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Abstrakt

Stale rostouci trend vyskytu nemoci diabetes mellitus neboli cukrovky naznacuje potrebu
vyvoje novych terapeutickych pfipravkd, a tim zajisténi adekvatni |é¢by pro pacienty.
Dulezitym prvkem v této oblasti vyzkumu je detailni objasnéni plisobeni hormonu insulinu
v organismu, zejména v kontextu s rlistovymi faktory podobnymi insulinu (IGF-1 a IGF-2),
které vykazuji vyznamnou vzajemnou strukturni homologii. Vysokou podobnost vykazuji i
jejich prislusné receptory, receptor insulinu (IR) a receptor pro IGF-1 a IGF-2 (IGF-1R), a
diky tomu se mohou IGF-1 a IGF-2 do jisté miry vadzat na IR a insulin na IGF-1R. D(lezitd je
zejména schopnost silné vazby IGF-2 na isoformu A IR. Na rozdil od insulinu, ktery
prevdiné zprostfedkovdva vstup glukosy do bunék, hormony IGF vyvolavaji rlstové
(mitogenni) Gcinky. Zjisténi, které strukturni determinanty v molekulach insulinu a IGF
jsou zodpovédné za rozdilnou aktivaci receptord, by mohlo poskytnout vysvétleni
rozdilnych odpovédi vyvolanych plsobenim téchto hormon( na receptory cilovych bunék
a napomoci pfi vyvoji funkéné selektivnich analogli téchto hormond.

Cilem této bakalarské prace byla pfiprava a charakterizace analogl lidského
insulinu prodlouzenych na C konci fetézce B o sekvence aminokyselin odvozenych z
domény C molekuly IGF-2. Pfiprava téchto hybridnich analogli byla uskute¢néna pomoci
syntézy na pevné fazi a enzymové semisyntézy za Ucasti trypsinu. Semisynteticka reakce
v pfipadé analogu insulinu prodlouzeného o sekvenci S-R-V-S-R-R-S byla neuspésna kvuli
proteolyze trypsinem. Z tohoto dlvodu byly navrzeny dva analogy, DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-
A-V-S-A-A insulin a DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin (kde DOI je des(B23-B30)oktapeptid-
insulin) s lysiny chranénymi fenylacetylovou skupinou, které se pfipravit podafilo. Déle
byly pomoci imunopfenost porovnany schopnosti téchto analogli aktivovat signalizaéni
drahy po vazbé na IGF-1R a vysledky byly porovnany s efekty lidského insulinu, IGF-1 a
IGF-2. Ze ziskanych vysledkl je moZné usuzovat, Ze prodlouzeni fetézce B insulinu na jeho
C-konci o aminokyseliny odvozené z C-domény IGF-2 pozménuje schopnost insulinu
aktivovat IGF-1R.

Klicova slova
Insulin, rastové faktory podobné insulinu, syntéza na pevné fazi, enzymova semisyntéza,

aktivace receptoru, signaliza¢ni kaskady, imunoprenos, Akt, Erk



Abstract

The ever-increasing occurrence of diabetes mellitus brings about the need for
development of new therapeutic agents to provide adequate treatment for patients. An
important element in this research area is elucidation how insulin works, mainly in
connection with insulin-like growth factors (IGF-1 and IGF-2), which show significant
structural homology to each other. In addition, their respective receptors - insulin
receptor (IR) and receptor for IGF-1 and IGF-2 (IGF-1R) - exhibit very high similarity. As a
result, IGF-1 and IGF-2 can bind to IR and insulin can bind to IGF-1R. Of a particular
importance is the high affinity binding of IGF-2 to the isoform A of IR. Unlike insulin,
which predominantly mediates glucose entry into cells, IGFs induce growth or mitogenic
effects. The finding which structural determinants in insulin and IGFs are responsible for
the differences in the activation of their cognate receptors could provide an explanation
for different functional responses upon binding of these hormones to different target
cells. Understanding of this mechanism could also help in the development of functionally
selective analogues of these hormones.

The aim of this study was the synthesis and characterization of analogues of
human insulin extended at the C terminus of the B chain with the amino acid sequence
derived from the C domain of IGF-2. The preparation of these hybrid analogues was
carried out using the method of solid phase peptide synthesis and enzymatic
semisynthesis catalyzed by trypsin. Semisynthetic reaction of the first analogue failed due
to the proteolysis by trypsin. Therefore, next two analogues were designed, DOI-G-F-F-Y-
T-P-K-T-S-A-V-S-A-A-insulin and DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V-insulin (where DOI is des(B23-
B30)octapeptide-insulin), using lysines protected by a phenylacetyl group. The respective
semisynthetic reactions were successful and the analogues were characterized using
immunoblotting techniques for their ability to activate different signaling pathways upon
binding to IGF-1R. The results were compared with the effects of human insulin, IGF-1
and IGF-2. It can be assumed that the extension of the C terminus of the B chain of insulin
of the amino acids derived from the C domain of IGF-2 may modify the ability of insulin to

activate IGF-1R. (In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

AcOH — kyselina octova

ACN — acetonitril

Akt — proteinkinasa B

AEBSF — hydrochlorid 4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluoridu

APS — peroxodisulfat amonny

BSA — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

Ca(AcO), — octan vapenaty

CCD kamera — charge coupled device camera

DCM —dichlormethan

DIC — N, N-diisopropylkarbodiimid

DIPEA — N,N-diisopropylethylamin

DMA — N,N-dimethylacetamid

DMEM — Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMF — dimethylformamid

DOI — des(B23-B30)oktapeptid-insulin

DTT — dithiothreitol

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

Erk — kinasa regulovana extraceluldrnim signalem (extracellular signal-regulated kinase)
ESI-MS — hmotnostni spektrometrie s ionizaci ,,elektrosprejem*

FBS — fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

Fmoc — 9-flourenylmethyloxykarbonylova skupina

HBTU — hexaflourofosfat 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronia
HI — lidsky insulin (human insulin)

HOBt — 1-hydroxybenzotriazol

IGF-1, IGF-2 — rlstové faktory 1 a 2 podobné insulinu (insulin-like growth factors)
IGF-1R, IGF-2R — receptory rustovych faktorli 1 a 2 podobnych insulinu
IGF-1Rp — B-podjednotka receptoru IGF-1R

IR — insulinovy receptor

IRS — substrat insulinového receptoru

IUB — International Union of Biochemistry and Molecular Biology
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MAPK — proteinkinasy aktivované mitogenem (mitogen-activated protein kinases)
MeOH — methanol

Milli Q — deionizovana voda

M, — relativni molekulova hmotnost

NMP — 1-methyl-2-pyrrolidinon

Pac — fenylacetylova skupina

pAkt — fosforylovana proteinkinasa B

pErk1/2 — fosforylovana a extracelularnim signalem regulovana kinasa

P13K — fosfoinositol-3-kinasa

PVDF — polyvinylidenflourid

RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi (reverse phase high-
performance liquid chromatography)

RTK — tyrosinova kinasa receptoru (receptor tyrosine kinase)

tBu — t-butylova skupina

TEMED — N,N,N’,N’- tetramethylendiamin

TFA — kyselina triflouroctova

TFE - trifluoroethanol

TIS — triisopropylsilan

TPCK — trypsin — trypsin s inhibitorem TPCK (tosylfenylalanylchlormethylketon)
Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

T-TBS — Tris/HCI pufr obsahujici chlorid sodny a detergent Tween (tris buffered saline)

Déle jsou uzivany jednopismenné zkratky aminokyselin podle doporuceni IUPAC-IUB (1).

Pokud neni uvedeno jinak, jednd se o aminokyseliny v L-formé.
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1 Uvod

1.1 Insulin a ristové faktory podobné insulinu
Insulin a rdstové faktory podobné insulinu (IGF-1 a IGF-2) jsou fylogeneticky pribuzné
hormony (2). Insulin hraje vyznamnou roli hlavné v regulaci vstupu glukosy do bunék,
¢imz ovliviuje jak metabolismus sacharidd, tak nasledné i metabolismus proteint a lipidd.
IGF-1 a IGF-2 se podileji zejména na regulaci rastu, proliferaci, diferenciaci, migraci a
vstupu bunék do apoptdzy.

Vzajemnym porovnanim primarnich sekvenci a 3D struktur téchto tfech proteinu
(obr. 1, str. 12) je moiné vidét znacnou strukturni podobnost. Vyznamnym spole¢nym
rysem je pritomnost evoluéné konzervovanych strukturnich motivi — tfi a -Sroubovic
lokalizovanych jako Sroubovice 1 v B-doméné, Sroubovice 2 a Sroubovice 3 v A-doméné a
pritomnost tfi disulfidickych mUstkd stabilizujicich dané struktury (obr. 1) (3). Hlavnim
strukturnim rozdilem mezi insulinem a rlGstovymi faktory podobnymi insulinu je
pfitomnost dvou fetézcl v molekule insulinu (A a B) oproti jednomu fretézci IGF
obsahujiciho kromé A- a B-domény jesté navic C- a D-domény. Sekvencné sdileji tyto tfi
hormony vdoménach A a B asi 50% identitu (4). Retézec A insulinu je sloZen z21
aminokyselin, fetézec B je tvofen 30 aminokyselinami (5). Retézec IGF-1 je sloZen ze 70 a

fetézec IGF-2 z 67 aminokyselin.

1.2 Receptory insulinu a ristovych faktort podobnych insulinu
Insulinovy receptor (IR) a receptor rlstového faktoru 1 podobného insulinu (IGF-1R) jsou
membranové glykoproteiny ze skupiny tyrosinkinasovych receptor(, tvofenych dvémaa -
a dvéma B-podjednotkami, propojenymi disulfidickymi mastky (6; 7).

