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ABSTRAKT

Diabetes mellitus je onemocnéni rozsifené po celém svété. Postihuje jedince vSech
vékovych kategorii, od novorozencl po seniory. Diabetes nema jednotnou pficinu. Jedna
se o souhru nékolika faktor(, které vedou k poruse regulace hladiny glukdzy v krvi. Ve
vétsiné pripadl se jednd o nékolik genetickych defektl ve spojeni se Spatnym Zivotnim
stylem. Nedavno byl ale objeven diabetes, zplsobeny mutaci v jednom genu, tzv.
monogenni diabetes, kdy chyba pouze v jediném genu zpUsobi propuknuti nemoci. Mezi
téchto nékolik dulezitych genl patfi i gen kodujici primarni strukturu prekurzoru insulinu,
preproinsulinu. Kazda zdména v peptidovém retézci je specificka a zplisobuje trochu jinou
formu nemoci. Odhaleni pacientl s touto mutaci vede k upresnéni jejich IéCby a Casto ke
zlepSeni jejich Zivotnich podminek.

Projev mutaci v insulinovém genu je rdzny. Nékteré zamény vedou k neonatalnimu
diabetu a pacienti jsou od narozeni plné zavisli na insulinu. Jiné se nemuseji nikdy projevit
nebo se daji IéCit pouze dietou. O zavaznosti nemoci rozhoduji vlastnosti plvodni
aminokyseliny a jeji uloha pfi biosyntéze insulinu Ci interakci s insulinovym receptorem
stejné tak jako vlastnosti nové vloZzené aminokyseliny.

Patogenni mutant QB22-insulin byl nalezen u nékolika jedinc(i v Ceské republice a
v Norsku a zpUsobil propuknuti monogenniho diabetu typu MODY. V molekule je pavodni
arginin na pozici 22 B-fetézce nahrazen glutaminem. Guanidinylova skupina argininu se
podili na stabilizaci tercialni struktury a pravdépodobné svym kladnym nabojem stabilizuje
i prechodovy stav pfi formovani disulfidickych mlstkd mezi retézci A a B. Ztratou argininu
klesne stabilita monomeru, pravdépodobné se prodlouzi ¢as potfebny ke spravnému
sbaleni molekuly, odhali se nové Casti fetézce a tim se zvysi riziko vzniku nezadoucich
reakci s ostatnimi okolnimi molekulami. Ve vysledku pak dochazi k skladovani Spatné
»sbalenych” molekul uvnitf endoplasmatického retikula (ER), stresu ER a inhibici soucasné

produkovaného, pfirozeného insulinu.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a widespread disease which can be diagnosed in all age groups
from newborns to seniors. Diabetes has multiple causes. The final disorder of blood
glucose regulation is caused by a complex of factors and agents, in many cases by genetic
defects connected with an unhealthy lifestyle. Moreover, a recently discovered form of
diabetes, referred to as the monogenic diabetes, results from a gene mutation whereby
only a single gene defect causes the onset of disease. The gene encoding the insulin
primary structure belongs to several fundamental genes. Each change in a peptide chain is
unique and leads to variation in this disease. Diagnosing patients with this mutation
results in more detailed specification of their treatment and often also in the

improvement of their living conditions.

Mutations of the insulin gene have various symptoms. Some of the changes lead to
the neonatal diabetes and patients are fully addicted to insulin since their birth. Other
variations will never break out at their carriers. Seriousness of the disease course depends
on characteristics of an original amino acid, its function in the insulin biosynthesis, its
interaction with the insulin receptor, and on characteristics of a newly inserted amino acid

and its influence on natural processes.

The pathogenic mutant, QB22-insulin, has been diagnosed in several cases in the
Czech Republic. The molecule of arginine in the 22B-chain position in the insulin molecule
is substituted by the molecule of glutamine. The guanidine group of arginine is important
for stabilisation of the insulin tertiary structure; and a guanidine group positive charge is
likely to stabilise a transient state within the formation of disulphide bonds between A

and B chains.

The monomer stability decreases with the change the arginine residue for
glutamine. Consequently, the time required for normal folding of molecule will be longer
and new parts of the chain will be exposed. This effects leads to a higher risk of adverse
reactions with other molecules contained in the ambient environment. Improperly folded
molecules are subject to retention in endoplasmic reticulum (ER), they cause an ER stress,

and they inhibit production of wild-type insulin. (In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

Boc - terc-butyloxykarbonylova skupina

BSA - hovézi sérovy albumin

DMC - dichlormethan

Dipea - N,N- diisopropylethylamin

DMF - N,N-dimethylformamid

DTT - dithiotreitol

EDT - ethandithiol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

ER - endoplasmatické retikulum

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

IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
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 a jednopismenné zkratky aminokyselin podle doporuceni

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



1. UVoD

1.1. Historie vyzkumu insulinu

Vyzkum insulinu a jeho nepostradatelnosti pro Zivot saha hluboko do nasi historie.
Nedostatek insulinu nebo schopnost téla na insulin reagovat je pfi¢inou nemoci znamé
jako diabetes mellitus. Pfed objevenim insulinu se diabeticti pacienti léCili pouze striktni
a pacienti stdle umirali, at uZz na nasledek samotného diabetu ¢i kachexie vyvolané
[é¢bou.(1)

Jiz ve starovéku lidé védéli, Ze nemocny cukrovkou vylucuje sladkou moc. V obdobi
Rimské fie ziskala cukrovka své jméno diabetes. Pojmenovani je odvozené od Feckého
diabainein (vyplavovat, protékat) a souvisi s velkym mnoZstvim moci, které diabeticti
pacienti produkuji.(2)

Prvni objev v lé¢bé diabetu ucinil némecky student mediciny Paul Langerhans
v roce 1869. Zjistil, Ze uvnitf slinivky se nachdzeji shluky bunék s neznamou funkci a popsal
je. Shluky bunék byly pozdéji pojmenovany jako Langerhansovy ostrivky. Roku 1889
fyziolog Oskar Minkowski a lékaf Paul von Mering dokazali, Ze slinivka ma minimalné dvé
funkce. Mimo zndmé produkce travicich stav produkuje jesté latku, jeZ reguluje mnoZstvi
glukdzy v krvi (insulin).(3)

Pocatkem 20. stoleti se k |éCeni diabetu zacaly, ne zcela ucinné, pouzivat extrakty
z pankreatu. Pokrok prisel s Frederickem Bantingem a Charlesem Bestem v laboratofi
Johna Macleoda na univerzité v Torontu v |été 1921. Smés ziskanou ze slinivky nejprve
nazvali jako "isletin". Nejprve smési z pankreatu léCili diabetické psy a pozitivni vysledky
vedly k tomu, Ze se Banting se svym tymem odhodlal pankreatickym extraktem |écit 14-ti
letého chlapce. Zdravotni stav chlapce se |é€bou stabilizoval a jeho Zivot se prodlouzil o 13
let. V roce 1923 ziskali Frederick Banting a John Macleod Nobelovu cenu.(1,3,4)

Roku 1922 byl vsSeobecné pfijat nazor, Ze insulin je protein. Diky své
nepostradatelnosti v 1écbé diabetickych pacientl s ¢imzZ souvisi i ekonomicka perspektiva
vyzkumu, se stal insulin "proteinem 20. stoleti".(1) Byl modelem pro objasnéni rtznych

vlastnosti protein( jako celku. Pfipisuje si také nékolik prvenstvi. Je to prvni protein,
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u kterého byla zjisténa primarni sekvence aminokyselin. Tu objasnil v roce 1955 Frederick
Sanger, ktery zaroven vynalezl univerzalni metodu stanoveni primarni struktury proteind
(5), za coZz v roce 1958 ziskal Nobelovu cenu. Insulin je také prvnim proteinem, ktery byl
kompletné syntetizovan — nezavisle v laboratofich Helmuta Zahna v Némecku, Panayotise
Katsoyannise v USA a Yu Can Dua a Zhang You Shanga v Ciné.(6,7,8)

Krystalizaci insulinu poprvé proved| John Abel roku 1929 v Baltimoru. Pozdéji ho
nasledoval Jorgen Schlichtkrull, ktery zlepsil podminky krystalizace a definoval v roce 1958
dvé moznosti hexamerniho usporadani v pfitomnosti bud dvou nebo Etyf zine€natych
iontl. Na jeho praci navazala Dorothy Crowfood Hodgkinova. Se svymi kolegy v Oxfordu
pomoci X-paprskové krystalografie stanovila 3-rozmérnou strukturu insulinu.(9) Dorothy
Crowfood Hodgkinova ziskala za rentgenostrukturni analyzu v roce 1964 Nobelovu cenu.

V neposledni fadé byl insulin jako prvni protein syntetizovan v mikroorganismech

pomoci metody rekombinantni DNA.(3)

1.2. Molekula insulinu

1.2.1. Vlastnosti insulinu a jeho struktura

Insulin je globularni protein slozeny ze dvou Fetézc(i A a B. Retézec A obsahuje 21
aminokyselin a ma spiSe kysely charakter. B-fetézec ma spiSe bazicky charakter a je sloZen
z 30 aminokyselin. V A-fetézci jsou Ctyti cysteiny v pozicich A6, A7, A11 a A20 a v B-fetézci
jsou dva cysteiny v pozicich B7 a B19. Cysteiny se oxiduji za vzniku tfi disulfidickych
mustkd, z nichZ jeden je intrachinarni mezi cysteiny v pozicich A6 a A11. Dalsi dva vytvareji

interchindrni mlstky A7-B7 a A20-B19 a propojuji tak fetézec A s fetézcem B.(10)

1 42 43 14 15 16 17 18 19
Obr. 1. : Primarni struktura lidského insulinu. A-fetézec je znazornén cervenou barvou a B-fetézec modrou

barvou. Prevzato (15).



