselina, v pfirodé jen ziidka se vyskytujici jako soucast
nékterych antibiotik produkovanych niz§imi houbami. Tato aminokyselina mtze diky své
stereochemii  zaujmout v polypeptidickém fetézci pouze konformaci pravo- nebo
levotoCivé Sroubovice, ¢imz velmi silné indukuje a-helikalni strukturu u nasledujicich
aminokyselin. Diky této vlastnosti se Aib pouziva v syntéze proteinii k vytvofeni ¢i
stabilizaci Sroubovicové struktury v peptidovém fetézci (55).

Zabudovanim kyseliny o-aminoisoméselné do polypeptidického fetézce insulinu
tedy muzeme piedpokladdat indukci a-Sroubovicové struktury v dané oblasti. Pokud
budeme touto aminokyselinou substituovat glycin v poloze B8, mohli bychom ziskat
insulin se stabilni a-helikalni strukturou v celém tuseku B1-B19, tedy insulin v R stavu.
Zjisténim vazebné afinity tohoto insulinu bychom pak mohli ziskat informace o
preferenci/akceptovatelnosti R konformace insulinu pii vazbé na receptor.

Jak je uvedeno vyse, zaména lysinu v pozici B29 s prolinem v pozici B28 velmi
vyrazné (300x) snizuje agregacni schopnosti insulinu (47). Této vlastnosti se vyuziva pfi
pfipravé analogl insulinu, u kterych by tvorba dimeru byla na obtiz pfi naslednych

fyzikaln&-chemickych analyzach, jako je napf. nuklearni magneticka rezonance.
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2. CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace byla piiprava a charakterizace AibB8LysB28ProB29-
insulinu za Gcelem ziskani informaci, které by mohly pfispét k objasnéni vyznamu T a R
konformaci insulinu.

1. Piiprava AibB8LysB28ProB29-insulinu celkovou chemickou syntézou.

2. Zjisténi vazebné afinity AibB8LYysB28ProB29-insulinu.
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3. MATERIAL

ACN - Scharlau Chemie, Sentmenat, gpanélsko

BSA — Invitrogen, Carlsbad, California, USA

diethylether — Penta, Chrudim, CR

Dipea — Aldrich, Milwaukee, USA

DMF — Fluka, Buchs, gvycarsko

DTT — Sigma, St. Louis, USA

EDT — Fluka, Buchs, §Vycarsk0

fenol — Sigma- Aldrich, Steinheim, Némecko

Fmoc-chranéné aminokyseliny — Novabiochem, Lucerne, Svycarsko
glukosa — Sigma, St. Louis, USA

Gly — Sigma, St. Louis, USA

Gua — Sigma, St. Louis, USA

HCI — Penta, Chrudim, CR

HBTU — Novabiochem, Lucerne, Svycarsko

HEPES — Sigma, St. Louis, USA

hydrogenuhli¢itan amonny — Sigma, St. Louis, USA

hydroxid sodny — Penta, Chrudim, CR

chlorid draselny — Sigma, St. Louis, USA

chlorid sodny — Penta, Chrudim, CR

lidsky insulin — Sigma, St. Louis, USA

lidsky insulin znageny radioizotopem °I — Perkin Elmer, Waltham, USA
octan sodny — Lachema, Neratovice, CR

Sephadex G10, Sephadex G 50 — Pharmacia, Uppsala, Svédsko
sifi¢itan sodny — Sigma, St. Louis, USA

siran hotec¢naty — Fluka, Buchs, SV}'Icarsko

tetrathionan sodny — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
TFA — Fluka, Buchs, gvycarsko

thioanizol — Fluka, Buchs, Svycarsko

TIS — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Tris — Sigma, St. Louis, USA

Wangova pryskyfice — Fmoc-Thr/Asn(tBu)-Wang resin, Novabiochem, Lucerne, Svycarsko
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4. METODY