Podobné jako insulin, IGF-1 a IGF-2 i jejich receptory se vyznacuji vysokou
homologii, pohybujici se od 41 do 84 %, v zavislosti na porovnavané doméné. Nejvyssi
podobnosti IR a IGF-1R je dosazeno v mistech tyrosinkinasové domény (82 %) (8).
Vzdjemna podobnost receptorli dava kromé homodimernich vzniknout také
heterodimernim receptordm IGF-1R/IR neboli hybridnim receptoriim nalezenym ve vsech
tkanich tvoricich IR a IGF-1R. Receptor IGF-2R nepatfi do skupiny tyrosinkinasovych
receptorll, jedna se o0 manosa-6-fosfatovy receptor a jeho hlavni funkci je pravdépodobné

odstranovat IGF-2 z krevniho obéhu (tzv. clearence).
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Obrazek 1. (a) Porovnani primarnich sekvenci IGF-1, IGF-2 a insulinu. Cerné obdélniky vyznacuji pozice
a-$roubovic. (b) Schematické zobrazeni 3D struktur insulinu, IGF-1 a IGF-2. Sroubovice 1
v ramci B-domény je zobrazena modrfe, Sroubovice 2 v A-doméné riZové a Sroubovice 3
Cervené. Pfevzato a upraveno podle (3).

Insulinovy receptor podléhajici alternativnimu sestfihu se vyskytuje ve dvou
isoformach, IR-A (- exon 11) a IR-B (+ exon 11), liSicich se pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 12
aminokyselin na C-konci extraceluldrni a-podjednotky, tzv. CT-peptidu. Tento rozdil
v sekvenci IR spolu s rozdilnou orgdnovou expresi a afinitou vici ligandlim je odpovédny
za rozdilné funkce obou isoforem (9). Isoforma IR-B se exprimuje zejména v jatrech,
adipocytech a ve svalech, kde primdrné zprostfedkovdvd metabolickou funkci insulinu.
Isoforma IR-A je exprimovana v ostatnich tkanich a také ve fetdlnich a tumorovych

tkanich, a zprostfedkovava tak primdarné antiapoptotické a mitogenni Ucinky. V celé radé

tkani jsou ovsem v riznych pomérech zastoupeny obé isoformy IR.

1.3 Vazby ligandii na receptory

U¢inek hormon( je podminén jejich vazbou na specificky membranovy receptor (10).
Vazba insulinu a IGF na pfislusné receptory a aktivace signaliza¢nich drah, které posléze
vyvolaji bud" metabolické nebo mitogenni ucinky hormon(, je ovlivnéna hlavné

pfislusnymi vazebnymi afinitami (rovnovdznymi disocia¢nimi konstantami Ky) ligand( vici

receptorlim a zaroven rychlostnimi konstantami disociace a asociace hormon( vudi
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receptorliim (kofr a kon). Pfedpoklada se, Ze pro vyvolani metabolické odpovédi je nutné
rychlé navazani ligandu na receptor a rovnéz jeho rychla disociace z komplexu. Naopak
pomalejsi vazba na receptor, pomalejsi disociace ligandu z receptoru a také zvySena mira
internalizace receptoru vyvolana vazbou ligandu vedou spiSe k mitogenni odpovédi (11).
Insulinovy receptor (IR-A i IR-B) ma vysokou afinitu (Ky asi 0,1 nM) pro insulin. Jeho
isoforma IR-A navic predstavuje vyznamny receptor pro IGF-2 (Ky pfiblizné 5 nM), pficemz
afinita (ICso) IGF-1 vUci IR-A je asi 15 nM (hodnoty urcéené v laboratofi Dr. Jiracka) a vici
IR-B jesté nizsi (300-500 nM) (3). Na isoformu B receptoru insulinu se tak ve fyziologickych
koncentracich vaze pouze insulin. IGF-1R vaze IGF-1 s vysokou (0,5-1 nM) afinitou a IGF-2
o néco slabéji (ICsg 1-2nM), insulin se vaZe na tento receptor jiz jen slabé (ICso 100-
200 nM) (hodnoty urcené v laboratofi Dr. Jiracka). Hybridy IGF-1R/IR vazou pouze IGF-1 a
IGF-2, insulin nikoliv. SloZitost a vzdjemna provazanost tohoto systému receptorl a jejich

ligandll je zobrazena na obrazku 2.

Insulin | _ IGF1 | [ IGF2

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

¥
Metabolické ucinky Mitogenni Géinky

Obrazek 2. Vazby ligandl na receptory insulinu a IGF. Silné interakce jsou vyjadreny plnymi Sipkami,
slabé interakce Sipkami carkovanymi. Stejné je tomu u spousténi metabolickych Ci
mitogennich G¢inka. Prevzato a upraveno podle (12).

DaleZitou roli v aktivaci receptorl prislusnymi ligandy jsou jejich koncentrace a
dostupnost v krevnim obéhu. Zatimco insulin je vkrvi pfitomny ve velmi nizkych
mnozstvich (asi 0,1nM koncentrace), IGF-1 a IGF-2 jsou pfitomny v koncentracich

13



nanomoldrnich. Jejich dostupnost je ovsem ovlivnéna faktem, Zze az 99 % volného IGF je
v plasmé vazano na tzv. |IGF-vazajici proteiny (IGF-BP z angl. IGF binding proteins) (13). Ty
samy podléhaji regulaci jejich exprese a proteolyzy a tim dokladaji sloZitost systému

insulinu a IGF.

1.4 Mechanismus piisobeni insulinu, IGF-1 a IGF-2 na bunéc¢né trovni

PrestoZe insulin a rlstové faktory podobné insulinu vykonavaji v organismu odlisné
funkce, vyuzivaji stejné signalizani drahy (obr. 3, str. 15). Navdzani ligandu na
extraceluldrni ¢ast receptoru (IR, IGF-1R nebo IR/IGF-1R) zplsobi konformacni zménu
vedouci k autofosforylaci tyrosin(i intraceluldarnich B-podjednotek. To md za nasledek
spusténi signalizacnich drah fosforylaci tyrosinG dalSich proteinli — zejména substrata
insulinového receptoru (tzv. IRS proteiny) (14). Tyto proteiny se po fosforylaci stavaji
zakladem pro dalsi komplexni systém proteinl prenasejicich signdl, pficemz tato kaskada
usti ve dvé hlavni vétve — signal vede dale do bunky pres fosfoinositol-3-kinasu (PI13K)
nebo pres proteinkinasy aktivované mitogenem (MAPK). Zatimco PI3K aktivuje protein
Akt, MAPK vede signalni drahu pres protein Erk. Pro insulinovy receptor je mozné vazbu
insulinu na isoformu B tohoto receptoru definovat jako drdhu odpovédnou za spisSe
metabolickou funkci, vedouci pres fosforylaci PI3K a nasledné proteinu Akt k aktivaci
GLUT4 transportéru, s vyslednym vstupem molekul glukosy z krve do nitra bunék. Signal
zprostiredkovany receptorem IGF-1R neni moZné definovat jako drdhu vedouci bud
k metabolickym nebo mitogennim ucinklim, nebot prestoZe jsou aktivovany oba proteiny

Akt i Erk, aktivace vede k mitogennim ucinkiim (15).

1.5 Analogy insulinu se selektivnimi ucinky

Modifikace ve struktufe molekuly insulinu mohou vést ke zménam jeho vazebnych
vlastnosti vici IR-A, IR-B a IGF-1R. Tyto pozménéné struktury, insulinové analogy, tak
mohou mit v porovnani slidskym insulinem zvySené ¢i snizené metabolické nebo
mitogenni ucinky. V klinické praxi je pouzivano 5 analogu insulinu (16), které vyvolavaji
metabolické ucinky insulinu rychleji, nebo naopak plsobi déle oproti prirozenému
insulinu. U nékterych dlouhodobé plsobicich analogl byly vzneseny otazky ohledné jejich

potencialné zvysenych mitogennich, tzn. rakovinotvornych Gcinka (17; 18; 19).
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Porozuméni molekuldrnimu mechanismu rozdilného pusobeni insulinu na IR-A a
IR-B (na obé isoformy se vaze insulin s vysokou afinitou, ale vyvolava rozdilné ucinky) a
IGF-2 na IR-A a IR-B (IGF-2 se vaZze silné jen na IR-A a vyvolava mitogenni ucinky) by mohlo
vyustit v pfipravu analogl insulinu se selektivnimi metabolickymi ucinky ¢i k antagonistim
IGF-2, které by mohly byt uzZiteéné pri Ié¢bé rakoviny, protoZze v nékterych nadorech je
IGF-2 exprimovan spolu s IR-A ve zvysené mire.

Kli¢ k selektivité hormonU je nejspiSe v jejich primarni a tercidrni strukture.
Nedavno publikovand studie (21) poprvé naznacila zplsob vazby insulinu na jeho
receptor. Mimo jiné se ukazalo, Ze insulin se pfimo Ucastni vazby na CT-peptid receptoru
obsahujici (v IR-B) ¢i neobsahujici (v IR-A) na svém C-konci 12 aminokyselin (exon 11)

(obr. 4).

Insulin
Receptor

Insulin
Receptor

CR domain
Jinsulin

Receptor
L1 Domain

Obrazek 4. ZpUsob vazby insulinu na L1 doménu IR (svétle hnéda) a CT-peptid IR (fialovy). Retézec A
insulinu je Zluty, fetézec B je modry. Aminokyseliny insulinu B22-B30 nejsou v komplexu
viditelné, ale da se predpokladat, Ze budou smérovat po povrchu L1 domény v blizkosti CT-
peptidu ¢i s nim pfimo interagovat. CT-peptid v tomto pfipadé je kratsi formou pfitomnou v
IR-A. V IR-B by byl prodlouzen “smérem ke Ctenari”. Prevzato a upraveno podle (21).
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Je moiné, ze se IGF-2 diky své 3D strukture podobné insulinu vaze na IR-A
podobnym zplsobem jako insulin a Ze pravé delsi CT-peptid isoformy IR-B brani IGF-2
vsilné vazbé. Je také moiné, ze C-doména IGF-2 (aminokyseliny 33-40; SRVSRRSR na
obr. 1, str. 12) se interakce s CT-peptidem isoformy IR-B Ucastni (s negativnim dlsledkem

na afinitu) a Ze naopak nevadi pfi interakci s IR-A, ktera ma CT-peptid kratsi.
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2 Cil prace
Cilem této bakalarské prace byla priprava a biologicka charakterizace analogl insulinu
prodlouzenych na C-konci B-rfetézce insulinu o nasledujici aminokyseliny odvozené ze

sekvence C-domény lidského IGF-2:

a) S-R-V-S-R-R-S b) S-A-V-S-A-A c) S-K-V

To znamena pfipravit analogy DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-R-V-S-R-R-S insulin (a), DOI-
G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulin (b) a DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin (c) kde DOI
znaci des(B23-B30)oktapeptid-insulin. Primarnim ukolem bylo pfipravit analog insulinu
s C-koncem B-fetézce prodlouzenym o heptapeptid S-R-V-S-R-R-S. Cile pfipravit insuliny
prodlouzené o dalsi dva peptidy, S-A-V-S-A-A a S-K-V, vyplynuly z vysledk(i a kontextu
prace pfi jejim resSeni.