Molekula insulinu obsahuje oblasti, které snadnéji podléhaji mutacim a u rGznych druh(
ZivoCich( a evoluci jednoho druhu se lisi, a naopak oblasti, které jsou evolu¢né i druhové
neménné. Evolu¢né konzervované oblasti maji daleZitou strukturni a funkéni dlohu a jejich
zménou by doslo k poskozeni az neschopnosti spravné funkce insulinu v organismu. Prvni
z téchto oblasti jsou nepolarni aminokyseliny tvofici jadro molekuly a napomadhajici
spravnému sloZeni obou fetézcli v monomeru. Sem patfi vSechny cysteiny, leuciny A16,
B6, B11 a B15, valin B18 a glyciny B8 a B23.(11,12) Druhou invariantni oblasti jsou
aminokyseliny, podilejici se na agregaci monomeru na vyssi formy, jako jsou dimer a
hexamer. Tam patfi hlavné aminokyseliny histidiny B5 a B10, valin B12, kyselina glutamova
B13, tyrosin B16 a aromaticky triplet z fetézce B fenylalaniny B24 a B25 a tyrosin B26. Tyto
aminokyseliny se nejspiSe podileji i na vazbé insulinu na jeho receptor. Posledni skupinu
tvori aminokyseliny na povrchu molekuly, které se ucastni riznych stadii agregace, udrzuji
spravnou tercidlni strukturu a podileji se pti vazbé na receptor. Je to glycin Al, isoleucin
A2, valin A3, glutamin A5, tyrosin A19 a asparagin A21.(11,12, 13,14,16)

V fetézci A se nachazeji dvé a-Sroubovicové oblasti. Prvni je mezi aminokyselinami
A2-A8 a druhd A13-A19. Tyto Sroubovicové oblasti jsou spojené B-otackou A9-A12. B
fetézec obsahuje centrdlni a-Sroubovici, jez tvofi aminokyseliny B9 az B19. Za nim
nasleduje B-otacka B20-B23. C-konec B fetézce je ve strukture B-sklddaného listu. N-konec
B-fetézce muzZe zaujimat dvé rGzné konformace T a R. V T-konformaci (z anglického tense,
napnuty) nema konec rfetézce (B1-B8) pevnou strukturu a je volné natazeny. V R-stavu (z
anglického relax, uvolnény) prodluzuje N-konec B-fetézce centralni a-Sroubovici B9-B19 a

vytvari a-Sroubovici B1-B19.(17, 18,19)

1.2.2. Kvartérni struktura insulinu

Insulin v téle cirkuluje ve formé monomeru.(18) Tato forma insulinu je biologicky
aktivni. V mikromolarnich koncentracich asociuje do dimernich struktur a v pfitomnosti
zineCnatych nebo jinych bivalentnich iontl kovu vytvari hexamery. Hexamerni struktura
muzZe vzniknout koordinaci okolo dvou zinec¢natych iontd, kdy jsou vSechny molekuly

insulinu v T-stavu a tato struktura se nazyvd T¢ (obr.2A,str.11). V pritomnosti malych
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cyklickych alkoholli je N-konec B-fetézce v R-stavu a hexamer zaujima konformaci Rg
(obr.2B). Pfi wvysoké koncentraci chloridovych aniontd a dostatecné koncentraci
zine¢natych iontfl vytvafi insulin hexamery okolo ¢ty molekul Zn*(obr.2C). Pficem? tfi
monomery jsou v konformaci T a tfi v konformaci R a struktura je oznacovana jako
T3R3.(20) Za schopnost insulinu koordinovat okolo zine¢natych iontl a vytvaret hexamery
je odpovédny hlavné histidin v pozici B10. Néktefi ZivocCichové, jako jsou néktefi morsti
zivocichové ¢i hlodavci, histidin v B-fetézci na pozici 10 nemaji a nejsou schopni hexamery

vytvaret.(21)

Obr. 2.: Krystalové struktury insulinu. Zn>* ionty jsou znazornény &ernymi kulickami uprostied. (A) Te
konformace hexameru, kterd vaze 2 atomy zinecnatych iontd. (B) Rg konformace, do které prechazi insulin
hlavné v pritomnosti malych cyklickych alkoholl. (C) stereozobrazeni T;R; konformace, kterd vaze 4 atomy
zinec¢natych iontd; cervené je znazornén A-retézec, zelené B-fetézec mimo cast B1-B8, ktera je znazornéna

modfre; prevzato (75).
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1.3. Insulinovy receptor

Insulinovy receptor je transmembranovy glykoprotein, ktery se sklada ze dvou
podjednotek o a B, propojenych ctyimi disulfidickymi mustky. Pro navazani insulinu
na receptor musi vzniknout heterotetramer, sklddajici se ze dvou extracelularnich
a-podjednotek a ze dvou c¢asteéné extra- a Castecné intracelularnich B-podjednotek.
o- a B- podjednotky jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mustky mezi cysteiny
v pozicich 647 a 872 (obr.3).(22,23)

Heterodimer receptoru je slozen z nékolika domén. V extracelularni oblasti jsou to
na N-konci receptoru velké homologni L1 a L2 domény. Mezi nimi je umisténa mensi
oblast bohata na cystein, oznacovand jako CR doména. Extracelularni oblast receptoru
uzaviraji tfi domény fibronektinu typu Ill FnO, Fnl a Fn2. Nasleduje transmembranova
doména TM a v intracelularni ¢asti receptoru tyrosinkinazovd doména, oznacovana TK.
Tyrosinkindzovda doména je nejvice evolu¢né konzervovand oblast a vyznaCuje se
tyrosinkindazovou aktivitou. To fadi receptor do rodiny tyrosinkindzovych receptor(.

(24,25)

>
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Obr. 3.: Strukturni model heterotetrameru insulinového receptoru s vyznacenymi disulfidickymi mustky. L1,

podjednotka o

>

podjednotka

L2 oznacuji homologni domény; CR - domény bohaté na cysteiny; Fn0O, Fnl, Fn2 - domény fibronektinu typu

IIl; TM - transmembranova doména; TK - tyrosinkindsova doména; upraveno z (25).
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1.4. Interakce insulinu s insulinovym receptorem

Vazba insulinu na jeho receptor byla a stale je predmétem vyzkumu. Jeho plné
objasnéni by bylo cenéné zejména v boji s nemoci diabetes mellitus. Pfesnou znalosti
vazebnych mist a mechanismu plisobeni by bylo mozné pozvednout pozadované vlastnosti
syntetizovanych analogll a potlacit vlastnosti nezadouci.

Dlouholetym vyzkumem a zamérnymi zaménami aminokyselin v obou fetézcich
insulinu bylo objasnéno, jaké ¢asti molekuly se na vazbé podileji. Jedna se hlavné o
evolu¢né konzervované aminokyseliny - z A-fetézce jsou to glycin Al, isoleucin A2, valin
A3, tyrosin A19 a asparagin A21 v B-fetézi jde o leucin B6, glycin B8, valin B12, tyrosin B16,
glycin B23, fenylalaniny B24 a B25 a tyrosin B26.(24,25)

Velmi vyznamnou roli pfi vazbé insulinu na receptor ma C-konec B-fetézce,
konkrétné aminokyseliny v pozicich B23-B26. Zde nejspiSe dochazi k primarnimu kontaktu
s hydrofébnim mistem na receptoru. Po jeho navdzani prochazi B-retézec rozsahlymi
konformacénimi zménami. Pravdépodobné se C-konec B-fetézce odkloni od centra
molekuly a tim dojde k odhaleni dalSich, dfive skrytych ¢asti, jako jsou aminokyseliny Al-
A3.(26) Dalsi vyznamna konformacni zména je pravdépodobné na N-konci B-fetézce, kde
preména mezi T a R stavy bude patrné vyrazné ovliviiovat interakci s receptorem.

Insulinovy receptor byl zkoumdn rlznymi metodami, cilenymi zadménami
v analozich insulinu, afinitnim znacenim ¢i elektronovou mikroskopii.(24,25) Prokazalo se,
ze insulin se muZe vdazat rdznymi ¢astmi své molekuly nejméné na dvé mista v
heterodimerni podjednotce. Diky tomu, Ze kompletni molekula receptoru je slozena ze
dvou stejnych ¢&asti, a je tedy dvojcetné soumérnad, vznikaji dvé moznd mista pro vazbu

hormonu.

1.5. Biosyntéza insulinu

Biosyntéza insulinu zacind uvnitf pankreatu v B-bunkdch Langerhansovych
ostrvk(l na ribosomech endoplasmatického retikula. Pouze v B-burikdch se vyskytuji

proteinové faktory, které dokazi rozpoznat specifické Useky DNA a spustit transkripci genu
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pro insulin.(10) Lidsky insulinovy gen se naléza na kratkém raménku chromozomu 11.(27)

Vs

Insulin se v bunkach vytvaii v podobé zymogenu. Primarni prekurzor je
preproinsulin. Ten se od svého nasledovnika, a stale zymogenu, proinsulinu lisi sekvenci 24
aminokyselin na N-konci retézce, tzv. signdlni sekvenci.(28).

Sekvence 24 aminokyselin pfipojeni k N-konci B-rfetézce u preproinsulinu je
vyrazné hydrofdbni. Jeji hlavni Uloha spociva v prfenosu vzniklé molekuly pfes membranu
do lumen endoplasmatického retikula. Béhem prenosu &i tésné po ném dochazi
k odstépeni signdlni sekvence peptidazou a jeji nasledné degradaci.(29) Vznikly proinsulin
se sklada ze 3 casti: budouciho A fetézce, C-peptidu a budouciho B-fetézce. C-peptid
spojuje C-konec B-fetézce s N-koncem A-fetézce (obr.5,str.16). Hlavni Ulohou C-peptidu je
zajisténi vzniku spravné tercialni struktury molekuly insulinu. U rlznych savci se C-peptid

lisi délkou i slozenim, z cehoZz se usuzuje, Ze nema dalsi vyznamnou fyziologickou

funkci.(30,31,32)
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Obr.4.: Znazornéni putovani insulinu od jeho vzniku az po sekreci z buriky. Prevzato (10).