4.1.Priprava S-sulfonatu A retézce a S-sulfonatu AibB8LysB28ProB29-
B retézce

Oba fetézce byly syntetizovany v servisnim pracovi§ti Syntéza peptidi UOCHB
AV CR na automatizovaném syntetizatoru ABI 433A od firmy Applied Biosystems.
Ptiprava probihala metodou syntézy na pevné fazi podle Merrifielda (36) S pouzitim Fmoc
chranici strategie. Tato strategie vyuzivd jako semipermanentni N-koncovou chréanici
skupinu 9-fluorenyl-methyloxykarbonyl (Fmoc) (37), ktery je odstépitelny Vv bazickém
prostfedi. K chranéni postrannich skupin jednotlivych aminokyselin byly pouzity skupiny
Boc, tBu, Trt a Pbf. Pouzitou pryskyfici byla pfedem substituovana Wangova pryskyfice
(s predem pfipojenym threoninem pro B fetézec a asparaginem pro A fetézec). Syntéza
byla provadéna v 0,1 mmol métitku.

Kazdy kondenzacni cyklus byl proveden 1-2x (délka trvani 30 minut), pfi¢emz bylo
vzdy pfidano 10nasobné mnozstvi dané¢ Fmoc-chranéné aminokyseliny. Jako kondenzacni
¢inidla byly pouzity HBTU, HOBt a Dipea v DMF. Po navazani vSech aminokyselin byl
vysledny produkt promyt DCM a navazany na pryskyfici pfedan k dal§imu pouZiti.

4.1.1. Stépeni r'etézcii a konverze na S-sulfondty

Stépici smés pouzita k od§tépeni jednotlivych fetézcl z pryskyfice a zaroven
k odstépeni chranicich skupin byla pfipravena smichanim 21 ml TFA, 0,75 ml vody, 0,75
ml thioanizolu, 0,375 ml EDT, 0,75 g fenolu a 0,15 ml TIS. Smés byla smichana
s fetézcem a za stdlého michani ponechana 2 hodiny za pokojové teploty. Poté byla
zfiltrovana pftes fritu velikosti S3 do 200 ml studeného diethyletheru za stalého chlazeni
Vv ledové lazni, ¢imz vznikla srazenina peptidu. Srazenina byla dale ptefiltrovana ptes fritu
velikosti S4, proplachnuta vét§im mnoZstvim studeného diethyletheru a nasledné vysuSena.

Ret&zce s volnymi SH skupinami byly nasledné prevedeny na S-sulfonaty pouzitim
sulfitolyza¢niho pufru 0 slozeni 100 mM Tris, 250 mM sifi¢itan sodny, 80 mM
tetrathionan sodny a 7 M GuaHCI. Jeho pH bylo upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,6.
Srazenina peptidu byla rozpusténa ve 25 ml tohoto pufru a smés byla michana 3 hodiny za

pokojové teploty.
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4.1.2. Gelovad chromatografie

Peptid v sulfitolyza¢nim roztoku byl odsolen na nizkotlaké chromatografické
kolon¢ Sephadex G10 o celkovém objemu 1000 ml. Gelova chromatografie probihala za
pokojové teploty, mobilni fazi byl 50 mM hydrogenuhli¢itan amonny, rychlost pritoku 0,7
ml/min, frakce byly jimany pomoci automatického sbérace frakci po 15 minutdch. Po
skoneni chromatografie byla proméfena absorbance jednotlivych frakci na
spektrofotometru Lambda 25 od firmy Perkin Elmer pti vinové délce 276 nm. Frakce
obsahujici pfislusny insulinovy fetézec byly spojeny a lyofilizovany. Lyofilizat byl
nasledné rozpustén v roztoku obsahujicim asi 50% ACN v 0,1% TFA v deionizované vod¢

a precistén pomoci preparativniho provedeni RP-HPLC.

4.1.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) byla
provadéna na piistrojich firmy Waters (Cerpadlo Waters 600, UV/VIS detektor Waters
2487). Data byla zpracovana chromatografickym programem Clarity Lite od firmy Data Apex.

Analytické provedeni HPLC na reverzni fdzi (RP-HPLC)

Pro analyzu reakéni smési a ovéfeni Cistoty jednotlivych fetézci i vysledného
analogu pomoci analytického provedeni RP-HPLC byla pouzita analyticka kolona
Nucleosil 120-5-C18 o rozméru 250 x 4 mm firmy Watrex. Gradientova eluce (Tab. 2, str.
23) byla provadéna roztokem o stoupajici koncentraci ACN v deionizované vodé
obsahujici 0,1% TFA. Pritok byl 1 ml za minutu. Absorbance eludtu byla proméfovana pfi

vlnovych délkach 218 a 276 nm.