Vysledné analogy insulinu by mohly poskytnout informace o Uloze C-domény IGF-2
pfi vazbé IGF-2 na obé isoformy IR. Tyto analogy by rovnéz mohly pomoci odpovédét na
otazku, zda je mozné zménit vazebnou a funkéni selektivitu insulinu prodlouzenim jeho
sekvence na C-konci B-fetézce o aminokyseliny odvozené od IGF-2 ¢i naopak

aminokyselinami se sekvenci IGF-2 nesouvisejicimi.
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3 Pouzity material a pristroje

2-Cl-tritylova pryskyrice — Novabiochem-Merck

HI - Sigma

IGF-1 — Tercica

IGF-2 — Sigma

buriky R™° — mysi fibroblasty s blokovanou expresi gend pro my3i IR-A, IR-B a IGF-1R, a
naopak transfektované lidskym IGF-1R, darovany Prof. A. Belfiorem, Univerzita Catanzaro,
Italie

médium DMEM - médium obsahujici fetalni hovézi sérum, L-glutamin, penicilin,
streptomycin, puromycin — PAA

protilatky proti pAkt a pErk 1/2 — Cell Signaling Technology

protilatka proti IGF-1Rp — Santa Cruz Biotechnology

proti-krali¢i protilatka A9169 — Sigma

proti-mysi protilatka A9044 — Sigma

PVDF membrana — Millipore

veprovy insulin — Spofa

Wangova pryskyfice (Fmoc-serine/valine(tBu)-Wang resin) — Novabiochem

Centrifugy - Jouan CR 3i a Hettich Universal 320 - Schoeller

Inkubator — CO, Incubator MCO 20AIC - Sanyo

Lyofiliza¢ni pfistroj Heto FD3

Mikroskop Axiovert 40 CFL - Zeiss

Spektrofotometr Lambda 25 - PerkinElmer

Ultrazvukovy homogenizator ElImasonic S 30 - ElIma

Vakuova odparka Heidolph WB 2000

Pfistroje pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii — Waters

Zatizeni pro imunoprenos — Trans Blot SD Cell - Bio-Rad

Zdroj pouzivany pfi elektroforéze a pfiimunoprenosu — POWER Pac 1000 - Bio-Rad
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4 Metody

4.1 Purifikace a analyza peptidii pomoci vysokoucinné Kkapalinové

chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie sreverzni fazi (RP-HPLC) byla provadéna na
pristrojich firmy Waters (Cerpadlo Waters 600, dualni UV/VIS detektor Waters 2487). Pro
purifikaci peptidl pfipravenych pomoci syntézy na pevné fazi byla pouzivana preparativni
kolona (Luna C-18, 250 x 21,2 mm, 10 um, firma Phenomenex) s pritokovou rychlosti 9
ml/min. Prlbéh reakci a Cistota latek byly kontrolovany pomoci analytické kolony
(Nucleosil 120-5 C-18, 250 x 4 mm, firma Watrex Praha, CR) s prdtokovou rychlosti 1
ml/min a pro purifikaci vyslednych analogl insulinu semipreparativni kolona (Nucleosil
120-5 C-18, 250 x 8 mm, Watrex Praha, CR) s priitokovou rychlosti 3 ml/min.

Eluce latek z kolony byla zajisténa roztokem o zvySujici se objemové koncentraci
ACN v deionizované vodé za pfitomnosti 0,1% TFA pfi pokojové teploté. V dalSim textu
jsou mobilni faze oznacovany jako roztok A (0,1% TFA ve vodé) a roztok B (0,1% TFA s 80%
ACN ve vodé). Pro preparaci peptidl ptipravenych pomoci syntézy na pevné fazi byl
pouzit nasledujici gradient: 0 minut/10% B, 30. minuta/100% B a 31. minuta /10% B.
K analytickym stanovenim, respektive preparaci produktli enzymovych semisyntéz, byl
pouzZit tento gradient: 0 minut/10% B, 1. minuta/35% B, 21. minuta/45%B, 34
minuta/55% B, 36. minuta/90% B, 37. minuta/90% B a 37,1. minuta/10% B. Detekce latek
byla provadéna mérenim absorbance pfi vinovych délkach 258 a 218 nm. Ziskana data

byla vyhodnocovéna v chromatografickém programu Clarity Lite od firmy Data Apex, CR.
4.2 Priprava peptida syntézou na pevné fazi

4.2.1 Manualni syntéza peptidii na pevné fazi

Peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A, byl pfipraven metodou manudlni syntézy na
pevné fazi pomoci acidolabilni 2-chlorotritylové pryskyfice v mnozstvi 400 pmol. Syntéza
byla provedena v plastové stfikacce s fritou. Byly pouzity aminokyseliny s chranénymi a-
aminoskupinami prostiednictvim 9-fluorenylmethyloxykarbonylové skupiny (Fmoc).
Postranni fetézce threoninu, tyrosinu a serinu byly chranény t-butylovou skupinou (tBu).

N°-aminoskupina lysinu byla chrdnéna fenylacetylovou skupinou (Pac) (22). Ve snaze
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predejit racemizaci aminokyselin, je syntéza na pevné fazi zapocata na C-terminalnim
konci. Prvni aminokyselina, Fmoc-alanin, (400 umol, tj. 1 ekvivalent) se tfemi ekvivalenty
DIPEA byla pfidana k pryskyfici (1 ekvivalent) v 1,6 ml suchého DCM. Reakce probihala 1,5
hodiny za obcasného promichani. Nasledné byla pryskyfice sprvni navazanou
aminokyselinou ponechdna na dobu 3 x 3 minuty v5 ml smési DCM : MeOH : DIPEA
(17 : 2 : 1, v/v), ¢imZ byly zablokovany zbylé nezreagované chloridové skupiny pryskyfice.
Pryskytice byla nasledné 5x promyta 2 ml DMF. Chranici skupina Fmoc byla odstépena
pomoci 1 ml 30% (v/v) roztoku piperidinu v DMF (5 a nasledn& 20 minut). Uspé&3nost
syntetické a nasledné ,deprotekéni” reakce byla kontrolovana spektrofotometricky
mérenim absorbance piperidin-dibenzofulvenového komplexu vzniklého odstranénim
Fmoc-skupiny. Absorbance komplexu byla mérena pfi vinové délce 301 nm a za pouziti
extinkéniho koeficientu 7040 M cm™ bylo moZné urcit mnozstvi oditépené skupiny
Fmoc, které rovnéZz odpovida mnoiZstvi navazané aminokyseliny. Navazani dalSich
aminokyselin (2,5 ekvivalentu) bylo provedeno skondenzacnimi Ccinidly HBTU (2,5
ekvivalentu) a DIPEA (7 ekvivalent) v prostfedi NMP (3 ml) vidy po dobu 1-2 h. P¥i reakci
pres noc kondenzace aminokyseliny (2,5 ekvivalentu) probihala s cinidlem DIC (2,5
ekvivalentu) v prostiedi rozpoustédel NMP : DCM (1 : 1, v/v). Uplnost kondenzaénich
reakci byla kontrolovana Kaiserovym testem (23) a v ptipadé nelplné kondenzace byla
reakce opakovana za stejnych podminek. Pryskyfice s vyslednym peptidem byla dikladné
promyta DMF a nasledné suchym DCM. Poté byl peptid z pryskyfice Stépen smési AcOH :
TFE : DCM (2 : 2 : 6, v/v) po dobu 2 hodin. Ziskany produkt stépeni byl odparen do sucha
na vakuové rotacni odparce. Nasledné, plsobenim smési TFA : TIS : H,O : DCM
(50:3:3:44,v/v) podobu 1 h, byly odstranény tBu-chranici skupiny. Ziskany produkt byl
znovu odparen, 3x extrahovan diethyletherem a ponechdan v exsikatoru k dosuseni. Peptid

byl rozpustén v roztoku vody a 40% ACN a purifikovdan pomoci RP-HPLC.

4.2.2 Automaticka syntéza peptidi na pevné fazi

Peptidy = G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S a  G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V  byly
syntetizovany v servisnim pracovisti Syntéza peptidd UOCHB AV CR na automatizovaném
syntetizatoru ABI 433A od firmy Applied Biosystems. Pfiprava peptidld byla provedena

metodou syntézy na pevné fazi podle Merrifielda za pouZiti Fmoc skupiny jakoZto N*-
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terminalni chréanici skupiny (24). Syntéza probihala na Wangové pryskyfici komercné
substituované prvni aminokyselinou v poradi od C-konce peptidu (serin ¢i valin). Chranéni
postrannich skupin aminokyselin a kondenzacni ¢inidla pouZzity v této pripravé peptidl se
shoduiji s €inidly v manualni pfipravé. Syntéza byla uskute¢néna v mérfitku 100 pmol pro
peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S a v méfitku 260 umol pro peptid G-F-F-Y-T-P-
K(Pac)-T-S-K(Pac)-V. Kazdy kondenzacni cyklus byl proveden 1-2x, pficemZ bylo vidy
pfidano 10-ndsobné moldrni mnozstvi Fmoc-aminokyseliny a stejné mnozstvi HBTU za
prebytku DIPEA v prostfedi NMP. Vysledna pryskyfice s peptidem byla promyta s DCM,
peptid odStépen 1z pryskyfice za soucasného odstépeni chranicich skupin smési
TFA:TIS:H,0(95:2,5: 2,5, v/v, 5 ml) po dobu 2 hodin. Po odpareni do sucha byla smés

extrahovana diethyletherem a peptid purifikovan pomoci RP-HPLC.