Uvnitf endoplasmatického retikula se molekula proinsulinu rychle, spontanné sbali
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do spravné konformace a vytvori disulfidické mdastky. Odtud proinsulin  putuje
v transportnim vacku, ktery ho chrani pred cytosolickym prostiedim, k cisternam Golgiho
apardtu (obr.4.,str.14).(10) V trans-cisternach Golgiho apardtu, se proinsulin shlukuje
v sekrecnich granulich, pucicich z Golgiho aparatu.(33) Uz v trans cisternach Golgiho
aparatu a dale i v sekrecnich granulich probiha pfeména proinsulinu v insulin. Konverze je
doprovazena zménou vlastnosti sekre¢nich granuli. Nové vzniklé granule maji nizsi hustotu
obsahu a jsou pokryta klatrinem.(10, 34) Klatrin je protein, ktery obaluje sekrecni vacek
na cytosolické strané. Mimo jiné brani pred¢asnému splynuti vacku s membranou, nebot
je k membrdané vacku pfripojen proteiny, nutnymi k integraci s plasmatickou membranou
pfi sekreci, adaptiny. ZvySeni hustoty proteinu spolu s dozravanim granuli umozni vznik
mikrokrystalQ insulinu v hexamernim usporadani. Krystalické usporadani ma hned dvé
vyhody. Jednak chrani insulin pfed degradujicimi enzymy a jednak pomaha efektivité
konverze fakt, Ze krystalky vytvari pouze insulin oproti nekrystalizujicimu proinsulinu.(35)
S postupujici konverzi mizi i pokryti klatrinem. Pfedpoklada se, Ze dalsi dlleZitou ulohou
klatrinu je zbaveni zralych granuli enzym, umoznujicich konverzi.(36)

Konverze proinsulinu na insulin znamend vystépeni C-peptidu. C-peptid ma
na obou koncich par bazickych aminokyselin.(37) Mezi C-koncem B-fetézce a N-koncem
C-peptidu jsou to Arg31 a Arg32 a mezi C-koncem C-peptidu a N-koncem A-fetézce se
nachdzeji Lys64 a Arg65. K Uplnému odstranéni C-peptidu jsou zapotirebi 2 enzymy. Prvni
je endopeptidaza se specifitou podobnou trypsinu, ktera stépi proinsulin za pary bazickych
aminokyselin.  Druhou protedzou je exopeptiddza se specifitou podobnou
karboxypeptidadze B, kterda na C-konci B-fetézce uz z cCasteCné odstépeného C-peptidu
odstranuje dvé bazické aminokyseliny. (38,39)

Zralé sekrecni granule s insulinem putuji od Golgiho aparatu k membrang, se
kterou ochranny membranovy vacek splyne a dojde k vyliti jeho obsahu ven z bunky
do krevniho fecisté.

Procesem konverze prochazi naprostd vétsina insulinu. Pouze mala ¢ast proinsulinu
je vylu€ovana neregulovanou sekreci (obr.4,str. 14).(40) Proinsulin md asi 3-5% biologické
aktivity insulinu. Nizka aktivita je zplUsobena neschopnosti, diky pritomnému C-peptidu,

prejit do aktivni konformace a navazat se na receptor.(41,24)
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Obr. 5. : Znazornéni zmén, kterymi prochazi molekula insulinu béhem svého vzniku. Prevzato (15).

1.6. Sekrece insulinu z B-bunék a jeho osud po sekreci

Langerhansovy ostrivky jsou sloZeny ze stovek bunék rizného tvaru, mezi nimiz
jsou nejéetnéji zastoupeny B-bunky produkujici insulin. Bufky jsou oddéleny cetnymi
kapildarami, které zajistuji kontakt s krevnim obéhem a kam jsou sekretovany produkované
hormony.(43)

Langerhansovy ostrlvky jsou obklopeny intestinalni tekutinou. SloZeni intestinalni
tekutiny je hlavni regulaci sekrece insulinu, pricemz nejdllezitéjsim aktivatorem sekrece je
koncentrace glukdzy v krvi. Nékteré jiné latky, pfijimané organismem, mohou také
stimulovat biosyntézu insulinu, k jeho sekreci je vSak nutna pritomnost glukdzy. Mezi latky
stimulujici biosyntézu patfi nékteré L-aminokyseliny, mastné kyseliny ¢i ketonové latky.(44)

Klicovou roli k vyplaveni insulinu maji vapenaté ionty. ZvySenim hladiny glukozy
v intestinalni tekutingé dochazi sledem dé&ju ke zvy$eni koncentrace Ca’* v cytosolu
B-bunék. Zvysené mnoizstvi vapenatych iontd aktivuje rGzné proteinkindzy, coz nasledné
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vede ke kontrakcim mikrotubull a mikrofilament, které premisti sekrecni granule
s insulinem k plasmatické membrané a umozni uvolnéni insulinu do krve.(45)

Insulin se v sekre¢nich véalcich bohatych na Zn** nachazi ve formé hexameru.
Po uvolnéni do krve, kde je vyssi pH, dochdzi k deprotonaci karboxylové skupiny kyseliny
glutamové v pozici B13. Protonovana -COOH skupina se podili na koordinaci histidinG
v pozicich B10 okolo Zn®* iontli a jeji deprotonaci dochazi k destabilizaci vazeb
v hexamernim uspofadani, které vedou k jejich rozpadu. Insulin krvi cirkuluje ve formé
biologicky aktivniho monomeru.

Insulin doputuje k cilové burce, kterd ma na svém povrchu insulinovy receptor
a navdze se na néj (obr.6.,str.18).(46) Vazba insulinu na jeho receptor zplsobi kaskadu
déja, které vedou ke vstupu molekul glukézy do nitra buriky. Vazbou na receptor se
soucasné spusti degradacni procesy, které vedou ke znic¢eni molekuly insulinu. Insulinovy
receptor s navazanym insulinem internalizuje do nitra bunky za vzniku endosomu. lhned
po vzniku endosom( zacina na insulin navazany na receptor plsobit enzym degradujici
insulin (IDE), jeZ je hlavnim enzymem odbourdvajicim insulin. Mimo néj se plUsobenim
protonovych pump znac¢né snizi pH uvnitf endosomového vacku. Insulin disociuje z
receptoru a na jeho dalsi destrukci se podili kyselé proteazy.(47,48) Takto je degradovana
asi polovina insulinu.(49) Zbyla ¢ast je transportovana do lysozomU, Golgiho aparatu ci
jadra, kde je proces odbourani dokoncen.

Mald cast insulinu se i po degradujicich procesech v burice vraci zcela nebo
castecné aktivni zpét do krevniho obéhu, kde se dale podili na metabolismu glukdzy.(50)

Nejvice insulinu je degradovdno v jatrech. Druhym vyznamnym mistem jsou
ledviny, kde se jednak odbourava insulin, ale i proinsulin a C-peptid. Tretim vyznamnym

mistem odbourani insulinu je sval.(51)
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Obr. 6.: Osud insulinu po navazani na insulinovy receptor. Pfevzato (10).

1.7. Diabetes mellitus

1.7.1. Typy diabetu

Diabetes mellitus je onemocnéni spojené s nedostatkem insulinu ¢i neschopnosti
organismu insulin spravné vyuZivat. Neni-li onemocnéni |é¢eno, dochazi k tézkému
poskozeni rliznych orgdnl a muze skoncit i smrti.(52) V roce 2011 postihoval diabetes asi
366 miliéna lidi, Zijicich prevainé v hure Ci stfredné ekonomicky prosperujicich zemich.
Za uplynuly rok (2011) zemfelo na jeho nasledek 4,6 milidn(i nemocnych.(53)

Cukrovka (diabetes mellitus) nema jednotnou pfic¢inu. Jde o souhru nékolika
faktorl, které vedou k poruse regulace hladiny glukdézy v krvi - hyperglykémie (zvysena
hladina krevniho cukru) ¢i hypoglykémie (nizka hladina krevniho cukru).

Odhaduje se, Ze lidsky organismus obsahuje 21 tisic genl. Mezi nimi je 300 gend,
ve kterych dojde-li k mutaci, zvySuje se riziko vzniku ¢i vznika diabetes. Zmény ve vice
genech zpUsobuji polygenné podminény diabetes mellitus. Sem patfi oba nejvyznamnéjsi
typy: diabetes mellitus 1. typu (DM1) a diabetes mellitus 2. typu (DM2). DM1 je zpUsoben
autoimunitnim poskozenim B-bunék, jeZz nejsou schopné produkovat insulin a udrZovat
optimalni hladinu krevniho cukru a zpravidla postihuje mladsi pacienty. DM2 se vyznacuje

dostatecnou produkci insulinu, ale B-buriky nejsou schopny optimalni sekrece a tkané
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postizenych jedincl vykazuji snizenou citlivost vii¢i pUsobeni insulinu. Tento typ diabetu
zpravidla postihuje starsi pacienty.(54)

Mezi vySe zminénymi 300 geny existuje 19 genl, které maji vylucni postaveni,
a zmény v nich davaji vzniknout diabetu samy o sobé. Mutace v téchto genech zpUsobuji

takzvany monogenni diabetes mellitus.(54)

1.7.2. Monogenni diabetes mellitus

Mutace v kazdém z vysadnich devatenacti genll zplsobuje trochu jinou formu
nemoci. Mutace mohou byt heterozygotni, kdy je postiZena jen jedna kopie genu nebo
homozygotni, kdy jsou mutovany obé kopie.

Zmény v insulinovém genu spocivaji v zaméné nékteré aminokyseliny
v peptidovém fetézci prvniho produktu translace mRNA pro lidsky insulin, kterym je
110-aminokyselinovy preproinsulin (obr.7,str.20). Mira ovlivnéni procesu, pfi nichZ vznika z
preproinsulinu insulin, zalezi na pozici zaménéné aminokyseliny v peptidovém retézci
stejné jako na jejich vlastnostech. Mutace identifikované v signdlni sekvenci
preproinsulinu zhorsuji funkci této domény, uplatiujici se hlavné v pfenosu vznikajici
molekuly do lumen ER. Zhorsi se prostupnost molekuly membrdnou nebo se signalni
sekvence nemusi od proinsulinu oddélit.