Preparativni provedeni HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC)

Po odsoleni gelovou chromatografii byly jednotlivé fetézce stejné tak jako vysledny
analog purifikovany a izolovany pomoci preparativniho provedeni RP-HPLC. Byly k tomu
pouzity preparativni kolony Nucleosil 120-5-C18 firmy Watrex — pro preparaci fetézci
rozmé&r 250 x 21 mm (pratok 9 ml/min), pro preparaci analogu rozmér 250 x 8 mm (pruatok 3
ml/min). Gradientova eluce (Tab. 2, str. 23) byla provadéna roztokem o stoupajici koncentraci

ACN v deionizované vodé obsahujici 0,1% TFA. Absorbance eluatu byla prométfovana pii

vlnové délce 218 a 276 nm.
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Tabulka 2: Gradientové eluce pouzité pii RP-HPLC. Gradient 1 byl pouzit pro analytické
provedeni a pii preparaci vysledného analogu, gradient 2 byl pouzit pro preparaci jednotlivych
fetézcl.

gradient 1
¢as (min) 0 1 21 35 36 37 371
obsah ACN (%) 8 28 36 44 72 72 8
gradient 2
¢as (min) 0 30 31
obsah ACN (%) 8 80 8

4.1.4. Hmotnostni spektrometrie

Identifikace jednotlivych fetézc i vysledného analogu byla provedena pomoci
hmotnostni spektrometrie v Laboratofi hmotnostni spektrometriec UOCHB AV CR na
ptistroji LTQ Orbitrap XL od firmy Thermo Fisher Scientific. Jedna se o hybridni
hmotnostni spektrometr pracujici s Fourierovou transformaci a kombinujici metody
linearni iontové pasti a orbitrapu (elektrostaticka past), ktery bézné dosahuje piesnosti lepsi

nez S ppm.

4.2.Rekombinace retézcu

Rekombinacéni reakce, pii které se spoji A a B fetézce insulinu a vytvoii se tfi
vodikové mustky (dva mezi fetézci A a B a tfeti v fetézci A), je rozdélena do dvou ¢asti:
redukce a oxidace. V prvni ¢asti dochazi k redukci S-sulfonatovych skupin fetézcl za
vzniku SH skupin, které jsou pak v druhé ¢asti podrobeny pomalé oxidaci vzduSnym

kyslikem za vzniku disulfidickych mustki.

Redukce

Retézce A a AibB8LysB28ProB29-B byly rozpuitény v odvzdusnéném 0,1 M
Gly/NaOH pufru o pH 10,5 a smichany v hmotnostnim poméru 2:1. Pfesna koncentrace
fetézcl byla stanovena spektrofotometricky na spektrofotometru Lambda 25 (Perkin
Elmer, USA) a podle ni bylo vypocteno mnozstvi DTT odpovidajici 1,3 ekvivalentu SH
skupin obsazenych v fetézcich. DTT byl rozpustén ve stejném odvzdusnéném 0,1 M
Gly/NaOH pufru a ptidan k fetézcim. Smés byla michana 15 minut bez pfistupu vzduchu

za pokojové teploty.
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Oxidace
Redukce byla ukoncena ptidanim 1,5ndsobku objemu zavzdusnéného 0,1 M
Gly/NaOH pufru o pH 10,5. Smés byla za stalého michani za ptistupu vzduchu ponechana

v 5°C po dobu 2-4 dni. Poté byla oxidace ukoncena ptidanim 3 ml 99% kyseliny octové.