4.3 Enzymova semisyntéza analogt insulinu

4.3.1 Enzymova semisyntéza analogi insulinu - Metoda A

Metoda A enzymové semisyntézy analogl insulinu byla povedena podle Svobody a kol.
(25; 26) a Zakové a kol. (22). Des(B23-B30)oktapeptid-insulin (DOI) byl pFipraven dle
Zakové a kol. (22). Pripraveny peptid (150 mM) byl spolu s DOI (30 mM) rozpustén
v roztoku o celkovém objemu 200 pl obsahujicim 55% (v/v) DMF ve vodé, 20 mM octan
vapenaty a 4,7 mg TPCK-trypsinu (odpovida molarnimu poméru enzym : DOI pfiblizné
1:30). Reakce byla startovdna pridanim TPCK-trypsinu v50 pl roztoku octanu
vapenatého. lhned po promichani bylo pH reakéni smési bylo upraveno na hodnotu
priblizné 6,9-7,1 pfidanim N-methylmorfolinu (1-10 pl) a zkontrolovano pomoci pH
papirku. Reakce probihala za soucasného michdani pfi laboratorni teploté (20-25°C).
Pribéh semisyntetické reakce byl pribéiné sledovan pomoci RP-HPLC na analytické
koloné. Reakce byla zastavena pfidanim vychlazeného acetonu. Vysrazené peptidy byly
centrifugovdny, sediment vysusen, rozpustén v 10% kyseliné octové a produkty
purifikovany pomoci RP-HPLC. Acetonova faze, kterd obsahovala hlavné vychozi
synteticky peptid, byla odpafena do sucha, odparek rozpustén v 10% kyseliné octové a

peptid purifikovan pomoci RP-HPLC.
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4.3.2 Enzymova semisyntéza analogi insulinu - Metoda B

Alternativné byla pouzZita Metoda B enzymové semisyntézy podle Nakagawy a Tagera
(27), kterd poskytuje lepsi rozpustnost pro vice hydrofobni syntetické peptidy. Peptid
(vysledna koncentrace 33 mM) byl spolu s DOI (vysledna koncentrace 7,7 mM) a 1,5 mg
TPCK-trypsinu rozpustén v roztoku o celkovém objemu 400 pl obsahujicim 140 ul DMA,
140 pl 1,4-butandiolu a 120 pl vodného roztoku obsahujiciho 0,2 M Tris/HCI (pH 8,0), 10
mM Ca(AcO), a ImM EDTA. lhned po pridani TPCK-trypsinu bylo pH reakce upraveno
pfidanim N-methylmorfolinu (5 pl) na hodnotu 7,0 a ovéfeno pH papirkem. Reakce byla
michana za laboratorni teploty a jeji prabéh byl kontrolovan pomoci analytického RP-
HPLC. Reakce byla zastavena a reakéni smés zpracovana stejnym zpUlsobem jako v pfipadé

Metody A.

4.4 Enzymové odchranéni produktu semisyntézy analogii insulinu
Analogy insulinu obsahujici chranici skupinu Pac na N°-skupiné lysinu(d) byly zbaveny
chranicich fenylacetylovych skupin na pfislusnych lysinech puasobenim enzymu
penicilinamidohydrolasy (EC 3.5.1.11) metodou podle Zakové a kol. (22). Analog insulinu
byl rozpustén v1 ml 50 mM K-fosfatového pufru o pH 7,5 v mnoiZstvi pfiblizné 1 mg na
250 pl pufru. Poté byla pfidana penicilinamidohydrolasa (10 IU v 10 ul pufru). Reakce
probihala za stalého michani pfi laboratorni teploté ¢i pfi 37°C. Prlbéh reakce byl
monitorovan pomoci analytického RP-HPLC. Po dokonceni ,, deprotekce” byl insulinovy
analog purifikovdan a charakterizovan pomoci analytického RP-HPLC a hmotnostni
spektrometrie.

Ve specifickém pripadé byl do reakéni smési pfidan roztok inhibitorl proteas
v mnozstvi 2 pl na 1 ml reakéni smési. Tento roztok inhibitord (Protease Inhibitor Cocktail,
P8340 Sigma) obsahoval inhibitory AEBSF (104 mM), aprotinin (80 uM), bestatin (4 uM),
E-64 (1,4 mM), leupeptin (2 mM) a pepstatin A (1,5 mM).

4.5 Hmotnostni spektrometrie peptida

Identifikace pripravenych peptidd a insulinovych analogli byla provadéna hmotnostni
spektrometrii v Laboratofi hmotnostni spektrometrie UOCHB AV CR na pfistroji LTQ
Orbitrap XL od firmy Thermo Fisher Scientific metodou ESI (Electrospray lonization)

v pozitivnim iontovém maodu.
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4.6 Metodika pro aktivaci receptoru IGF-1R

4.6.1 Péstovani bunék

Mys3i fibroblasty R*° obsahujici lidsky receptor IGF-1R byly kultivovany v médiu DMEM
s 10% FBS v inkubatoru s 5% CO, atmosférou, pfi teploté 37 °C. Buiiky R byly nasazeny
v poctu 15 000 bunék na jamku na pét desti¢ek s 24 jamkami. Po 48 hodinach kultivace
bylo sérové médium odebrano a nahrazeno médiem bez séra, ve kterém byly bunky

ponechdny v inkubatoru po dobu 20 hodin.

4.6.2 Stimulace bunéek

Roztoky lidského insulinu, IGF-1, IGF-2 a analogl insulinu byly fedény v médiu bez séra.
Pfesné koncentrace zasobnich roztokd byly stanoveny spektrofotometricky pfi vinové
délce 280 nm za pouziti extinkéniho koeficientu 4560 M™*cm™ pro IGF-1 a IGF-2 a a 5840
M™cm™ pro dané analogy.

Pro kazdy ligand byla pfipravena koncentrac¢ni fada 0,1 nM, 1 nM, 10 nM a 100
nM. Jednotlivé roztoky byly pfidany k burikdm R*° vjamkéach desti¢ek. Stimulace
receptorli na bunkach probihala po dobu 5, 10, 20, 30 a 60 minut. Stimulace byla
zastavena odsatim média za pomoci vakua, naslednym oplachnutim fyziologickym
roztokem a nakonec zalitim kapalnym dusikem. Bunky v destickach byly po zastaveni
stimulace uchovadny v suchém ledu. Obsah jedné jamky z kazdé desticky byl pouZit

ke stanoveni poctu rozmnozZzenych bunék.

4.6.3 Priprava lyzati bunék a vzorki pro elektroforetickou separaci

Pro lyzi bunék byl pouzit vzorkovy pufr pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu v
pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) s pfidanymi inhibitory proteas a fosfatas.
SloZeni pufru bylo 62,5 mM Tris/HCl pH 6,8, 2% SDS (w/v), 10% glycerol (v/v), 0,01%
bromfenolova modf (w/v), 0,1 M DTT (w/v), 50 mM NaF, 1 mM Na3VOza 100 pl inhibitord
proteas (Sigma, P8340). Buriky byly lyzovany v jamkach v 100 ul lyzaéniho pufru pomoci
ultrazvuku po dobu 1 minuty. Lyzaty bunék byly poté preneseny do mikrozkumavek a

uchovavany pfi -20 °C. Jednotlivé vzorky pro elektroforetickou separaci byly pfipraveny
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smichanim 5 pl prislusného lyzatu s 5 pl lyz&niho pufru a zahraty po dobu 1 minuty na

100 °C.

4.6.4 Polyakrylamidova gelova elektroforéza proteinti z bunécnych

lyzati v piritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforetickd separace proteind z bunécnych lyzatl byla uskute¢néna standardnim
zpusobem v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym (SDS). SloZeni délicich a

fadicich gell je uvedeno v tabulce 1.
Tabulka 1. SloZeni gell pro provedeni elektroforézy. Uvedené objemy odpovidaji pfipravé dvou geld.

10% délici gel | 4% fadici gel

Milli Q 6 ml 2,7 ml

30% akrylamidovy mix 5ml 670 pl
(29,2% akrylamid; 0,8% bisakrylamid)

Tris/HCI 3,8 ml 500 pl
(1,5 M, pH 8,8 pro délici gel,
0,5 M, pH 6,6 pro radici gel)

10% SDS 150 pl 40 pl
10% APS 150 pl 40 pl
TEMED 6 ul 4 ul

Elektroforetické déleni bylo provedeno v prostfedi 0,025 M Tris/0,192 M
glycinového elektrodového pufru s 0,1% (w/v) SDS. Hodnota elektrického proudu byla
limitovana hodnotou 24 mA/gel. Elektroforéza probihala 10 minut pfi pocatecnim napéti
100 V, poté byla hodnota napéti zvysena na 200 V, pficemz celkova doba elektroforetické

separace byla asi 1 hodina.

4.6.5 Imunopi‘enos elektroforeticky separovanych proteinii

Proteiny v gelech byly detekovany pomoci techniky tzv. imunopfenosu. Protilatky pouzité

k detekci se vazou vidy jen na fosforylovanou formu prvk( signdlni kaskady. Timto
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zplUsobem je mozné po navazani chemiluminiscenéniho substratu sledovat intenzitu
vyvolaného signalu.