Dopad genetické zmény v proinsulinu vice nez kde jinde zavisi na misté modifikace.
Zohlednuje vlastnosti a vyznam, vzhledem k tercidlni strukture ¢i interakci insulinu
s receptorem, plvodni a nahrazujici aminokyseliny. Od tohoto faktu se odviji zavaznost
a typ projeveného diabetu. Obecné oblasti budouciho A- a B-fetézce jsou silné evolucné
konzervované a jakdkoliv zaména v nich vede k vétsSim ¢i mensim komplikacim
ve spravném ,sbaleni” do tercidlni struktury ¢i zhorSeni interakce insulin—insulinovy
receptor. Mezi nejzasadnéjsi aminokyseliny patfi cysteiny, které zprostfedkovavaji
intramolekuldrni a intermolekuldrni kovalentni disulfidické vazby. Snizeni ¢i zvySeni poctu
pfitomnych cysteinll, popfipadé zaména pozice oproti nativnimu stavu vede
k neschopnosti molekuly vytvofit spravnou tercidlni strukturu.(55)

Monogenniho diabetu je vice typU, pfi¢emz naprostd vétsina se rozdéluje do dvou
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hlavnich kategorii - neonatalni diabetes, oznacovan jako NDM, a diabetes MODY
(z anglického maturity-onset diabetes of the young).

Neonatdlni diabetes zplsobuji mutace v genech dllezZitych pro vyvoj slinivky,
faktorech ovliviiujicich apoptdzu B-bunék ¢i zdsadni mutace ve faktorech, ovliviujicich
tvorbu a zpracovani insulinu. Pfi¢éinami diabetu MODY jsou mutace v jadernych
transkripcnich faktorech ¢i zmény v genu, kédujicim glukokinazu. (56,57,58,59) MODY i
neonatalni diabetes mUizZe navic zplsobit mutace v insulinovém genu (obr.7).

Genetické odchylky se prendseji z generace na generaci. V rodiné pacienta s

monogennim diabetem lze ¢asto nalézt jedince, ktefi méli podobnou formu diabetu.
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Obr. 7.: Znazornéni primarni struktury molekuly preproinsulinu. Na ¢astech fetézce jsou znazornény

patogenni mutace, vedouci k jednotlivym typUm diabetu. Upraveno podle (69).

1.7.2.1. Neonatdlni diabetes

Jednd se o diabetes, ktery se projevi béhem prvnich 6 mésic maximalné

do jednoho roku Zivota. MUze jit o prechodnou formu, oznacovanou jako TNDM
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(z anglického transient neonatal diabetes mellitus), jez béhem nékolika tydn( ¢i mésicl
permanent neonatal diabetes mellitus), a postizeny jedinec je od doby diagndzy piné
zavisly na 1écbé.(60) | kdyz, jak uz bylo zminéno, se diabetes projevi v neonatalnim obdobi,
existuji i rozdily ve véku, kdy nemoc propukne mezi nositeli stejné genetické vady a
dokonce mezi cleny jedné rodiny. To ddva prostor dalSim - genetickym i negenetickym

faktoram, hrajicim urcitou roli ve vzniku a pribéhu nemoci.(61)

1.7.2.2. Diabetes dospélého typu, projevujici se u mlddeze, MODY

Onemocnéni MODY se vyznacuje typickymi rysy. Diabetes se projevi béhem
dospivani ¢i rané dospélosti pred 25. rokem Zivota. Projev nemoci neni spojen s obezitou.
V historii rodiny se vyskytuje alespon jeden jedinec, u kterého byla diagnostikovana stejna
forma diabetu. Diabetes neni ketoticky a u vétSiny pacientl Ize i po delsi dobé od projevu
diabetu detekovat zbytkovou funkci B-bunék, ktera se stanovuje na zakladé pritomnosti C-
peptidu v krevnim obéhu. C-peptid je pfi sekreci insulinu vylucovan v ekvimoldrnim
mnozstvi jako insulin.(62,63,64,65)

MODY diabetes, jak bylo jiz vySe uvedeno, je zplisoben zménami v genu kddujicim
glukokinazu, v genech kédujicich jaderné transkripcni faktory exprese insulinu ¢i proteind,
podilejicich se na transportu a metabolismu glukdzy, a v neposledni fadé zmény v
insulinovém genu. Mutace genu u MODY diabetickych pacient( jsou heterozygotni, tudiz
postihuji jen jednu alelu genu a druha alela vede k produkci ptirozeného insulinu.

Glukokinaza je enzym zodpovédny za schopnost B-bunék urcovat koncentraci
glukdzy v krvi. Mutace mlze mit aktivujici i deaktivujici ucinek. PFi aktivujici genetické
zméné se vyplavuje prebytek insulinu a jedinec trpi hypoglykemii. Ve druhém pripadé, kdy
dojde k deaktivujici genetické zméné, naopak B-buriky vyplavuji malé mnozstvi insulinu a v
krvi je neustdle zvySena koncentrace glukdzy, hyperglykémie.(66) Ke snizené schopnosti
nebo neschopnosti regulace hladiny glukdzy v krvi vedou i zmény v genech kddujicich

jaderné transkripéni faktory.
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1.8. Stres endoplasmatického retikula

Endoplasmatické retikulum je membranova organela podilejici se na biosyntéze asi
jedné tretiny proteind produkovanych bunkou. V ER se proteiny ,bali“ do své nativni
konformace a dochazi k nékterym posttranslaénim modifikacim. Spravnému ,baleni”
protein pomadhaji proteiny oznacované jako ,chaperony”. Spravné ,sbalené” proteiny
jsou transportovany a ddle zpracovavany v Golgiho aparatu.

Spatné sbalené proteiny a peptidy zGstavaji uvniti ER a svoji dlouhodobou
akumulaci mohou zpuUsobovat stres ER. Pfi naplnéni ER chybné ,sbalenymi” proteiny
dojde k utlumeni translace mRNA. Spoustéji se stresové signalizacni drahy oznacované
jako UPR (z anglického unfolded protein response), které skrze rlizné procesy snizuji stres
ER a zabranuji dalsi akumulaci chybnych protein(. Je-li mnoZstvi chybnych proteint pfilis
velké a UPR neni schopno stres odbourat, dojde ke spusténi apoptickych signalQ
z endoplasmatického retikula.(67)

Jedna zteorii je, Ze mutantni molekuly insulinu, které nejsou schopné prejit do
spravné tercialni struktury, se shromazduji v ER, ¢imz zpUsobuji chronicky stres ER vedouci
az k zaniku B-bunék. Ztratou B-bunék prichdzi organismus o zdroj insulinu a dochazi
k rozvoji diabetu.

Dalsi poznatky mohou byt stouto teorii vrozporu. Nékteré studie ukazaly, Ze
v dobé rozvoje nemoci je patrna vysoka tvorba B-bunék a zaroven nedostatecna produkce
insulinu.(64) Dale je tfeba zminit, Ze u nékolika jedincl byla prokazana funkéni jen jedna
insulinova alela a presto se u nich priznaky spojené s diabetem neprojevily.(61)

Otazkou, pro¢ v B-bunkdach dochazi k zamezeni sekrece pfirozeného, soucasné
exprimovaného insulinu, se v roce 2010 zabyvaly vyzkumné tymy univerzit v Michiganu
a Ohiu. Produkci insulinu bez cysteinovych zbytkd, neschopného dosahnout tercidlni
struktury, tzv. DelCys insulinu, bylo prokdzdno, Ze vyvolany stres ER neni schopen
dostatecné snizit produkci pfirozeného insulinu.(69) Uvnitf ER béhem prechodu molekuly
do spravné konformace dochdzi k reakcim s ostatnimi sekretovanymi molekulami.
V ptipadé B-bunék se jednd hlavné o insulin, jehoZ tvorba vyrazné prevlada nad ostatnimi

sekretovanymi proteiny.(70)
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PFi tvorbé proteinl se aZ jedna tfetina vSech nové syntetizovanych molekul poprvé
»shali“ nespravné a musi byt ,sbalena” znovu nebo dokonce eliminovana.(71) V ptipadé
mutantnich analogl je dosaZeni spravné tercidlni struktury jesté ztizeno. Nepolarni konce
nebo neparové thiolové skupiny znamenaji dostate¢né riziko vzniku nezédoucich

intermolekuldrnich interakci za vzniku abnormalnich komplex(.(55)

1.9. Mutantni QB22 - insulin

Mutace v pozici B22 zpUsobuje lehéi typ diabetu MODY. Byla objevena u dvou
rodin, v Norsku a Ceské republice.(63,65) U norského mladika propukl diabetes ve 20. roce
Zivota, z pocatku byl Ié¢en jen dietou, poté pozival nizké davky insulinu a v soucasnosti je
opét IéCen pouze dietou. Stejnd mutace insulinového genu byla nalezena i u jeho otce,
u kterého se diabetes objevil v 18-ti letech. Do 20-ti let byl |éCen jen dietou, v soucasnosti
je zavisly na malych ddvkach insulinu. Poslednim nositelem mutace v rodiné je teta
z otcovy strany, ktera je stale léCena pouze striktni dietou.(63)

U nas se mutace QB22 vyskytla u 13-ti leté divky |écené nyni na Pediatrické klinice
Fakultni nemocnice v Motole. Divka je od propuknuti nemoci Ié¢ena insulinem. Mutace se
potvrdily i u jeji matky a babicky z matciny strany. U matky se diabetes rozvinul ve 14-ti
letech a stejné jako jeji dcera je od té doby IéCena insulinem. V ptipadé babicky byl
diabetes diagnostikovan ve 35. roce Zivota. Je |éCena oralnimi antidiabetickymi agens Ci
insulinem.(65)

V nativnim insulinu je na pozici B22 silné bazicky Arg. V mutantu QB22, jak udava
nazey, je arginin nahrazen glutaminem. Analog se vyskytuje pod nazvem QB22 ¢i R46Q.