Po ukonceni rekombinace byla smé&s nanesena na nizkotlakou chromatografickou
kolonu Sephadex G50 medium o celkovém objemu 500 ml. Gelova chromatografie
probihala za pokojové teploty, mobilni fazi byla 1 M kyselina octova, rychlost pratoku 0,5
ml/min, frakce byly jimany pomoci automatického sbérace frakci po 12 minutach. Po
skoneni chromatografie byla proméfena absorbance jednotlivych frakci na
spektrofotometru pii vinové délce 276 nm. Frakce obsahujici pfislusny insulinovy fetézec
byly analyzovany pomoci analytického provedeni RP-HPLC (viz 4.1.3.), spojeny a
lyofilizovany. Lyofilizdt byl nasledné rozpustén v roztoku obsahujicim asi 80% ACN
v 0,1% TFA v deionizované vodé a analog byl izolovan pomoci preparativniho provedeni

RP-HPLC (viz 4.1.3.).

4.3.Priprava bunék pro vazebné testy

Bunééna linie IM-9 byla péstovana podle doporuéeni dodavatele ATCC (Manassas,
USA; LGC Standards, Poland). Bunky rostly pii teploté 37°C ve zvlhéené atmosféie se
zvysenym obsahem CO; (5%) v médiu RPMI-1640 obsahujicim 10% BSA, 100 U/ml
penicilinu/streptomycinu a 2 mM GIn (vSechny chemikalie od firmy Invitrogen, Carlshad,

California, USA). Buniky byly pasaZovany 3x tydné.

4.4.Testovani vazebné afinity AibB8LysB28ProB29-insulinu in vitro

Testovani vazebné afinity insulinového analogu k insulinovému receptoru probiha
jako kompetice mezi analogem a insulinem zna¢enym radioaktivnim izotopem 2| na
tyrosinu v poloze A14 o vazebna mista na insulinovém receptoru. Testovani se provadi na
lidskych lymfocytech IM-9, které jsou bohaté na insulinovy receptor typu A. Testovani
probiha za stalé koncentrace znaceného insulinu a stejného mnozstvi bunck IM-9 a

rostouci koncentrace testovaného insulinu nebo jeho analogu. Testovani bylo provedeno
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metodou dle De Meytse (56). Bunky o koncentraci 2 miliony/ml byly inkubovany
s rostouci koncentraci insulinu resp. insulinového analogu a znacenym lidskym '#I-
insulinem (20 000 cpm) o konstantni koncentraci. Reakce probihala ve vazebném pufru o
nasledujicim slozeni: 100 mM HEPES, 100mM chlorid sodny, 5 mM chlorid draselny, 1,3
mM siran hote¢naty, 1 mM EDTA, 10 mM glukosa, 15 mM octan sodny a 1% BSA
Vv celkovém objemu 500 pl pti pH 7,6 a teploté 15°C po dobu 2,5 hodiny. Po ukonceni
inkubace byly pfipraveny duplikaty o objemu 200 pl a centrifugovany pii 15 000 g a 4°C
po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran a radioaktivita navazana v peletach byla
stanovena pomoci y-pocitate (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer,
Wellesley, USA). Vazebna data byla analyzovana programem GraphPad Prizm 5.0

metodou analyzy podle modelu vazby do jednoho vazebného mista (one-site fitting

model).
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5. VYSLEDKY

5.1.Priprava S-sulfonatu A retézce a S-sulfonatu AibB8LysB28ProB29-
B retézce
Oba fetézce byly po syntéze na pevné fazi nejprve Stépici smeési odstépeny

Z pryskyftice a nasledné prevedeny na S-sulfonaty pisobenim sulfitolyza¢niho pufru.

5.1.1. Purifikace a identifikace retézcii

Smés po Stépeni byla rozdélena pomoci gelové chromatografie na kolon¢ Sephadex
G10 o celkovém objemu 1000 ml za podminek popsanych v kapitole 4.1.2. Elu¢ni profil
smési obsahujici S-sulfonat A fetézce je zndzornén na obrazku ¢. 7, eluéni profil smési
obsahujici S-sulfonat AibB8LysB28ProB29-B fetézce na obrazku ¢. 8 (str. 27). Frakce
obsahujici pfislusny insulinovy fetézec byly spojeny, lyofilizovany a purifikovany pomoci
RP-HPLC. Vytézek po syntéze a chromatografii byl v pfipadé A tetézce 43%, v piipad¢ B
fetézce 42%. Cistota obou fetdzctl byla ovéfena analytickou RP-HPLC a identifikace byla
provedena hmotnostni spektrometrii (Obr. 9 a 10, str. 27-28; Tab. 3, str. 30).
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Obr. 7: Odsoleni S-sulfonatu A fetézce na kolon¢ Sephadex G10. Eluce byla provedena 50 mM
NH4HCO;. Frakce 24-31 obsahovaly Cisty A fetézec.
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Obr. 9.: Hmotnostni spektrum S-sulfonatu A fetézce v negativnim rezimu méfeni.