Gely s proteiny byly po dobu 40 minut ponechany v pufru pro pfenos (20 mM Tris,
189 mM glycin, 10% methanol (v/v), 0,1% SDS (w/v)). PVDF membrany byly pred vlastnim
pouzitim k imunopfenosu aktivovany methanolem, nasledné oplachnuty deionizovanou
vodou a po dobu 10 minut ponechany v prostiedi pufru pro prenos. Filtraéni papiry byly
nasaknuty pufrem. Byl sestaven ,imunoprenosovy sendvi¢“ a prenos probihal 70 minut
v pfistroji pro polosuchy prenos pfi konstantnim napéti 12 V, pticemz limitni proud byl
nastaven na 1.5 mA/cm?® Po dokonéeni pfenosu protein(i byly membrany inkubovany
pres noc pfi teploté 4 °C v 3% BSA v T-TBS (20 mM Tris/Cl pH 7,5, 140 mM NaCl, 0,1%
Tween-20 (v/v)).

4.6.6 Inkubace proteinti na membrané s protilatkami

Membrdany byly pfed, po a mezi inkubacemi s protildtkami oplachované v T-TBS, vidy po
dobu 3 x 5 minut. Protilatky byly fedény v 3% BSA v T-TBS.

Primarni kralici protilatka proti IGF-1Rp a primarni krali¢i protilatka proti pAkt byly fedény
vpoméru 1 : 1000. Primarni mysi protilatka proti pErkl/2 byla fedéna 1 : 2 000.
Sekundarni proti-kralici protilatka byla fedéna 1 : 80 000. Sekundarni proti-mysi protilatka
byla fedéna 1 : 24 000.

PVDF membrdany s prenesenymi proteiny byly rozstfizeny v oblasti 75 kDa a
pouzity pro dvoji detekci tj. spodni ¢ast (15-75 kDa) pro pAkt a nasledné pro pErkl/2 a
horni ¢ast (75-250 kDa) pro celkovy IGF-1R. Dvoji detekce byla umozinéna po odstranéni
protilatek navdzanych na proteiny pomoci vymyvaciho pufru ,Restore Western Blot
stripping buffer.” Membrany byly inkubovany ve vymyvacim pufru po dobu 30 minut.
Odhalena mista na membrané po vymyti protildtek byla znovu zablokovana roztokem 3%
BSA v T-TBS.

Pro detekci signdlu proteinovych komplexud byl vyuZit chemiluminiscen¢ni substrat
»,SuperSignal® West FEMTO Max. Sensitivity Substrate” od firmy Pierce, USA.
Chemiluminiscence byla detekovdana pomoci CCD kamery ChemiDoc MP Imaging System
(Bio-Rad, USA) a intenzita prouzkd byla kvantifikovana v programu, ktery je soucasti

ovladaciho systému kamery. Data byla zpracovana v programu Excel.
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5 Vysledky

5.1 Priprava peptidii syntézou na pevné fazi

Syntézou na pevné fazi byly prfipraveny tfi peptidy pro pripravu analogl insulinu.

Sekvence téchto peptidl jsou spolu s jejich prislusnou relativni molekulovou hmotnosti a

vytézkem syntézy uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Produkty syntézy na pevné fazi. Vytézek syntézy byl kalkulovan po purifikaci na RP-HPLC a
nasledné lyofilizaci. Aminokyseliny jsou uvedeny v jednopismenném kédu. V tabulce jsou
uvedeny i teoretické relativni molekulové hmotnosti (M,) peptidi spolu s experimentalné

zjisténymi hodnotami.

M, M, Vytézek
Sekvence peptidu teoreticka experimentalné syntézy
zjisténa
G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S 1907,1354 1906,9885 59 %
G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A 1564,7348 1564,7686 20%
G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V 1509,7544 1509,7755 20%

Purifikace vySe uvedenych peptidi byla provedena na preparativni koloné RP-

HPLC za podminek popsanych v kapitole 4.1. Chromatogramy purifikaci jednotlivych

peptidl jsou zobrazeny na obr. 5 — 7 (str. 28 — 29). Identifikace produkt( syntéz na pevné

fazi byla provedena hmotnostni spektrometrii. Ziskand hmotnostni spektra jsou uvedena

na obr. 8, 9 a 10 (str. 29 — 30). Cistota peptidil byla ovéfena pomoci analytické RP-HPLC a

v pfipadé vSech tfi peptidl byla vy3si nez 95%.
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Obrazek 5. HPLC pripraveného peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S. Vrchol s retenénim ¢asem
16,247 minut byl , kolektovan®.
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Obrazek 6. HPLC pripraveného peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A. Vrchol s retencnim ¢asem
26,180 minut byl ,kolektovan®“.
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Obrazek 7. HPLC pripraveného peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V. Vrchol s retenénim ¢asem 24,378
minut byl , kolektovan®.

Jiracek, IN-125-1_XT_00001_M_#1 RT: 1.00 AV: 1 NL: 7.20E5
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Obrazek 8. Hmotnostni ESI spektrum peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S v pozitivnim rezimu
méreni.
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Jiracek, IN-121-3_120027095425 #122-129 RT: 3.43-3.62 AV: 8 NL: 1.47E5
T: FTMS + p ESI Full ms [350.00-2000.00]
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Obrazek 9. Hmotnostni ESI spektrum peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A v pozitivnim rezimu
méreni.
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Obrazek 10. Hmotnostni ESI spektrum peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V v pozitivnim rezimu méreni.

5.2 Enzymova semisyntéza DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S
insulinu

Za katalytické ucasti trypsinu byly provedeny kondenzacni reakce popsané v kapitole 4.3.

Semisyntéza DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S insulinu byla provedena dle

Metody A (4.3.1) za pouziti peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S. Na obrazku 11

(str. 31) je zobrazen chromatograficky zaznam preparace reakéni smési po ukonceni

semisyntézy (5h). Hmotnostni analyza jednotlivych preparovanych vrcholl vyjevila, Ze
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doslo ke stépeni vychoziho 15aminokyselinového peptidu (G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-
R-S) za argininy. Tyto argininy jsou v sekvenci v zavorce uvedeny Cervené. Latka ve vrcholu
v 19,16 min byla identifikovdna jako vychozi peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S,
latka ve vrcholu z 19,93 min jako peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R (tzn. — S), latka
ve vrcholu z 21,01 min jako peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R (tzn. — R-S), latka ve
vrcholu z 22,01 min jako peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R a latka ve vrcholu v ¢ase 28,61
min jako DOIl. Vreakéni smési se nepodafilo identifikovat ocekdvany produkt. Je
evidentni, Ze si TPCK-trypsin v reakéni smési zachoval hydrolytickou aktivitu napfi¢ pH 7

reakéni smési a pritomnosti organického rozpoustédla (DMF).

‘Voktage
28614

0 5 10 15 20 25 30 35
Time frin]

Obrazek 11. HPLC semisyntézy DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S insulinu. Jednotlivé vrcholy byly
preparovany a identifikovany pomoci MS. Popis je v textu.

5.3 Enzymova semisyntéza a odchranéni DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-
A-V-S-A-A insulinu; priprava DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A
insulinu

Semisyntéza dalSiho analogu, DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulinu byla kvdli

obtizné rozpustnost peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A obsahujiciho hydrofobni

alaniny provedena podle Metody B (kapitola 4.3.2). Ta poskytuje lepsi rozpustnost
hydrofobnimu peptidu nez Metoda A. Zaznam purifikace reakéni smési je uveden na

obrazku 12 (str. 33). Produkt reakce, DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulin, se
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podaftilo identifikovat jako minoritni signal (Cervend Sipka na obrazku 13, str. 33) v
hmotnostnim spektru produktl ve dvojitém vrcholu s retenénim ¢asem 29,3 minut na
obrazku 12. Pokusy o preparaci Cistého produktu ze smési latek selhaly, proto se
pristoupilo k ,,deprotekci” (dle metody popsané v kapitole 4.4) skupiny Pac na lysinu na
vSechny proteiny a peptidy obsazené v této frakci. Tato metoda se ukazala byt Uspésn3,
nebot zreakcni smési byl ve vrcholu z 23,7 minuty preparaci na analytické RP-HPLC
koloné izolovan zadany produkt, DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulin, jak je vidét na
chromatogramu zobrazeném na obrazku 14 (str. 34). RP-HPLC analyza produktu je
zobrazena na obrdzku 15 (str. 34). Produkt je ve vrcholu z 20,85 minuty. Hmotnostni
spektrum tohoto produktu je zobrazeno na obrazku 16 (str. 35). Teoreticka
monoisotopicka relativni molekulova hmotnost DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu
je 6289,8817, analyzovana byla 6289,884. lontovy signal 6330,841 v hmotnostnim spektru
je produkt s jednim iontem K* a signal 6368,789 pak se dvéma ionty K*. Findlni vytéZek
semisyntézy a ,deprotekce” DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu byl pouze asi 8 ug
(méfeno spektrofotometricky v roztoku), coz odpovida vytézku asi 0,1 % vztazeno na
limitujici slozku semisyntetické reakce (DOI). Toto mnozstvi vSak bylo dostateéné pro

nasledujici biologické pokusy.
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Obrazek 12. HPLC pfipraveného DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulinu. Produkt byl identifikovan ve
frakci z 29,27 minuty.

Zakova, 24-01-13-5_XT_00001_M__130201141716 #1 RT: 1.00 AV: 1 NL: 3.15E5
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Zakova, 24 0113.5_XT_00001_M__130201141716 #1 RT. 1.00 AV: 1 NL: 1.91E4

T: FTMS + p ESI Full ms [350.00-2000.00]
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Obrazek 13. Hmotnostni spektrum produktl semisyntézy DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulinu
v pozitivhim reZzimu méfeni. Signal m/z DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulinu je
oznacen Cervenou Sipkou.
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Obrazek 14. HPLC pfipraveného DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu. Vysledny produkt byl
identifikovan ve vrcholu z 23,7 minuty. Vrchol z 28,9 minuty predstavuje latky, kterymi byl
DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulin pred ,deprotekci” ,,maskovan®“.
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Obrazek 15. HPLC pfipraveného DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu. Produkt je ve vrcholu z 20,85
minuty.
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Jiracek, 13-03-13-15_XT_00001_M_#1 RT:1.00 AV: 1 NL: 1.10E6
T: FTMS + p ESI Full ms [350.00-2000.00]
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Obrazek 16. Hmotnostni spektrum DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu v pozitivnim reZzimu méreni.