Arginin B22 je jedna z nejdlleZitéjsich aminokyselin, ovliviiujicich tvorbu a stabilitu
monomerniho usporadani.(72) Arginin (obr.7,str.24) vytvari vodikové vazby s okolnimi
aminokyselinami AsnA21, CysB19 a ValB18 a dale guanidinylovd skupina tvofi solny
mustek s karboxylovou skupinou kyseliny glutamové v pozici Al7. Tyto vazby se
pravdépodobné vyznamné podileji na stabilizaci tercidlni struktury insulinové
molekuly.(63)

Zaménou bazického argininu za polarni glutamin zanikaji vySe jmenované
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interakce, ¢imz se narusi stabilita molekuly.(73,74)

Obr.7.: Interakce argininu B22 v pfirozené molekule insulinu. Nekovalentni interakce jsou vyznaceny riizoveé.
DulezZity je solny mustek vedouci od guanidinylové skupiny argininu vedouci ke karboxylu kyseliny glutamové
na pozici 17 v A-fetézci. Molekuly dusiku jsou znazornény modre, molekuly kysliku ¢ervené, uhlikovy skelet

zelené a disulfidické propojené obou fetézcu Zluté. Vytvoreno v programu CCPAMG.

1.10. Ptiprava insulinu a jeho analogt

1.10.1. Celkova chemicka syntéza

Pocatkem 60. let 20. stoleti se poprvé podafilo vyzkumnym tymUm laboratofi
Katsoyannise na Univerzité v Pittsburgu (75) a H. Zahna na RWTH Aachen Univerzité
v Némecku (77) pfripravit insulin kompletni chemickou syntézou. V 80. letech 20. stoleti
doslo k vylepseni metody pfipravy peptidi a byl syntetizovan insulin a jeho analogy
k védeckym i [éCebnym ucellim.(78)

Celkova chemicka syntéza ma nékolik fazi. Nejprve je nutné pfipravit zvlast oba
Fetézce, A i B. Retézce se pFipravuji metodou syntézy peptid na pevné fazi. V syntéze se
postupuje od C-konce.(79) C-koncova aminokyselina je svou karboxylovou skupinou
pfipevnéna na nerozpustném nosici, jimZz je ve vétSiné pripadd pryskytice. K volné
aminoskupiné se C-koncem ptipoji nasledujici aminokyselina. Aby nedoslo k nezadoucim
reakcim, je nutné aminovou skupinu prichazejici aminokyseliny chranit chranici skupinou.

K docasné ochrané a-aminoskupiny se pouzivaji acidolabilni skupina terc-butyloxykarbonyl

24



(Boc) nebo bazickolabilni skupina 9-fluorenyl-methyloxykarbonyl (Fmoc).(79,80) Po
pripojeni aminokyseliny je odstranéna N-a-chranici skupina a C-koncem se pfripoji dalsi
aminokyselina v poradi. K vzajemnému propojeni aminokyselin se pouZivaji kondenzacni
¢inidla - jako je napf.: N-hydroxybenzotriazol (HOBt), (2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorofosfat (HBTU) ¢i rlzné karbodiimidy. Postupné dojde k
syntéze celého retézce. Obsahuji-li postranni fetézce aminokyselin dalsi funkéni skupiny, je
tfeba je chranit pfisluSnymi chranicimi skupinami a zabranit tak nezadoucim reakcim.

Po syntéze celého retézce je peptid odstépen z nosite a nasledné ¢i obvykle
zaroven jsou odstranény chranici skupiny postrannich retézc. Klicovym krokem syntézy je
spravné propojeni obou fetézcl a vznik zadanych disulfidickych mastk(. V nasi studii jsme
pouzili oxidacni rekombinaci dle Chance et al. (81) vyuzZivajici pfirozené schopnosti
insulinu formovat se do spravné tercidlni struktury a kdy se retézce pfipravuji a dale se s
nimi pracuje ve formé S-sulfonatd, jeZ jsou stalé vici oxidaci a nehrozi nezadouci reakce.
Oba retézce jsou smichany a jejich S-sulfonatové skupiny jsou stechiometricky redukovany
na volné SH-skupiny dithiotreitolem. Po redukci nasleduje pozvolna oxidace vzdusnym
kyslikem za spontanni tvorby disulfidickych mustkd. Touto metodou Ize dosahnout az 60%
vytézku.(15) Nejvétsi prednosti celkové chemické syntézy insulinu a jeho analogl je, Ze Ize

do peptidového fetézce zaclenit nekédovanou ¢i pozménénou aminokyselinu.

1.10.2. Biosyntéza metodami genového inzenyrstvi

Biosyntéza metodou genového inzenyrstvi spocCiva ve vlozeni uméle vyrobeného
plazmidu s genetickym kédem do mikroorganismu, kde je gen exprimovan. Jako
mikroorganismus se nejcastéji pouZzivaji bakterie E. coli nebo kvasinky S. cervisae. Metoda
je pouzivdna zejména pro pramyslovou pfipravu lidského insulinu.(83)

Pomoci genového inZenyrstvi je moziné pfipravit i nékteré analogy insulinu, ale

k zaméndm v jejich fetézci lze pouzit jen prirozené, kédované aminokyseliny. (84,85)
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2. CiL PRACE

Cilem bakalafské prace byla syntéza a charakterizace insulinového analogu
QB22-insulinu, jakoZto mutantu prirozené se vyskytujiciho u diabetickych pacient(.
1. Pfiprava analogu QB22-insulinu celkovou chemickou syntézou
2. Zjisténi vazebné afinity QB22-insulinu k insulinovému receptoru in vitro.

3. Zjisténi biologické aktivity QB22-insulinu in vivo - za vyuziti mysich modelQ.
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3. MATERIAL

acetonitril (ACN) - Scharlau Chemie, Sentmenat, Spanélsko

hovézi sérovy albumin (BSA) - Invitrogen, Carlsbad, California, USA
diethylether - Penta, Chrudim, CR

N, N-dimethylformamid (DMF) - Fluka, Buchs, Svycarsko
dithiotreitol (DTT) - Thermo Scientific, Rockford, USA

ethandithiol (EDT) - Fluka, Buchs, Svycarsko

fenol - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
9-fluorenyl-methyloxykarbonyl (Fmoc)-chranéné aminokyseliny - Novabiochem, Lucerne, Svycarsko
glukdza - Sigma, St. Louis, USA

glycin - Sigma, St. Louis, USA

guanidinhydrochlorid (GuaHCI) - Sigma, St. Louis, USA

kyselina chlorovodikova (HCl) - Penta, Chrudim, CR
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofosfat (HBTU) - Novabiochem, Lucerne,
Svycarsko

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinylethansulfonova kyselina (HEPES) - Sigma, St. Louis, USA
hydrogenubhli¢itan amonny - Sigma, St. Louis, USA

hydroxid sodny - Penta, Chrudim, CR

chlorid draselny - Sigma, St. Louis, USA

chlorid sodny - Penta, Chrudim, CR

kyselina octova 99% - Penta, Chrudim, CR

lidsky insulin - Sigma, St. Louis, USA

mysi C57BL, AnLab, Praha, CR

mono-lZSI-A14-Iidsk§/ insulin - Perkin EImer, Waltham, USA

octan sodny - Lachema, Neratovice, CR

Sephadex G10, Sephadex G50 - Pharmacia, Uppsala, Svédsko
sificitan sodny - Sigma, St. Louis, USA

siran hote¢naty - Fluka, Buchs, Svycarsko

tetrathionan sodny - Sigma-Aldrich, Stenheim, Némecko
trifluoroctova kyselina (TFA) - Fluka, Buchs, Svycarsko

thioanizol - Fluka, Buchs, Svycarsko

triisopropylsilan (TIS) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) - Sigma, St. Louis, USA

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

4.1. Pfiprava A-fetézce a QB22-B-retézce lidského insulinu

Oba fetdzce byly pFipraveny v servisnim pracovisti Syntéza peptidi UOCHB AV CR
za pomoci automatizovaného syntetizatoru ABI 433A od firmy Applied Biosystems.
Ptiprava byla provedena syntézou na pevné fazi podle Merriefielda.(79) Na chranéni a-
aminoskupin byla pouZita chranici skupina 9-fluorenyl-methyloxykarbonyl (Fmoc), ktera se
odstépuje v bazickém prostiedi. K ochrané funkénich skupin postrannich fetézcl byly
pouzity skupiny Boc, tBu a Trt, odstépujici se v kyselém prostiedi. Jako pevna faze byla
pouzita komercéné predem substituovana Wangova pryskyfice. Pro syntézu A-retézce to byl
asparagin a pro syntézu QB22-B-retézce to byl threonin. Syntéza byla provedena v méfitku
0,1 mmol.

Délka jednoho cyklu trvala 30 min a kazidy cyklus byl 1- az 2-krat opakovan.
V kazdém cyklu byl pfidan 10-ti nasobek potiebného mnozstvi dané N-chranéné
aminokyseliny. Jako kondenzac¢ni (Cinidla byly pouzity HBTU, HOBt a Dipea
v dimethylformamidu (DMF).

Po dokoncéeni syntézy byla pryskytice s navazanym peptidem promyta a vysusena

dichlormethanem (DCM).

4.2. Stépeni fetdzcli z pevné faze a konverze na S-sulfonaty

K odstépeni retézcli z pevné faze - pryskyfice byla pouZita smés pfipravend
smichanim 21 ml kyseliny trifluoroctové (TFA), 0,75 ml H,O, 0,75 ml thianizolu, 0,375 ml
ethandithiolu (EDT), 0,75 g fenolu a 0,15 ml triisopropylsilanu (TIS) na 100 umol peptidu.
Do smési byl pridan pfislusny fetézec pfipojeny k pryskyfici a spole¢né byla smés 2 hodiny
michdna za pokojové teploty. Poté byl roztok zfiltrovan (pres fritu velikosti S3) do 200 ml
vychlazeného diethyletheru. Smés byla po celou dobu chlazena v ledové |azni. V roztoku
diethyletheru vznikla srazenina peptidu, ktera byla prefiltrovdna (frita velikosti S4),

proplachnuta vétSim mnozstvim studeného diethyletheru a nasledné vysusena.
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Volné SH-skupiny cysteinl byly pfevedeny na S-sulfonaty pouZzitim sulfitolyzacniho
pufru, ktery se skladal z 100 mM Tris, 250 mM sifi¢itanu sodného, 80 mM tetrathionanu
sodného a 7 M guanidinu hydrochloridu (GuaHCl). Hodnota pH byla upravena na 8,6.
SraZenina peptidu byla rozpusténa ve 25 ml pufru. Smés byla ponechana stat 3 hodiny pfi

pokojové teploté za stalého michani.