Obr. 8: Odsoleni S-sulfonatu AibB8LYysB28ProB29-B fetézce na koloné Sephadex G10. Eluce byla
provedena 50 mM NH,HCO;. Frakce 41-51 obsahovaly ¢isty AibB8LysB28ProB29-B fetézec.
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Obr. 10.: Hmotnostni spektrum S-sulfonatu AibB8LysB28ProB29-B fetézce v negativnim rezimu
méfeni.

5.2.Rekombinace retézcu

Cisté S-sulfonaty A fetézce a AibB8LYsB28ProB29-B fetézce byly zredukovany
v ptitomnosti DTT a poté podrobeny pomalé oxidaci za ptistupu vzduchu. Po ukonceni
rekombinacnich reakci byla reakéni smés nanesena na kolonu Sephadex G50 medium o
celkovém objemu 500 ml za podminek popsanych v kapitole 4.2. Elu¢ni profil smé&si je
zobrazen na obrazku ¢. 11 (str. 29). Frakce obsahujici analog AibB8LysB28ProB29-insulin
byly spojeny a lyofilizovany. Lyofilizat byl nasledné rozpustén a analog byl purifikovan a
izolovan pomoci preparativniho provedeni RP-HPLC (Obr. 12, str. 29). Po prvni
rekombinaci bylo ziskano 0,3 mg analogu, coZ odpovida vytézku 1,25%. Kvalita a Cistota
analogu byly nakonec ovéteny analytickym provedenim RP-HPLC (Obr. 13, str. 30) a
hmotnostni spektrometrii (Obr. 14, str. 31).
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Obr. 11: Elu¢ni profil AibB8LysB28ProB29-insulinu na kolon¢ Sephadex G50. Eluce byla
provedena 1 M CH3;COOH. Frakce 51-64 obsahovaly analog AibB8LysB28ProB29-insulin.
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Obr. 12: Chromatografické déleni smési po rekombinaci analogu a odsoleni gelovou
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analogu; jeho Cistota je 95%.

Tabulka 3: Relativni molekulové hmotnosti peptida - vypoctené hodnoty
monoizotopickych forem a hodnoty zjisténé pomoci hmotnostni spektrometrie.

peptid Mr (monoizotopicka) Mr (naméfend)
A-fetézec 2701,82 2701,80
AibB8LysB28ProB29-B fetézec 3615,63 3615,62
AibB8LysB28ProB29-insulin 5831,67 5831,68

30



AIBKP-6 #33-35 RT:0.95-1.01 AV:3 NL:2.94E6
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
1168.14

100+ 6

114755
=7 447553

1119.52 255
z=? "

1073.49
10 z=1

S RN

27
124021 5o
=5 o W
b bl L L

1295.59

1327.63
z=2 1355.14 1405.40

z=2 z=4 1
T ™7

1431.56
z=1

1459.68
z=4

1465.42
z=4 149868

[ L z=? 2=5 2=?
T ) T

1619.25
1549.52 158351  ,=4

1710.79  1753.04

=7 z=7 z=7

Uresont

¥ | e e 2 e
1050 1100 1150 1200

AIBKP-6_XT_00001_MHp_#1 RT:1.00 AV:1 NL:7.72E5
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

100
90
80~
70 1295.59
@

B0

20+
al
o1y Iy

ve Abugdal

b

1431.56 2566.22

1549.52 l
‘“‘Ilvl‘ — el

1250 1300

2960.80 3267.96
Y
T Lo

T
1400
miz

T
1350

T f Tty
1450 1500 1550 1600

5835.68

| B o
1650

S S e e e
1700 1

6473.98

T
750

7108.29
Y

T T L)
1500 2000 2500

AIBKP-6_XT_00001_MHp_#1 RT:1.00 AV:1 NL:7.72E5
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