5.4 Enzymova semisyntéza a odchranéni DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-
K(Pac)-V insulinu; priprava DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu
Enzymova semisyntéza DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu byla provedena podle
Metody B. Chromatograficky zaznam purifikace reakce je na obrazku 17 (str. 36). Produkt
semisyntézy byl identifikovan ve vrcholu z 33,1 minuty. Reakce a nasledna HPLC purifikace
poskytla 3,4 mg produktu s vytézkem semisyntézy 17,3 % (vztaZzeno k DOI). Hmotnostni
spektrum produktu je zobrazeno na obrazku 18 (str. 37). Monoisotopicka M, produktu je

6353,917 a experimentalné zjisténa byla 6353,921.
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Obrazek 17. HPLC pripraveného DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu.

Dal$im krokem bylo odstépeni chrdnicich Pac skupin DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-
K(Pac)-V insulinu pomoci enzymu penicilinamidohydrolasy. Prvni ,deprotekéni” reakce
provedend na 1,3 mg DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu dle standardniho
postupu uvedeného v metodické ¢asti prace vedla pouze k izolaci DOl a DOI-G-F-F-Y-T-P-K

insulinu (data nejsou ukazana).
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Jiracek, 26-06-13B-3+_XT_00001_M_#1 RT: 1.00 AV: 1 NL: 221E6
T: FTMS + p ESI Full ms [350.00-2000.00]
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Obrazek 18. Hmotnostni spektrum DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu v pozitivhim rezimu
merenil.

To znamen3d, Ze k odstépeni fenylacetylovych skupin doslo, nicméné produkt byl
proteolyticky degradovdan Stépenim za lysiny. Z toho dlivodu byla k enzymu ptidana smés
inhibitor( proteas (kapitola 4.4) a nasledné byla provedena , deprotekce” s 2,1 mg DOI-G-
F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu, pficemz reakce probihala po 24 hodin za
laboratorni teploty. Poté byly produkty preparovany pomoci RP-HPLC (obr. 19, str. 38).
Vrchol z 23,05 minuty na obrazku 19 byl identifikovan jako zadany produkt DOI-G-F-F-Y-T-
P-K-T-S-K-V insulin v mnoZstvi 0,15 mg (méfeno spektrofotometricky), coZz predstavuje
vytézek asi 6,5% vztazeno na vychozi mnozstvi 2,1 mg DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V
insulinu. Hmotnostni spektrum produktu, DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu, je zobrazeno
na obrazku 20 (str. 38). Teoretickda monoisotopicka M, je 6117,8333 a experimentalné
zjisténa byla 6117,841. Chromatografickda analyza vysledného produktu pomoci RP-HPLC
je zobrazena na obrazku 21 (str. 39).

Mimo konecny produkt ve vrcholu v ¢ase 23,05 byl ve vrcholu z 28,2 minuty identifikovan
DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin stdle obsahujici jednu fenylacetylovou skupinu na

jednom zlysin(i. To znamena, Ze penicilinamidohydrolasa ani po 24 hodinach Stépici
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reakci nedokoncila. Hydrolyze produktu se ovSem pfidanim kokteilu inhibitord podafilo

zabranit.
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Obrazek 19. HPLC produktu po , deprotekénim® plsobeni penicilinamidohydrolasy s pridavkem inhibitor
proteas na DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulin. Vrchol z 23,05 minuty obsahoval
DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin a vrchol z 28,2 minuty obsahoval tuto latku se stale
navazanym jednim fenylacetylem na jednom z lysinu.
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Obrazek 20. Hmotnostni spektrum DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu v pozitivnim rezimu méfeni.
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Obrazek 21. HPLC pfipraveného DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu.

5.5 Bunécna signalizace pres IGF-1R

V pribéhu 3 dnd se buriky R™° rozmnofily z pavodniho po¢tu 15 000 bunék na 380 000 +
62 000 bunék na jamku. Toto mnoiZstvi bunék bylo postacujici k detekci vybranych
proteinl v bunéénych lyzatech pomoci metody imunoprenosu. Aktivace fosfoinositol-3-
kinasové drahy byla umérna fosforylaci proteinu Akt na Thr308 (tzn. detekce pAkt).
Aktivace MAP kinasové drahy byla umérna fosforylaci proteinl Erk 1/2 na Thr202/Tyr204
u Erkl1 a na Thr185/Tyr187 u Erk2 (tzn. detekce pErk1/2). Byly pouzity specifické protilatky
detekujici tyto proteiny jen v pfipadé, Ze jsou fosforylovany. Dale byla pouZita protilatka
detekujici IGF-1RB podjednotku jako kontrola mnoistvi receptoru v jednotlivych

bunécénych lyzatech.

5.5.1 Zavislost intenzity signalu na Case

V prvnim pokuse bylo zjistovano, v kterém ¢ase dochazi k nejvétsi stimulaci (fosforylaci na
Thr308) proteinu Akt. Byla pouZita 10 nM koncentrace ligand(. U vsech ligandUd signal
dosahoval maxima po 20 minutach inkubace. Jako pfriklad uvadime zdvislost intenzity
signalu na case pri stimulaci pomoci IGF-2 (obr. 22, str. 40). U vzorkd inkubovanych 30

minut byla z neznamych pficin lyze bunék neuspésna.
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Kontrola 5 10 20 30 60 minut
T —

Obrazek 22. Zavislost intenzity signdlu pAkt (Thr308) na cCase po stimulaci 10 nM IGF-2.

5.5.2 Zavislost intenzity signalu na koncentraci ligandu

Koncentracni zavislosti intenzity signalu pro jednotlivé ligandy byly méreny v duplikatech
v Case 20 minut. Jako pfiklad je uvedena stimulace pomoci IGF-2. Na obrazku 23 je
zobrazena detekce celkového IGF-1R v jednotlivych lyzatech, pod ni jsou zobrazeny
koncentracni zavislosti intenzity po aktivaci proteini Akt a Erk videntickych bunécnych

lyzatech.

Kontrola 0,1 nM 1nM 10 nM 100 nM

a,

- .
-

Obrazek 23. Intenzita signalu detekovana CCD kamerou.
a, Obsah IGF-1Rp v jednotlivych lyzatech,
b, Zavislost intenzity signalu pAkt (Thr308) na koncentraci ligandu v ¢ase inkubace 20
minut
¢, Zavislost intenzity signdlu pErk1/2 na koncentraci ligandu v ¢ase inkubace 20 minut.
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Na nasledujicich grafech jsou zobrazeny intenzity signdlt fosforylace proteinu Akt
(obr. 24) a protein( Erk1/2 (obr. 25, str. 42) v zavislosti na koncentraci lidského insulinu,
IGF-1, IGF-2, analogu DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu a
DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu.

6000000
5000000
4000000
m
=
(&
c i | GF-1
+ 3000000
= | GF-2
2000000 LTS
. 5\
1000000
G T T T T 1
0 0,1 1 10 100
Koncentrace ligandu (nM)
Obrazek 24. Zavislost intenzity signdlu fosforylace proteinu Akt (pAkt) na koncentracich ligandl se

znazornénou smérodatnou odchylkou. HI znadi lidsky insulin, SAVSAA je DOI-G-F-F-Y-T-P-K-
T-S-A-V-S-A-A insulin a SKV je DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin.
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Obrazek 25. Zavislost intenzity signalu fosforylace proteind Erk1/2 (pErk1/2) na koncentracich ligand(

se znazornénou smérodatnou odchylkou. HI znaci lidsky insulin, SAVSAA je DOI-G-F-F-Y-T-
P-K-T-S-A-V-S-A-A insulin a SKV je DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin.

IGF-1, na rozdil od IGF-2, vyznamné stimuloval fosforylaci proteinu Akt jiz v 0,1 nM
koncentraci. Pfi 100 nM koncentraci signal z IGF-1 poklesl, pravdépodobné z divodu
nasyceni signalizaéni kaskady. IGF-2 v koncentraci 10 nM stimuloval fosforylaci proteinu
Akt srovnatelné sIGF-1. Signalizace obou analogli a insulinu byla vyrazné nizsi nez u
rastovych faktord, pricemz se signalizace obou analogl v podstaté neliSila od insulinu.
Pouze v 100 nM koncentraci byla pozorovana silnéjsi odezva u analogt nezZ u insulinu.
Nebyla pozorovana jednoznacna zavislost fosforylace proteint Erkl/2 na koncentraci
pfidanych ligandU s vyjimkou IGF-2, ktery tyto proteiny aktivoval nejsilnéji. Pozoruhodna
byla vyrazné snizend stimulace Erk DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinem. Tyto vysledky

budou ovérovany v dalSich experimentech.

42



Diskuze

Cilem této bakalarské prace byla pfiprava a nasledna charakterizace biologickych
vlastnosti tfech insulinovych analogl prodlouzenych na C-konci B-fetézce insulinu o
nékolik aminokyselin odvozenych ze sekvence pfibuzného lidského hormonu IGF-2.
Porovnani vazebnych vlastnosti téchto analog(, lidského insulinu, IGF-1 a IGF-2 v{ci IGF-
1R a zejména porovnani schopnosti téchto latek tento receptor aktivovat co se tyce
vyvolani bunécné odpovédi zprostfedkované proteiny Akt ¢i Erk, by mohlo pomoci

castecné vysvétlit strukturni priciny rozdilného plsobeni téchto hormond.

