ABSTRAKT

Insulin a insulinu podobné rastové faktory 1 (IGF-1) a 2 (IGF-2) jsou pifibuzné proteinové
hormony s rozdilnymi, avSak ptekryvajicimi se biologickymi funkcemi. VSechny tfi hormony
interaguji, 1 kdyz s rliznou afinitou, s receptory, patiicimi do systému insulinu-IGF (insulinové
receptory A a B (IR-A, B), IGF-1 receptor (IGF-1R)). Pravé rozdilna schopnost interakce s
jednotlivymi receptory je jeden z hlavnich néstroji regulace tohoto systému, ktery je nezbytny

pro spravné fungovani organismu.

Ackoli aminokyseliny, které se pfimo ucastni interakce s receptory, se nachazeji zejména
v doménach A a B, domény C a D maji patrné urcitou tlohu ve vazebné specificité. V ramci
tohoto projektu jsme se nejprve zaméfili na vliv domén D z molekul IGF-1 a2 (D;a D) a
domény C z IGF-2 (C2). Abychom mohli sledovat vlivdomén C a D, pfipravili jsme insulinové
analogy s celymi nebo ¢astmi jednotlivych domén tak, aby uspotddani odpovidalo ptirozené
pozici v molekule IGF. U takto pfipravenych analogl byly studovany vazebné afinity a jejich

schopnost aktivovat receptor.

Vysledky odhalily, ze ivodni ¢ast domény D1 mé nic¢ivy ucinek na afinitu k IR. Tento ucinek
je pouze mirné zvyraznén piitomnosti zbytku domény (D). Doména D> nema témer zadny
ucinek na afinitu k IR. Déle bylo zjisténo, ze pfidani aminokyselin odvozenych z domény C;
na C-konec fetézce B vede ke zvySeni afinity a schopnosti aktivovat IR-B. Toto necekané

zjisténi otevird nové moznosti zvyseni specificity vici isoformé B IR.

Abychom byli schopni pfipravovat nové analogy IGF-2, vyvinuli jsme jednoduchou metodu
ptipravy IGF-2. Prvni soubor analogli IGF-2 obsahoval unikatni mutace v ramci domén B a C,
které byly odvozeny z IGF-1 (). Asn29, Gly30-Ser31 a Pro35-GIn36). Takto zménéné analogy
vykazovaly vyznamné sniZenou afinitu k IR-A, pfi¢emz nejvyznamngj$i sniZeni bylo
pozorovano u analogii s vloZenou sekvenci Pro-Gln v doméné C. U téchto analogli byl pomoci
NMR charakterizace potvrzen posun C-smycky spolecné s jejim ,,otevienéjSim* prostorovym
usporadanim. Kombinace insertu Pro-Gln a mutace Ser29Asn vedla k téméf 2nasobnému
zvySeni afinity k IGF-1R. U analogu Asn29,Ser29(Pro-Gln)-IGF-2 byla rovnéz diky snizené
afinité k IR-A a soucasné zvysené afinité k IGF-1R pozorovana témet 10nasobné vyssi IGF-

1R/IR-A vazebna specificita v porovnani s pfirozenym IGF-2.

Druhy soubor analogli byl inspirovan HisA4HisA8 insulinem, ktery je zndmy pro svou

disproporci ve vazebné afinité a schopnosti aktivace IR. Systematicky jsme upravovali pozice



44, 45 a 48 v molekule IGF2, které odpovidaji pozicim A4 a A8 v molekule insulinu ¢i jsou
v jejich blizkém kontaktu. U téchto analogli byla méfena vazebnd afinita k IR-A a IGF-1R a
schopnost jejich autofosforylace. Z piivodné zamyslenych analogl se podatilo pfipravit pouze
GIn45-1GF-2, GIn45, His48-IGF-2, a His48-1GF-2. Vytvorené analogy si zachovaly ptivodni
schopnost vazat a aktivovat IGF-1R, avSak substituce His48 vedla k vyznamné¢ vysokym
afinitdm k obou isoformam IR. IGF-2 analogy obsahujici His48 vazi IR s doposud nejvyssi
znamou afinitou. U z&dného z analogii nebyl pozorovan vyrazny nesoulad mezi vazebnou
afinitou k IR-A a IGF-1R a schopnosti jejich aktivace. Disproporce mezi schopnosti vazat a

aktivovat receptor je patrné omezena na interakci insulin-IR.

Nedavna CryoEM strukturni analyza vazby insulinu na IR-A odhalila detaily interakce
v oblastech vazebnych mist 1 a 2. Publikované vysledky ale nejsou zcela v souladu s vysledky
substituénich studii, jelikoz interakce v oblasti vazebného mista 2 nezahrnuje vSechny doposud
ptedpokladané aminokyseliny. Z toho diivodu jsme se v posledni fazi naSeho vyzkumného
projektu zaméfili na ,,opomenuté” aminokyseliny spadajici do vazebné oblasti 2 (50, 52, 53,
57). Aminokyselina na téchto pozicich jsme zaménovali za His a za aminokyselinu
s podobnymi vlastnostmi. Na zaklad¢ vysledkt studie je patrné, ze pozice 50, 53 a 57 jsou
relativné tolerantni k zavedeni zménam. Zjisténé vysledky nepodévaji jednoznacnou evidenci
o roli pozic 50, 52, 53 a 57 v interakci v oblasti vazebného mista 2. Avsak vysledky studie
metadynamiky odpovidajicich mutaci v molekule insulinu naznacuji, Ze uvedené substituce
mohou ovlivilovat vnitini dynamiku molekuly a inhibovat schopnost zaujmout vazebné

usporadani, coz je dilezité¢ zejména pro interakce v oblasti vazebného mista 1.