100

T
4000
miz

| —
3500

5835.68

5834.68

5833.68

L T T T T T T T
4500 5000 5500
5836.68
5837.68

5838.69

5839.69

"
L s
6000

L S ey s e
6500

Lo
7000

5832.68
10+ |

5840.69
| 584169
|

LA L e e L e L B e T T T
5827 5828 5829 5830 5831 5832 5833 5834 5835 5836 5837 5838 5839 5840

Hmotnostni spektrum analogu AibB8LysB28ProB29-insulinu.

5842

5842.70
h
T

5843 5844

5.3.Testovani vazebné afinity AibB8LysB28ProB29-insulinu in vitro

T
5845

Vazebné testy AibB8LysB28ProB29-insulinu byly provedeny v duplikatech celkem

4x (Tab. 4). Vysledky byly zprimérovany a byla vytvofena vysledna vazebna kiivka a

uréena hodnota disocia¢ni konstanty Ky (Obr. 15, str. 32). Ve srovnani s lidskym insulinem

vykazuje AibB8LysB28ProB29-insulin vazebnou afinitu 0,26%.

Tabulka 4: Vysledky vazebnych testti AibB8LysB28ProB29-insulinu.

peptid Kq+ SEM vazebnd afinita (%)

pocet méfeni

100
0,26

lidsky insulin
AibB8LYysB28ProB29-insulin

0,38 £ 0,0239
146,50 + 30,45

3
4

Ky — rovnovazna disocia¢ni konstanta, SEM — standardni chyba
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Obr. 15: Vazebna kiivka lidského insulinu a AibB8LysB28ProB29-insulinu. cy je molarni
koncentrace lidského insulinu resp. analogu. Vytvofeno v programu GraphPad Prizm 5.0.
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6. Diskuse

Vyznam dvou zéakladnich konformaci T a R insulinu pfi interakci s insulinovym
receptorem nebyl doposud objasnén. Neni znamo, zdali je soucasti hypotetické ,,aktivni
konformace® insulinu jeden z téchto dvou stavii, anebo je to dokonce jest¢ n¢jaka jina
konformace N-konce B fetézce, jako napiiklad nové popsany ,,mezistav mezi konformaci
T a R (35). Pfi objastiovani procesu piechodu mezi stavem T a R a ulohy obou stavi
mohou byt uzitecné nové analogy insulinu, které maji stabilizovanou nékterou z téchto
konformaci. Pouzitim aminokyseliny Aib, kterda v peptidovém fetézci indukuje vznik
Sroubovicové struktury (55), bychom mohli vytvofit analog insulinu se stabilnim R stavem.

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala ptipravou a charakterizaci nového
analogu AibB8LYysB28ProB29-insulinu. Pozice B8 je pravé tim mistem, kde dochazi
k pfechodu mezi stavem T a R. Glycin v této poloze se svoji obrovskou flexibilitou
umoziiuje N-konci B fetézce stacet se do velkého mnozstvi uhli. Pouziti specifické
aminokyseliny, jeZ je schopna zaujimat jenom uhly pro pravo- nebo levoto¢ivou Sroubovici
- jako je pouzita Aib - by mohlo zarudit vytvofeni stabilniho R stavu i bez pouziti malych
cyklickych alkoholti (fenol, cyklohexanol, atd.), popfipad¢ jinych aditiv, ktera se pro
dosazeni tohoto stavu obvykle K insulinu ptidavaji (54). Zaména prolinu v pozici B28
s lysinem v pozici B29 byla pouzita z divodu minimalizovani dimerizace insulinu (47),
kterd by vadila pfipadnym dalSim fyzikalné-chemickym analyzam jako napiiklad NMR,
kterou by se dala urcit terciarni struktura analogu v roztoku (52).