Syntéza DOI- G-F-F-Y-T-P-K-T-S-R-V-S-R-R-S insulinu

Prvnim pokusem vramci této prace byla pfiprava analogu insulinu prodlouzeného o
sekvenci S-R-V-S-R-R-S, jakoZto pfrirozenou sekvenci z C-domény hormonu IGF-2
(aminokyseliny 33-40). Nejjednodussim zplisobem jak tento analog pripravit je enzymova
semisyntéza, kdy se k DOI (pfipravenému z insulinu Stépenim trypsinem pfi zasaditém pH)
pripoji peptid opét za pusobeni trypsinem, ale pfi neutrdlnim pH a za pfitomnosti
organického rozpoustédla. Za téchto podminek by mél katalyzovat tvorbu peptidové
vazby mezi argininem na pozici B22 insulinu a aminokyselinou N-konce pfipraveného
peptidu, v tomto ptipadé G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S, kde aminokyseliny G-F-F-Y-T-
P-K(Pac)-T odpovidaji sekvenci B23-B30 insulinu. Lysin v pozici B29 je chranény
fenylacetylovou skupinou, ktera trypsinu zabranuje v pfipojeni peptidu k argininu na
pozici B22 DOI pfes N°-aminoskupinu lysinu. Peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S
jako produkt automatické syntézy na pevné fazi a purifikace pomoci RP-HPLC byl ziskan
s dobrym vytézkem asi 59%. Peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S byl dale podroben
semisyntetické reakci s DOI za katalyzy pomoci TPCK-trypsinu. Semisyntéza ovsem nebyla
Uspésna, nebot TPCK-trypsin velmi rychle a efektivné hydrolyzoval peptid G-F-F-Y-T-P-
K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S v pozicich za vSemi tfemi argininy v sekvenci a to i pres pH 7
reakéni smési a pfitomnosti 55% DMF. Zadny semisynteticky produkt nebyl identifikovan
(obr. 11, str. 31) a katalyticka rovnovaha se evidentné posunula ve prospéch hydrolyzy.
Tento negativni vysledek je pro nas cennym poucenim, nebot je jasné, Ze trypsinem

katalyzovana semisyntéza neni vhodna pro sekvence obsahujici nechranéné argininy Ci
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lysiny. Podobné analogy insulinu budou muset byt v budoucnu pfipravovany metodou
totalni chemické syntézy a rekombinace retézcd insulinu (28), ktera je v laboratori Dr.

Jiracka jiz nékolik let pouzivana.

Syntéza DOI- G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu

Zdbvodu neuspéchu semisyntézy s peptidem G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S byl
manualni syntézou na pevné fazi pripraven peptid G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A, kde
pGvodni argininy v sekvenci byly zaménény za alaniny. Zdména argininl za alaniny by
jednak méla zamezit hydrolyze pfi semisyntéze a zdroven by mohla poskytnout informaci
o funkéni roli arginind 34, 37 a 38 vC doméné IGF-2. K tomuto postupu nas mimo jiné
vedla Uvaha, Ze mutace téchto arginini by mohla ovlivnit negativné afinitu vysledného
analogu insulinu vici IGF-1R, pfi¢em?Z afinita tohoto analogu k insulinovému receptoru by
zUstala stejna jako u lidského insulinu. Tyto hypotézy byly formulovany na zakladé
poznatkl o vyznamnosti ekvivalentnich arginint 36 a 37 C-domény IGF-1 pro vazbu na
jeho vlastni receptor IGF-1R (3) a vyuZzitim faktu o velké vzdjemné strukturni podobnosti
IGF-1 a IGF-2. Studie o uloze argininG 34, 37 a 38 vIGF-2 jesté publikovany nebyly.
Interakce IGF-1 s receptorem IGF-1R jsou obecné mnohem vice studovany nez interakce
receptoru s IGF-2.

Zadména argininG za alaniny s hydrofobnimi postrannimi fetézci vSak zpUlsobila
nizkou rozpustnost peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A, coZ zpUsobilo problémy pfi
purifikaci pomoci RP-HPLC a peptid byl ziskan jen s malym vytézkem asi 20%.
Semisyntéza dle klasické Metody A byla nelspésna z dlivodu nerozpustnosti peptidu
v semisyntetické smési. Vreakéni smési dle Metody B jiz byl peptid |épe rozpustny,
nicméné i tak reakce poskytla velmi nizky vytézek a produkt DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-
V-S-A-A insulin byl navic ve smési s jinymi peptidy (obr. 12, str. 33). Pokusy o izolaci
produktu pomoci analytické RP-HPLC byly neluspé$né. Uspésnou strategii se ukazala byt
aplikace penicilinamidohydrolasy na tuto komplexni frakci, kdy doslo i odstépeni
fenylacetylové skupiny pouze z produktu a ostatni pfimési zlstaly nedotéeny nebot
fenylacetyl s nejvétsi pravdépodobnosti neobsahovaly (obr. 14, str. 34). Vytézek cCistého
analogu byl pouze 8 g (0,1%), jak bylo zjisténo urcenim koncentrace v roztoku
spektrofotometricky pfi 280 nm.
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Toto mnozstvi ovSem stacilo k pfipravé 100 pl roztoku o koncentraci 1,32.10° M,

postacujici jak pro stimulaci bunék, tak pro RP-HPLC analyzu a MS analyzu.

Syntéza DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu

Nakonec byl pfipraven analog s pfipojenou sekvenci aminokyselin S-K-V, kde arginin byl
nahrazen ne alaninem, nybrz lysinem, a to na zakladé predpokladu, Ze sekvence S-K-V
bude ,mimikovat” sekvenci S-R-V odvozenou z C-domény (33-36) lidského IGF-2.
Nevhodnost argininl pro semisyntézu byla prokazana v ptipadé prvniho z peptida v této
studii. Dostupné chranici skupiny postranniho fetézce argininu neumoZiuji jejich
odstépeni za mirnych podminek, které by neposkodilo molekulu insulinu. Na druhou
stranu, fenylacetylovd chrénici skupina N°®-aminoskupiny lysinu chréni peptid pfed
enzymovym hydrolytickym uc¢inkem trypsinu v pribéhu semisyntézy a zaroven je ji mozné
odstépit za mirnych podminek opét enzymové penicilinamidohydrolasou. Minimalisticka
sekvence tfi C-koncovych aminokyselin S-K-V byla u tohoto analogu zvolena z dlivodu
zamezeni zvysovani hydrofobicity diky pfitomnosti dalSich fenylacetyld na nasledujicich
lysinech v sekvenci.

Automaticka syntéza a purifikace peptidu G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V pomoci
RP-HPLC poskytla nizsi vytézek ve vysSi asi 20%, ktery byl opét zpUsobeny znacnou
hydrofobnosti sekvence. Semisyntéza dle Metody B s vytézkem asi 17% (3,4 mg) byla

Odchranéni fenylacetyld DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu ovSem opét
pfineslo znac¢na uskali. Prvni pokusy o ,deprotekci” evidentné vedly k odstranéni
fenylacetyll, ale rovnéz i k Stépeni vysledného analogu za obéma lysiny a i za argininem
v pozici B22 (kapitola 5.4). Domnivame se, Ze za tuto degradaci nebyla zodpovédna
penicilinamidohydrolasa samotnd, ale proteolytické enzymy pritomné vkomercnim
preparatu purifikovaném z bakteridlni kultury. Podobnd kontaminace enzymu byla
pozorovana jiz drive (29). Pridani smési inhibitord do ,deprotekéni” reakce efektivné
zabranilo degradaci DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu, ktery byl ziskan v mnozstvi 0,15
mg coz je vytézek asi 6,5%. Nizky vytézek byl ovlivnén i nedokoncéenou , deprotekci”, kdy i
po 24 h reakce byl stile pfitomen analog s jednim fenylacetylem na jednom zlysin(
(obr. 20, str. 38).
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Aktivace receptoru IGF-1R

Pro biochemickou a biologickou charakterizaci ptipravenych analogld DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-
S-A-V-S-A-A insulinu a DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu bude nutné definovat jejich
vazebné afinity vic¢i obéma isoformam receptoru insulinu (IR-A a IR-B) i vici IGF-1R a
rovnéz i schopnost analogli aktivovat specifické signalizacni drahy (zejména Akt/PI3K a
Erk/MAPK) po vazbé na tyto receptory. Z dlvodu limitovaného casu vénovaného této
bakalafské praci byly svoleny jen nékteré z téchto experiment(. Bylo rozhodnuto studovat
schopnosti analogl indukovat aktivaci (fosforylaci) vnitrobunécnych protein Akt a Erk,
které jsou charakteristické pro tyto dvé signalizacni drahy. V pfipadé receptoru IGF-1R
nemUzeme mluvit o oddélené metabolické funkci aktivace Akt ¢i mitogenni funkci Erk jako
je tomu v pripadé isoforem IR. Zde plati, Ze oba proteiny, Akt a Erk, jsou zapojeny do
mitogennich (antiapoptotickych, proliferacnich a diferenciacnich) efektd IGF-1R.

Z vysledk( uvedenych v obrazku 24 (str. 41) vyplyva, Ze schopnost obou analogt
aktivovat protein Akt se nelisi od schopnosti insulinu s vyjimkou nejvyssi koncentrace
(100 nM), pficemz tato schopnost je vyrazné mensi nez u IGF-1 a -2. Interpretace vysledk(
aktivace proteinu Erk (obrazek 25, str. 42) je slozitéjsi. Zde s vyjimkou IGF-2 nebyla
pozorovana jednoznacnd zavislost intenzity signdlu na koncentraci hormonu, pficemz
efekty IGF-1, insulinu a DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu se prakticky nelisily,
zatimco DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin protein Erk prakticky neaktivoval. Tyto vysledky,
i kdyZ byly dosazeny pouze v ramci jednoho pokusu (v duplikdtech), naznacuji, Ze cesta
pro zmeénéni schopnosti insulinu aktivovat IGF-1R by skutecné mohla vést pres
prodlouzeni C-konce fetézce B insulinu o aminokyseliny odvozené od C domény IGF-2.