4.3. Gelova chromatografie

Peptidové retézce byly precistény na chromatografické koloné Sephadex G10
o celkovém objemu 1000 ml. Gelova chromatografie probihala pfi laboratorni teploté
a stalého tlaku a pratoku (0,7 ml/min) zaruceného peristaltickou pumpou Gilson Minipuls
3. Jako mobilni faze byl pouzit 50 mM hydrogenuhli¢itan amonny. Frakce byly jimany
automatickym sbéracem v 15-ti minutovych intervalech. Po skoncéeni chromatografie byla
promérena absorbance jednotlivych frakci pomoci spektrometru Lambda 25 od firmy
Perkin Elmer pfi vinové délce 276 nm.

Frakce obsahujici peptidovy retézec byly spojeny, zmrazeny a lyofilizovany.
Lyofylizaty byly rozpustény v 50% acetonitrilu (ACN) v 0,1% TFA v deionizované vodé a

precisStény pomoci preparativniho provedeni RP — HPLC.

4.4. Vlysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC).

Vysokotlaka kapalinovd chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) byla provadéna
na pfistrojich spolecnosti Watrex - ¢erpadlo Watrex 600, UV/VIS detektor Waters 2487.

Data byla zpracovavana chromatografickym programem Clarity Lite spolecnosti Data Apex.

4.4.1. Vyuziti HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC) k analytickému stanoveni reakéni

smési

Pro analyzu reakéni smési a stanoveni Cistoty jednotlivych fetézcl ¢i vysledné

molekuly analytickym provedenim RP-HPLC byla pouZita analytickda kolona Nucleosil
29



120-5-C18 o rozmérech 250 x 4 mm spolecnosti Watrex. Gradientova eluce s priitokem
1 ml/min (Tab.1,str.30) byla provadéna v roztoku se stoupajici koncentraci ACN v
deionizované vodé obsahujici 0,1 % TFA. Absorbance eludtu byla mérena pfi vinovych

délkach 218 a 276 nm.

4.4.2. Vyuziti RP-HPLC k preparaci vzorku

Po primdrnim precisténi peptidd gelovou chromatografii, pti kterém doslo
k oddéleni nizkomolekuldrnich nedistot, predevsim soli, byly oba retézce a nasledné i
syntetizovany analog insulinu purifikovdny pomoci RP-HPLC. K ¢iSténi byly pouzity
preparativni kolony Nucleosil 120-5-C18 spolec¢nosti Watrex. Preparace peptidd byla
provadéna na koloné o rozmérech 250 x 21 mm za pritoku 9 ml/min. Preparace
syntetizovaného analogu probéhla na koloné o rozmérech 250 x 8 mm za pruatoku
3 ml/min. Smés byla eluovana roztokem o gradientu (Tab.1) stoupajici koncentrace ACN v
roztoku deionizované vody s obsahem 0,1% TFA za soucasného méreni absorbance

pfi 218 a 276 nm.

Tab.1. Gradientova eluce pouzité pfi RP-HPLC. Gradient 1 byl pouZit pro analytické provedeni a pfi preparaci

vysledného analogu. Gradient 2 byl pouZit pro preparaci jednotlivych fetézc(.

Gradient 1
¢as [min] 0 1 21 35 36 37 37,1
@ ACN [% (v/V)] 8 28 36 44 72 72 8
Gradient 2
¢as [min] 0 30 31
® ACN [%( v/V)] 8 80 8

4.5. Hmotnostni spektrometrie

Identifikace jednotlivych retézcli insulinu, A i B, a identifikace vysledného produktu
QB22-insulinu byla provedena hmotnostni spektrometrii v Laboratofi hmotnostni

spektrometrie UOCHB AV CR za poufiti pristroje LTQ Orbitrap XL spole¢nosti Thermo
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Fisher Scientific. Hybridni hmotnostni spektrometr vyuzivd metod linearni iontové pasti

a orbitrapu (elektrostaticka past) spolu s vyuziti Fourierovy transformace.

4.6. Rekombinace retézcl

Pti rekombinacni reakci dojde ke spojeni A- a B-fetézce, mezi nimiz se vytvofri
disulfidické mustky, dva mezi obéma retézci a tfeti mezi dvéma cysteiny na A-fetézci.
Reakce je rozdélena do dvou fazi. V prvni fazi, redukéni, dojde takika ke stechiometrické
redukci S-sulfonatovych skupin na cysteini na volné SH-skupiny. Ve druhé fazi, oxidacni,
jsou SH-skupiny pomalu oxidovany vzduSnym kyslikem a dochazi ke spontannimu

propojeni cysteinylovych zbytk( za vzniku disulfidickych mustkd.

4.6.1. Redukeni faze

30 mg retézce A a 15 mg fetézce QB22 bylo rozpusténo, kazdy fetézec zvlast, v 1 ml
0,1M odvzdusnéném Gly/NaOH pufru o pH 10,5. Spektrometrem Lambda 25 (Perkin
Elmer, USA) pfi 280 nm (pro retézec A: £,=3480 Mt em? pro retézec B: €3=3230 M, cm'l)
byla stanovena presnd koncentrace jednotlivych fetézcl. Nasledné byly retézce smichany
a doplnény odvzdusnénym pufrem do celkového objemu 3 ml. Dle presné koncentrace
bylo vypocteno potfebné moldrni mnoizstvi dithiotreitolu (DTT) tak, aby odpovidalo
1,1 ekvivalentu pfitomnych S-sulfonatovych skupin a pridano v minimalnim mnozZstvi
pufru (asi 30 pl). Reakéni smés byla ponechana 45 min michat za pokojové teploty a bez

pfistupu vzduchu.

4.6.2. Oxidacni faze
Byly stanoveny optimalni parametry reakce: provzdusnény Gly/NaOH pufr : odvzdusnény
Gly/NaOH pufr = 3:2 a moldrni mnozstvi obou fetézcl v umolech : celkovy objem reakce v
ml, coz ¢ini 1,4.

Redukéni faze byla ukoncéena pridanim potfebného mnozstvi provzdusSnéného
Gly/NaOH pufru o pH 10,5. Reakéni smés byla ponechdana michat pfi teploté 5°C,

za pristupu vzduchu po dobu 3 dnd.
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Oxidacni faze byla zastavena pfidanim 3,5 ml 99% kyseliny octové. Nasledné byla
smés nanesena na chromatografickou kolonu Sephadex G50 medium o celkovém objemu
500 ml. Mobilni fazi byla 1M kyselina octova o pritoku 0,5 ml/min a stalého tlaku
zajisténého peristaltaltickou pumpou Gilson Minipuls 3. Separace probihala za laboratorni
teploty. Frakce byly jimany automatickym sbéraéem v intervalu 12 min.

Po skonceni rozdéleni byla proméfena absorbance jednotlivych frakci
na spektrometru (Lambda 25, Perkin Elmer) pfi vinové délce 276 nm. Frakce s potencialni
pfitomnosti QB22-insulinu byly spojeny a lyofilizovany. Lyofilizat byl rozpustén v roztoku
obsahujicim asi 50% (V/V) acetonitrilu v 1% (V/V) roztoku TFA v deionizované vodé.
Analytickym provedenim RP-HPLC byla analyzovana pfitomnost analogu QB22-insulinu.
Pouzitim RP-HPLC semipreparativni kolonou byl analog izolovan a jeho identita ovérena

pomoci MS.

4.7. Vazebné testy analogu vUci insulinovému receptoru in vitro

4.7.1. Priprava bunék pro vazebné testy

K vazebnym testim byla pouZita bunécéna linie lidskych lymfocytl IM-9 s vysokou
mirou exprese insulinovych receptord. Bunécna linie byla péstovana dle pokyn(
dodavatele ATCC (Manassas, USA; LGC Standards, Poland). Buriky rostly pfi teploté 37°C
ve zvlhéené atmosfére se zvySenym obsahem CO, (5%) v mediu RPMI-1640, které
obsahuje 10% fetdIniho hovéziho séra, 100 U/ml penicilinu ¢i streptomycinu a 2mM Gin.
Pouzité chemikalie byly od spolecnosti Invitrogen (Carlsbad, California, USA). Bunky byly
trikrat tydné ,pasdzovany”. Vypéstované burnky byly spocitany a fedény na koncentraci

2 miliony/ml.

4.7.2. Priprava roztoku lidského insulinu a QB22-insulinu

Zasobni roztoky insulinu a analogl byly pfipraveny v 0,1% kyseliné octové.
Koncentrace byly uréeny za pouZiti méreni absorbance pfi 280 nm a extink¢nich koeficient(
(€250 = 5840 M. cm™) pro lidsky insulin i pro QB22-insulin. Redénim vazebnym pufrem (slozeni

viz nize) byly nasledné ptipraveny roztoky o klesajici koncentraci testovaného QB22 - insulinu.
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4.7.3. Testovani vazebné afinity insulinového analogu vici receptoru in vitro

Testovani vazebné afinity analogu vuici insulinovému receptoru probiha jako
kompetice mezi QB22-insulinem a lidskym insulinem ve vazbé na insulinovy receptor.
Insulin je znacen radioaktivnim *2°I (t = 60 dni) na tyrosinu Al4. Testovani probiha za
konstantniho mnozstvi znaCeného insulinu i bunék IM-9. V jednotlivych vzorcich je vidy
rostouci koncentrace testovaného analogu. Testovani bylo provedeno metodou dle De
Meytse (87).