Rekombinacéni reakce lidského insulinu, kdy se spojuji S-sulfonat A fetézce S S-
sulfonatem B fetézce, ma obvykle vytézek mezi 8 a 12% vzhledem k limitujici slozce, jiz
je mnozstvi B fetézce. U analogli zavisi vytézek reakce na vlivu substituce jednotlivych
aminokyselin, pramémé se vSak pohybuje mezi 3 a 6% (49). U analogu
AibB8LYysB28ProB29-insulinu byl vytézek z prvni rekombinace pouhych 1,25%, z druhé
0% a ze tieti méné nez 1%. To je zajimavy vysledek v porovnani sanalogem AibB8-
insulinem pfipravenym V laboratofi Dr. Jiracka, jehoz vytéZek z n€kolika rekombinacnich
reakci byl praimémé 4,5% (57). Zaroven z analyz pomoci RP-HPLC jsme u analogu
AibB8LYysB28ProB29-insulinu pozorovali vyrazné zvySenou hydrofobicitu oproti
lidskému insulinu i1 jinym analogim insulinu. Tento fakt se mohl odrazit na nizkych
vytézcich rekombinacnich reakci, nicméné predpokladame, ze hlavni podil na téchto

vysledcich nese zdména prolinu s lysinem, ktera mtize konformacné ovlivnit poskladani

33



wrwe

béhem rekombinace.

Vazebna afinita analogu AibB8LysB28ProB29-insulinu Kk insulinovému receptoru
je velice nizkd — 0,26%. Podobnou afinitu ma i analog AibBS8-insulin (57), coz potvrzuje
fakt, ze zaména prolinu s lysinem v pozicich B28 a B29 neovliviiuje vazebnou afinitu
analogu va¢i insulinovému receptoru (52). Glycin v pozici BS je absolutné evolu¢né
konzervovana aminokyselina a zasah do této pozice ma vzdy negativni vliv na vazebnou
afinitu. V minulosti byly pfipraveny analogy se zdménou glycinu v pozici B8 za rizné L- a
D-aminokyseliny (51, 49). Obecné lze fici, ze L-aminokyseliny v této pozici jsou 1épe
tolerované nez D-aminokyseliny. Ptesto vSak vSechny analogy s L-aminokyselinou
v pozici B8 (vyjma SerB8-insulinu, 23%) vykazuji afinitu kolem 1% Vv porovnani
s pfirozenym insulinem. D-aminokyselina v této pozici bez ohledu na postranni fetézec
vzdy zaptic¢inuje prudky pokles vazebné afinity, ktery nedosahuje (opét kromé D-serinu)
0,5% afinity lidského insulinu (Tab. 1, str. 17). Je velice zajimavé porovnavat vazebné
afinity B8-analogli, vcetné v této praci pripraveného AibB8LysB28ProB29-insulinu,
s konforma¢nimi moznostmi jednotlivych aminokyselin. Glycin jako jedina aminokyselina
bez postranniho fetézce miize zaujimat Sirokou skalu uhli a mize byt soucasti v podstaté
jakékoliv sekundarni struktury. D- a L-aminokyseliny maji kvili svym postrannim
fetézcim uréitd omezeni v pohyblivosti a nékteré Uhly a konformace jsou pro né
neptipustné. Aib je v podstaté strukturné slozeny D- a L-alanin a tim se stava nesmirné
rigidni aminokyselinou umoznujici zaujimat, jak uz bylo feCeno, pouze oblast uhli
typickou pro levo- a pravoto¢ivou Sroubovici. Pti porovnavani thla, které zaujima glycin
v pozici B8 v rtiznych konformacich, mizeme fici, Ze v T stavu se hodnoty téchto thlu
pohybuji v oblastech pro D-aminokyseliny a naopak v R stavu v oblastech pro L-
aminokyseliny (49). Ze vsSech z literatury znamych vysledkti afinit analogl
modifikovanych v pozici B8 a znaseho vysledku pro AibB8ProB28LysB29-insulin
vyplyva, ze flexibilita N-konce B fetézce v misté glycinu B8 je absolutné nezbytna pro
plnou vazebnou afinitu. Vzhledem k velice malému vytézku a nesnadnosti syntézy naseho
analogu AibB8ProB28LysB29-insulinu nejsme prozatim schopni tento analog podrobit
dalSim fyzikdlnim metodam, jako je napf. cirkularni dichroismus, ktery by urcil
procentualni zastoupeni a-Sroubovice, NMR studie, jez by uréily strukturu analogu
Vv roztoku, nebo rentgenostrukturni analyza, ktera by zcela osvétlila jeho terciarni strukturu