V dalsi fazi vyzkumu, ktery jiz pfekracuje ramec této bakaldrské prace, budou definovany
vazebné afinity analogli vicéi vSem prisluSnym receptorlim a zaroven i schopnosti
aktivovat proteiny Akt a Erk v pfislusnych bunécnych liniich se selektivnim zastoupenim

pouze jednoho z receptord (IR-A, IR-B ¢i IGF-1R).
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Souhrn

V predkladané bakalarské praci byly pfipraveny analogy insulinu s ucelem zjistit, jak
prodlouzeni sekvence insulinu na C-konci jeho B-fetézce ovlivni funkéni vlastnosti této
molekuly. Semisyntéza analogli se ukazala jako mnohem komplikovanéjsi nez se plvodné
predpokladalo. Divodem byla jednak pfitomnost nechranénych arginin( v sekvenci, které
zpUsobily stépeni trypsinem i za podminek semisyntetické reakce (nizké pH a pritomnost
organického rozpoustédla). Dalsi komplikaci byla velmi nizkd rozpustnost nékterych
peptidl v prostiedi semisyntetické reakce coZ negativné ovlivnilo vytézky. V posledni radé
byly zaznamenany problémy pfi Stépeni chranicich fenylacetylovych skupin posledniho
z analogl, DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu, proteolytickymi enzymy pfitomnymi jako
necistoty v komerénim prepardtu penicilinamidohydrolasy. Presto, Ze dva analogy byly
nakonec Uspésné pripraveny, budeme v budoucnu spiSe uvaZovat o pfipravé podobnych
analogli metodou totalni chemické syntézy samostatnych retézcl a jejich chemické
rekombinace. V dalsi ¢asti prace byly porovnany schopnosti analogdi DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-
S-A-V-S-A-A insulinu a DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu aktivovat signaliza¢ni drahy
nastupujici po vazbé ligandu na receptor, v nasem pfipadé receptoru IGF-1R. Signal
zprostfedkovany touto vazbou vedouci ddle do nitra bunky byl zaznamenavan jako
fosforylace proteind Akt a Erk. Vazbou ligandl na IGF-1R se aktivuji dva proteiny, Akt i Erk,
které se ucastni vyvolani mitogennich efektll. Podle vysledk(l experimentll provedenych
v ramci této prdce usuzujeme, Ze schopnost nami pfipravenych analogl aktivovat drahu
vedenou pres protein Akt je velmi podobna insulinu, protoze v porovnani s IGF-1 a IGF-2
byla tato schopnost analogl znatelné nizsi. Schopnost ligandl aktivovat protein Erk se u
insulinu, IGF-1 a analogu DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu projevila jako velmi
podobna, analog DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulin tento protein signalni drahy vyznamné
neaktivoval. Tato prace pfinesla prvni cenné poznatky o Uloze C-domény IGF-2 v aktivaci
IGF-1R. V budoucnu bude nicméné potiebné realizovat vazebné a funkéni experimenty
zkoumajici vlastnosti popsanych a i dalSich analogl pfi vazbé na ostatni typy pfibuznych

receptord, IR-A a IR-B.

47



Seznam pouzité literatury

1. Jones, J. H.: J.Peptide Sci. 5, 465-471 (1999)
2. Chan, S. J,, Steiner, D. F.: Am. Zool. 40, 213-222 (2000)

3. Denley, A., Cosgrove, L. J., Booker, G. W., Wallace, J. C., Forbes, B. E.: Cytokine &
Growth Factor Reviews 16, 421-439 (2005)

4. Rinderknecht, E., Humbel, R. E.: J. Biol. Chem. 8 (1978)
5. Zakova, L., Jiraéek, J.: Chem. Listy 99, 772-781 (2005)
6. White, M. F., Kahn, C. R.: J. Biol. Chem. 269, 1-4 (1994)

7. Ullrich, A., Gray, A., Tam A. W., Yang-Feng, T., Tsubokawa, M., Collins, C., Henzel, W,
Le Bon, T., Kathuria, S., Chen, E.: EMBO J. 5, 2503-2512 (1986)

8. Adams, T. E., Epa, V. C., Garret, T. P., Ward, C. W.: Cell Mol. Life Sci. 57(7), 1050-1093
(2000)

9. Belfiore, A., Frasca, F., Pandini, G., Sciacca, L., Vigneri, R.: Endocr. Rev. 30(6), 586-623
(2009)

10. Ward, C. W. and Lawrence, M.C.: Front. Endocrin. 2, 76 (2011)

11. De Meyts, P.: Endocrinology 153, 2054-2056 (2012)

12. Sciacca, L., Le Moli, R., Vigneri, R.: Front. Endocrin. 3(21), 1-9 (2012)
13. Frystyk, J.: Growth Horm. IGF Res. 14, 337-375 (2004)

14. White, M. F.: Diabetologia 40, 2-17 (1997)

15. Siddle, K.: Front. Endocrin. 3, 34 (2012)

16. Sciacca, L., Cassarino, M. F., Genua, M., Pandini, G., Le Moli, R., Squatrito, S.,

Vigneri, R.: Diabetologia 53, 1743-1753 (2010)

48



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Staiger, K., Hennige, A. M., Staiger, H., Haring, H. U., Kellerer, M.: Horm. Metab. Res.
39, 65-67 (2007)

Hemkens, L.. G., Grouven, U., Bender, R., Giinster, C., Gutschmidt, S., Selke, G. W.,

Sawicki, P. T.: Diabetologia 52, 1732-1744 (2009)

Kurtzhals, P., Schiffer, L., Sgrensen, A., Kristensen, C., Jonassen, l., Schmid, C., Trib,

T.: Diabetes 49(6), 999-1005 (2000)

www.cellsignal.com. [Online] [Citace: 27. 4. 2013.]

http://www.cellsignal.com/pathways/glucose-metabolism.jsp.
Menting, J.G., Whittaker, J., Margetts, M.B., Whittaker, L.J., Kong, G.K.-W., Smith,

B.J., Watson, C.J., Zdkova, L., Kletvikov3, E., Jiraéek, J., Chan, S.J., Steiner, D.F.,
Dodson, G.G., Brzozowski, A.M., Weiss, M.A., Ward, C.W. & Lawrence, M.C.: Nature
493, 241-245 (2013)

Zakova, L., Zyka, D., Jeiek, J., Hanélova, 1., Sanda, M., Brzozowski, A. M., Jiracek, J.:

J.Peptide Sci. 13, 334-341 (2007)

Kaiser, E., Colescott, R. L., Bossinger, C. D., Cook, P.l.: Anal. Biochem. 34, 595-598
(1970)

Fields, G. B., Noble, R. L.: Int. J. Peptide Protein Res. 35, 161-214 (1990)
Svoboda, I.: Chem. Listy 85, 1105-1118 (1991)

Svoboda, I., Brandenburg, D., Barth, T., Gattner, H. G., Jiracek, J., Velek, J., Blaha, I.,,
Ubik, K., Kasicka, V., Pospisek, J.: Biol.Chem. Hoppe —Seyler 373-378 (1994)

Nakagawa, S. H., Tager, H. S.: Biochemistry 31, 3204-3214 (1992)

Chance, R. E., Hoffman, J. A., Kroeff, E. P., Johnson, M. G., Schirmer, E. W., Bromer,
W. W.: Proceedings of the 7th American Peptide Symposium 721-728 (1981)

Jiracek, J., Barth, T., Velek, J., Blaha, I., Pospisil, J., Svoboda, I.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 57, 2187-2191 (1992)
49



Svoluji k zapGjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla radné vedena evidence

vypujcovateld.

Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
s adresou

50



	Abstrakt
	Abstract
	Obsah
	Seznam použitých zkratek
	1 Úvod
	1.1  Insulin a růstové faktory podobné insulinu
	1.2 Receptory insulinu a růstových faktorů podobných insulinu
	1.3 Vazby ligandů na receptory
	1.4 Mechanismus působení insulinu, IGF-1 a IGF-2 na buněčné úrovni
	1.5 Analogy insulinu se selektivními účinky

	2 Cíl práce
	3 Použitý materiál a přístroje
	4 Metody
	4.1 Purifikace a analýza peptidů pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s reverzní fází (RP-HPLC)
	4.2 Příprava peptidů syntézou na pevné fázi
	4.2.1 Manuální syntéza peptidů na pevné fázi
	4.2.2 Automatická syntéza peptidů na pevné fázi

	4.3 Enzymová semisyntéza analogů insulinu
	4.3.1 Enzymová semisyntéza analogů insulinu - Metoda A
	4.3.2 Enzymová semisyntéza analogů insulinu  - Metoda B

	4.4 Enzymové odchránění produktu semisyntézy analogů insulinu
	4.5 Hmotnostní spektrometrie peptidů
	4.6 Metodika pro aktivaci receptoru IGF-1R
	4.6.1 Pěstování buněk
	4.6.2 Stimulace buněk
	4.6.3 Příprava lyzátů buněk a vzorků pro elektroforetickou separaci
	4.6.4 Polyakrylamidová gelová elektroforéza proteinů z buněčných lyzátů v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE)
	4.6.5 Imunopřenos elektroforeticky separovaných proteinů
	4.6.6 Inkubace proteinů na membráně s protilátkami


	5 Výsledky
	5.1 Příprava peptidů syntézou na pevné fázi
	5.2 Enzymová semisyntéza DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-R-V-S-R-R-S insulinu
	5.3 Enzymová semisyntéza a odchránění DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-A-V-S-A-A insulinu; příprava DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-A-V-S-A-A insulinu
	5.4 Enzymová semisyntéza a odchránění DOI-G-F-F-Y-T-P-K(Pac)-T-S-K(Pac)-V insulinu; příprava DOI-G-F-F-Y-T-P-K-T-S-K-V insulinu
	5.5 Buněčná signalizace přes IGF-1R
	5.5.1 Závislost intenzity signálu na čase
	5.5.2 Závislost intenzity signálu na koncentraci ligandu


	Diskuze
	Souhrn
	Seznam použité literatury