Reakéni smés byla tvorena burikami o koncentraci 2 miliony/ml a roztokem vidy
s rostouci koncentraci insulinu popfipadé insulinového analogu a konstantni koncentraci
25| |idského insulinu. Reakce probihala ve vazebném pufru, jeho? slozeni bylo nasledujici:
100mM HEPES, 100mM NaCl, 5mM KCl, 1,3mM MgS0O,;, 1mM EDTA, 10mM glukdza,
15mM octan sodny a 1% BSA v celkovém reakénim objemu 500 ul a pH 7,6. Reakce
probihala pfri teploté 15°C po dobu 2 hod a 30 min, pri¢emz kazdych 30 min byla smés
promichdana.

Po uplynuti reakéni doby se z kazdé reakcni zkumavky s danou koncentraci insulinu
¢i QB22-insulinu vytvorily duplikdty o objemu 200 pl. Reakce byla zastavena pfidanim
200 pl vazebného pufru o teploté 4°C ke kazdému z duplikatl. Smés byla centrifugovana
pfi 15000 x g po dobu 10 min a pfi teploté 4°C. Poté byl odsan supernatant a mérena
radioaktivita pelety pomoci y-pocitace (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin
Elmer, Wellesley, USA). Doba méreni 1 zkumavky byla 10 minut. Vazebnd data se
analyzovala programem GraphPad Prizm 5,0 metodou analyzy podle modelu vazby
jednoho vazebného mista (z anglického one-site fitting model). Dale byla ur¢ena hodnota
disociacni konstanty (Kyq) analogu QB22-insulinu vici receptoru. PouZitd koncentrace 125
radioaktivné znaceného insulinu byla 0,01 nM (20000 cpm). Jako Ky 123 _znageného insulinu

vUci receptoru bylo pouZita hodnota 0,3nM.(42)
4.8. Testovani aktivity insulinového analogu QB22-insulinu in vivo
Na skupiné mysich samct (kmen C57BL, AnLab Praha) byla testovana ucinnost

QB22-insulinu oproti uc€innosti insulinu a kontrolni skuping, jiz byl misto insulinu podan
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fyziologicky roztok. Test byl proveden dle protokolu "Insulin Tolerance Test" provedeném
na univerzité ve Virginii v ramci projektu "Animal Charactarization Core". Testovani je
zalozeno na protokolu popsaném v casopise Cell 88, rocnik 1997 str. 561-572.

K testovani byli pouziti samci mysSi kmene C57BL. Mysi byly chovany ve zvifetniku
UMG AVCR, mély volny pfistup k potravé (St-1, Mlyn Kocanda, Jesenice, CR) a vodé a
rezZimu 12h svétlo, 12h tma. Protokol pokusu odpovidal zdkonu o ochrané zvifat
¢.246/1992 Sb.). Do pokusu byly pouZity mysi ve véku 2,5 mésice (hmotnost 23-29 g). Byly
vytvoreny tfi skupiny, kazda o deseti mysich. Prvni skupiné byl subkutdnné (sc) aplikovan
roztok QB22-insulinu o koncentraci 4,5 nmol na kilogram hmotnosti zvifete, coz odpovid3
davce 0,75 U insulinu/kg. Druhé skupiné byl sc aplikovan roztok lidského insulinu o stejné
koncentraci (4,5 nmol/kg = 0,75 U insulinu/kg). Testované latky (insulin, QB22-insulin) byly
rozpustény ve smési fyziologického roztoku a 0,1% kyseliny octové v poméru 1:15. Treti
skupina byla kontrolni a byl ji sc aplikovan fyziologicky roztok.

Tri dny pred experimentem byla vsechna zvifata rozdélena do samostatnych kleci
a nasledujici den rdno, 6 hodin pred testovanim, jim byla odebrana strava. V poledne
nasledujiciho dne, t.j. 6 hodin po zacatku hladovéni, zacalo testovani. Pred aplikaci byla
kazdému zviteti odstfizena Spicka ocasu a glukometrem (Arkray, Kyoto, Japonsko) zmérena
hladina glukosy v krvi (v ¢ase 0). Poté byla kazdému jedinci podkoiné (subkutanné)
aplikovana davka 0,119 nmol (pocitdno na primérnou hmotnost zvifete 26,5 g) insulinu,
QB22-insulinu ¢i fyziologického roztoku. Hladina glukdzy v krvi byla méfena v ¢asech t=15,
30, 45, 60, 90, 120 a 150 min od aplikace. Méreni bylo opakovano stejnym zplsobem po
14-ti denni pauze, pricemz testovand zvifata byla rozdélena tak, aby Zadnému nebyla
aplikovana stejna latka jako v minulém testovani. Ziskané hodnoty byly statisticky
zpracovany programem GraphPad Prizm 5.0 a jsou uvedeny jako primérna hodnota *

stfedni chyba praméru (SEM).
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5. VYSLEDKY

5.1. Pfiprava S-sulfonatu A-fetézce a S-sulfonatu QB22-B-rfetézce

Oba retézce byly po syntéze na pevné fazi nejprve odStépeny z pryskyfice

a sulfitolyzacnim pufrem prevedeny na S-sulfonaty.

5.1.1. Purifikace a identifikace retézcu

Smés fetézce byla po odstépeni z pryskyfice precisténa gelovou chromatografii
na koloné Sephadex G10 za podminek popsanych v kapitole 4.3. Elucni profil S-sulfonatu
A-fetézce po gelové chromatografii je zndzornén na obr. 9. Elu¢ni profil S-sulfonatu
QB22-fetézce je znazornén na obr. 10. Frakce obsahuijici pfislusny retézec (v elucnich
profilech znazornéno srafovanim) byly spojeny, lyofilizovany a precistény pomoci RP-HPLC
a nasledné opétovné lyofilizovany. Precisténi pomoci RP-HPLC probihalo za podminek
popsanych v kapitole 4.4.2. (viz obr.11.,12., str.36,37). Cistota obou Fetézcl byla ovéiena
analytickym provedenim RP-HPLC, coZz bylo popsano v kapitole 4.4.1. Identifikace obou

fetézcl byla provedena hmotnostni spektrometrii. (obr.13.,14.,str.37,38)
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Obr.9. Odsoleni S-sulfondtu A- fetézce na koloné Sephadex G10. Eluce byla provedena 50 mM NH4HCO3.

Frakce 24- 31 obsahovaly Cisty A-fetézec. V grafu jsou frakce obsahujici A-fetézec vysrafovany.
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NH4HCOs. Frakce 48-58 obsahovaly QB22-fetézec. Pik obsahujici QB22-fetézec je vysrafovan.
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Obr. 11.: Chromatograficky zdaznam RP-HPLC precisténi A-retézce-S-sulfonatu pomoci RP-HPLC. Pik

s reten¢nim ¢asem 20,238 minut byl ru¢né sbiran.
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Obr. 12.: Chromatograficky zaznam RP-HPLC precisténi QB22-fetézce-S-sulfonatu pomoci RP-HPLC. Pik

s retencnim ¢asem 21,023 minut byl ru¢né sbiran.
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Obr. 13.: Hmotnostni spektrum S-sulfonatu A fetézce v negativnim reZzimu. Naméfenda Mr je 2701,8

a monoizotopicka vypoctena Mr je 2701,8273.
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Obr. 14.: Hmotnostni spektra QB22-B-fetézce v negativnim reZimu. Zjisténa hodnota Mr je 3558,42

a monoizotopicka vypoctena Mr je 3559,5382.

5.2. Rekombinace fetézcl

Spojenim  Cistého S-sulfonatu A-rfetézce s S-sulfonatem QB22-B-fetézce,
za podminek popsanych v kapitole 4.6., doSlo samovolné ke spravnému propojeni obou
fetézc a vzniku molekuly QB22-insulinu. Po skonceni rekombinace byla smés nanesena
na kolonu Sephadex G50 (viz kapitola 4.6.2.), Elu¢ni profil QB22-insulinu po purifikaci na
gelové chromatografii je znazornén na obr. 15., pficemz frakce, obsahujici QB22-insulin,
jsou vysrafovany. Na obr. 16. je zndzornén profil chromatografického déleni QB22-insulinu
po odsoleni gelovou chromatografii a obr. 17. na str. 40 ukazuje konecnou identifikaci

vysledného produktu hmotnostni spektrometrii.
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Obr.15.: Eluéni profil po rekombinaci A-fetézce a QB22-B-fetézce.
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Obr.16.: Chromatograficky zaznam RP-HPLC spojenych frakci 48-60 ziskanych gelovou chromatografii. Piky

byly ru¢né sbirdny a analyzovany hmotnostni spektrometrii. Pik s reten¢nim ¢asem 25,1 minut byl vysledny

analog QB22-insulin.
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Hmotnostni spektra QB22-insulinu. Naméfena Mr je 5775,601 a monoizotopicka vypoctend Mr je

5775,595.

5.3. Analyza Cistoty a zhodnoceni vytézka QB22-insulinu

Cistota vysledného analogu byla ovéfena pomoci analytického provedeni RP-HPLC

dle kapitoly 4.4.1. 20 ul vzorku o koncentraci 1 mg/ml bylo naneseno na kolonu a

eluovano gradientem ACN v deionizované vodé obsahujici 0,1% TFA (obr.18.,str.41).

Z vyslednych dat byla zjisténa 95 % Cistota analogu insulinu.

Rekombinace byla provedena celkem tfikrat s prlmérnym vytézkem 2,1 + 0,5 %

vzhledem k limitujici sloZce reakce, tj. molarni mnozZstvi QB22-B-fetézce (Tab.2,str.41).
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Obr. 18. Chromatograficky zaznam RP-HPLC Ccistoty pfipraveného QB22-insulinu, kterému odpovida pik s

retenénim ¢asem 24, 4477 min. Cistota produktu byla nejméné 95 %.