v krystalu. Presto je vysledek velice zajimavy, a to jak z hlediska narusené schopnosti
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spravné spojit fetézce analogu pfi rekombinacni reakci pouzitymi zménami v peptidovém
fetézci, tak i vazebnou afinitou, ktera i pfesto, ze je velmi nizka, je uziteCnym ukazatelem

pro tvorbu dalSich analogii a studium vyznamu T a R konformaci insulinu.
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Souhrn

Ve své bakalatské praci jsem celkovou chemickou syntézou pfipravila novy analog
insulinu - AibB8LysB28ProB29-insulin. Tento analog byl pfipraven za G¢elem objasnéni
vyznamu T a R konformaci insulinu a jejich tlohy pfi interakci insulinu s receptorem.
Aminokyselina Aib byla v pozici B8 pouzita z divodu jeji schopnosti siln¢ indukovat
Sroubovicové struktury v peptidovych fetézcich. Prolin a lysin v pozicich B28 a B29 byly
zaménény z divodu snizeni schopnosti analogu vytvaret dimery a hexamery. Metodou
syntézy na pevné fazi byl pfipraven insulinovy fetézec A a modifikovany insulinovy
retézec AibB8LYysB28ProB29-B. Surové A a B fetézce byly po Stépeni nejprve pievedeny
na S-sulfonaty, poté odsoleny gelovou chromatografii a nasledné purifikovéany a izolovany
pomoci preparativniho provedeni RP-HPLC. Retézce byly spojeny rekombinaéni reakei za
vzniku nového insulinového analogu AibBS8LysB28ProB29-insulinu. Tento novy analog
byl opét precistén nejprve gelovou chromatografii a poté pomoci RP-HPLC. Oba fetézce 1
vysledny analog byly charakterizovany pomoci analytického provedeni RP-HPLC a
hmotnostni spektrometrii. Nakonec byla stanovena vazebna afinita AibB8LysB28ProB29-
insulinu K insulinovému receptoru. Hodnota jeho disocia¢ni konstanty ve srovnani
s hodnotou disocia¢ni konstanty lidského insulinu vypovida o ztraté vazebné afinity a tedy

i biologické aktivity tohoto analogu.
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Abstract

According to the International Diabetes Federation, there were 285 million people
in the age from 20 to 79 years suffering from diabetes on the planet in 2010. This means
diabetes has become a global epidemic so the importace of insulin research is still growing.

Insulin is a protein hormone that plays a key role in regulating blood glucose level
which has a widespread impact on the whole metabolism. Insulin acts through binding of
its monomeric form to the insulin receptor. At present, however, the active monomeric
structure of insulin is still unknown. It is clear that insulin monomer must undergo
structural changes upon binding to the insulin receptor as the residues crucial for the
interaction are burried within the native form. According to studies of highly active
hormon analogs there is an ample evidence that the C-terminal part of the B-chain is a
dynamic element in insulin activation and receptor binding. Probably, there is also great
importance of the B-chain N-terminus and the transition between T and R conformation.
However, the exact significance of the T and R states of insulin remains unclear.

In this work, a new insulin analog AibB8LysB28ProB29-insulin was prepared for
the purpose of studying significance of the T and R conformations of insulin and their
relationship to the active form of the hormone. On the position B8, this analog contains a-
aminoisobutyric acid, a non-proteinogenic aminoacid which is a strong inducer of helical
structure. We expected that this will result in a long helical region on the residues 1-19 in
the B-chain so we should get the R conformation of insulin, practically. To avoid
multimerization we swapped the residues of proline B28 and lysine B29. Finally, the
binding afinity of the new insulin analog was determined.

Based on this experiment, it was found out that the insulin analog
AibB8LysB28ProB29-insulin is very difficult to prepare. We got only 0,3 mg of the analog
from three independent recombination reactions. The binding afinity of the analog was

only 0,26% in comparison with human insulin (In Czech).
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