Tab.2: U¢innost jednotlivych rekombinaci

rekombinace ziskané mnozstvi vytézek
QB22-insulinu (s ohledem na limitujici slozku)
1. 03.10%g 2,0%
2. 03.10%g 2,4%
3. 0,5.10-3¢g 2,1%

5.4. Testovani vazebné afinity QB22-insulinu in vitro vici insulinovému receptoru.

Vazebné testy QB22-insulinu byly provedeny v duplikatech celkem 4-krat (Tab. 4),
jak bylo popsano v kapitole 4.7. Vysledky byly zprimérovany, byla vytvorfena vysledna
vazebna kfivka a uréena hodnota disociacni konstanty (obr.19,str.42). Ve srovnani s
lidskym insulinem vykazuje QB22-insulin vazebnou afinitu 19,9 %. Vysledky vazebnych

testll jsou vyobrazeny v tab. 3. str. 42.
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Obr. 19.: Vazebna kfivka lidského insulinu a QB22-insulinu. cy je molarni koncentrace lidského insulinu resp.

analogu. @ - lidsky insulin, m - QB22-insulin. Vytvoreno v programu GraphPad Prizm 5.0.

Tab. 3.: Vysledky vazebnych testd lidského insulinu a analogu QB22-insulin.

peptid Kd £ SEM [nM] vazebna afinita [%] pocet méreni [n]
lidsky insulin 0,42 £ 0,03 100 3
QB22-insulin 2,11+0,02 19,9 4

SEM — stfedni chyba priméru (z anglického standard error of the mean)

5.5. Testovani aktivity QB22-insulinu in vivo

Aktivita insulinového analogu byla testovana zplsobem popsanym v kapitole 4.8.
Testovani bylo provedeno 2-krat (n=10). Koncentrace insulinu a insulinového analogu byla
pfipravena s ohledem na primérnou hmotnost zvifete ur€enou v den méreni (26,5 g pfi
prvnim pokusu, 28,5 g pfi druhém pokusu). Biologicka aktivita QB22-insulinu oproti
pfirozenému insulinu a kontrolni skupiné je zndzornéna na obr. 20 (str. 43). V obou
pfipadech testovani QB22-insulin méné ucinné snizoval hladinu glukdzy v krvi a plsobil po
kratsi dobu vzhledem k lidskému insulinu. Pfi srovndni vysledkl obou experimentl je

patrny velmi podobny pribéh ¢asové zavislosti biologické aktivity jednotlivych analogu.
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Obr.20: Biologicka aktivita in vivo v insulinovém toleranénim testu analogu QB22-insulinu ve srovnani s
lidskym insulinem a fyziologickym roztokem ve dvou mérenich (A a B). A - lidsky insulin, € - QB22-insulin,

- fyziologicky roztok. Vytvoreno v programu GraphPad Prizm 5.0.
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6. DISKUSE

Jednou z pfi¢in onemocnéni diabetes mellitus mohou byt bodové mutace
v insulinovém genu. Tento typ choroby se oznacuje jako monogenni diabetes mellitus.
Mutace v insulinovém genu, vedouci k zdaméné aminokyselin v peptidovém fetézci, byly
doloZeny ve vsech ¢astech prekurzoru insulinu, preproinsulinu (obr.7,str.20). Nejcastéji se
jednd o zmény v poctu nebo umisténi cysteind, ale vyznamné jsou i zamény jinych
aminokyselin, hlavné v evolu¢né konzervovanych pozicich. Takové mutace byly nalezeny
zejména na B-fetézci.(86) Jednou z téchto mutaci je zdména argininu za glutamin na pozici
B22, ktera byla nalezena u diabetickych pacient(, a jehoZ pfiprava a charakterizace byla
cilem této prace. Ke studiu patogennich mutant( insulinu vede zejména fakt, ze ackoliv u
vSech nositell genetického defektu je mutace heterozygotni, postihuje tedy jen jednu
alelu genu, dochazi presto k rozvoji diabetu. Nicméné u nékolika jedinc byla nalezena
funkéni pouze jedna alela insulinového genu a k rozvoji nemoci nedoslo.(61)

Studovany zastupce monogenniho diabetu, analog QB22-insulin, byl pfipraven
celkovou chemickou syntézou, oxidacni rekombinaci A- a QB22-B-fetézce. Prlimérny
vytézek rekombinace ¢inil 2,1 + 0,5 % z maximalniho ziskatelného mnoZstvi s ohledem na
limitujici slozku (QB22-B-retézec). Metodou celkové chemické syntézy oxidacni
rekombinaci A- a B-fetézcl lze ziskat az 60-ti % vytéZek.(81) Porovndnim s vytézky
rekombinantnich reakci jinych analogl, pfipravenych v laboratoti RNDr. J. Jiracka CSc., jez
se pohybuji mezi 8-35 %, byla Gcinnost rekombinace A- a QB22-B-fetézce nizka.(88)

Arginin na pozici B22 patfi mezi pét nejdulezitéjSich aminokyselin, stabilizujicich
tercialni strukturu molekuly.(72) Jeho guanidinylova skupina vytvafi stabilizujici interakce s
kyselinou glutamovou A17, cysteinem B19, asparaginem A21 a valinem B18 (obr.8,str.
24).(63,19) Je navic mozné, ze mimo finalni strukturu, stabilizuje guanidinylova skupina
i prechodovy stav disulfidického parovani.(89) Jestlize nedochazi ke stabilizaci
prechodového stavu, snizuje se rychlost vzniku disulfidického mustku a tedy rychlost
»baleni” molekuly celkové. To zvySuje moZnost vzniku neZzadoucich interakci béhem
prechodu do tercidlni struktury.(55)

Usporaddni tercidlni struktury QB22-B-fetézce insulinu v duUsledku absence
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postranniho fetézce argininu v poloze B22 vedlo pfi oxidacni rekombinaci ke vzniku
vétSiho mnoizstvi vedlejsich produktl. Nejvice vzniklo disulfidicky rzné propojenych A-
fetézcl a dale vznikl velky prebytek redukovaného QB22-B-fetézce.

Z pribéhu a vytézku rekombinantni reakce vyplyva, Ze zaména glutaminu
za arginin v pozici B22 ma negativni vliv na tercidlni usporadani B-retézce. Postranni
fetézec glutaminu bude pravdépodobné vytvaret jiné intramolekuldrni interakce a tudiz
ovliviiovat jak samotny B-fetézec, tak i spojovani obou retézci dohromady. Velmi
podobnou ulohu bude pravdépodobné zplsobovat tato zdména i vbunce a Spatné
tercidlni usporadani by mohlo byt jednou z pficin vzniku MODY diabetu u pacientl s touto
genetickou vadou.

Dale byla porovnavana afinita QB22-insulinu na insulinovy receptor oproti
lidskému insulinu. Afinita analogu k insulinovému receptoru byla mérena testem in vitro
za pouziti bunék IM-9 a Cinila 19,9 % afinity lidského insulinu. Vzhledem k tomu, Ze jde o
heterozygotni mutaci, tj. Ze organismus mimo mutantu s nizkou afinitou vyrabi i pfirozeny
insulin, nebude nizka afinita analogu pravdépodobné pfic¢inou vzniku diabetu, jelikoz
produkce obou typl by méla dostatecné pokryt pozadavky organismu na hladinu insulinu.

| kdyZ arginin v pozici B22 nepatii mezi aminokyseliny pfimo se Ucastnici vazby na
insulinovy receptor (82), je soucasti B-otacky C-konce B-fetézce, B20-B23.(19) C-konec
B-fetézce ma vyznamnou ulohu pfi vazbé na receptor a je zde patrné prvotni kontakt
s hydrofébnim mistem na receptoru.(26) Pfi jinych mutacich v C-konci B-fetézce se
ukazalo, Ze i drobnd zména v téchto aminokyselinach citlivé ovliviiuje afinitu k receptoru
(88) a tudiz je pravdépodobné, Ze zdména bazického argininu za polarni glutamin
v exponované pozici B22 bude mit také vliv na afinitu k receptoru.

Insulinovy tolerancni test, provadény na skupinach o 10-ti jedincich (mysi kmene
C57BL) koreluje s nizkou afinitou mutantu QB22-insulinu. Méfeni bylo provedeno 2-krat
v rozmezi 14-ti dn(l. Prlbéh casové zdvislosti hladiny glukdzy v krvi byl v obou pfipadech
jak u insulinu tak u QB22-insulinu velmi podobny. Oproti lidskému insulinu je mutant
QB22-insulin méné ucinny a doba pusobeni je zkracend. Kontrolni skupina, jiz byl
aplikovan pouze fyziologicky roztok, je pouzivdna jako negativni kontrola na zjiSténi odezvy
mysi na stres pfi manipulaci a aplikaci latky.
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Kombinace vazebného testu in vitro a insulinového toleranc¢niho testu in vivo by
méla dobre charakterizovat pfipraveny mutant QB22-insulin. Zatimco vazebna afinita
ukazuje a vycisluje presnou disociacni konstantu mutantu pfi vazbé na receptor, test
in vivo je schopen ukazat skute¢ny ucinek latky v organismu mysi a jeho efektivitu pfi
snizovani krevni glukodzy.

Klicovym problémem QB22-insulinu je ale patrné dosaZeni spravné konformace
uvnitf ER a sekrece do krevniho recisté. Vznik abnormalnich komplext uvnitf ER béhem
biosyntézy insulinu spojenych se stresem ER a inhibici pfirozeného insulinu je zda se
hlavnim toxickym efektem QB22-insulinu(69), vedoucim ke vzniku diabetu nasledkem

nedostatecné produkce insulinu.
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7. SOUHRN

QB22-insulin je prirozené se vyskytujici analog u diabetickych pacient(. V této praci
byl analog insulinu pfipraven celkovou chemickou syntézou s priimérnym vytézkem 2,1 %
a urceny jeho zakladni charakteristiky. Pti vazebnych testech in vitro byla prokazana 19,9 %
afinita k insulinovému receptoru vzhledem k pfirozenému lidskému insulinu. Nakonec byla
prokazana i nizka biologicka aktivita QB22-insulinu na skupiné mysich samct (kmen C57BL,

AnlLab Praha) testy in vivo oproti lidskému insulinu.
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