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Abstrakt

Inzulin a homologicky inzulinu podobny riistovy faktor 1 (IGF-1) jsou peptidové
hormony, které jsou vyznamnymi reguldtory bunécného metabolismu, proliferace
a apoptdézy. Poruchy v signaliza¢nich drahach téchto hormonii ssebou nesou fradu
zavaznych onemocnéni od diabetu mellitu typu 1 a2 po rakovinné bujeni Cci
neurodegenerativni onemocnéni.

Bunécnou odpovéd na tyto hormony zprostiedkovavaji inzulinové (IR) a IGF-1
receptory (IGF-1R) s tyrozinkinazovou aktivitou. Receptory tvori heterotetramery dvou
extracelularnich a podjednotek aintracelularnich 3 podjednotek. Studium struktur
receptorli se snazi ozrejmit zakladni princip interakce receptori s jejich ligandy, avSak
stale zlstava role nékterych aminokyselinovych zbytkd ve vazbé hormonti neobjasnéna.
Predpoklada se, Ze arginin 704 IGF-1R by se mohl ucastnit interakce s glutaminem 58
IGF-1. Na rozdil od IGF-1R nebyl ekvivalentni arginin 717 IR v predchozich studiich
pokladan za dtlezity pro vazbu inzulinu.

Tato prace se zabyva objasnénim role argininu 704 IGF-1R, a pro porovnani
analogicky argininu 717 IR izoformy A (IR-A), ve vazbé ligandli na receptor. Byly
vytvofeny mutantni varianty IGF-1R na pozicich His697 a Arg704 avarianty IR-A na
pozicich His710 a Arg717. Role histidini 697 IGF-1R a 710 IR jiZ byla diive objasnéna,
proto jejich aminokyselinovd zdména slouZila jako kontrola. Vazebné a aktivacni
vlastnosti vSech celkovych mutantnich receptorti ¢i jejich izolovanych ektodomén byly
urc¢eny pomoci saturacnich vazebnych zkousek a stimula¢nich zkouSek. Bylo prokazano,
ze mutace His697 i Arg704 IGF-1R zptlisobuji snizeni afinity k IGF-1, a potvrzuje tak
zapojeni obou aminokyselinovych zbytki ve vazbé IGF-1. Zaroven byla ukazana
pritomnost dvou vazebnych mist na IGF-1R, protoZe mutantni varianta His697A IGF-1R
zpusobila snizeni vazby na polovinu. Zajimavéjsim vysledkem je, Ze mutace His710
i Arg717 IR-A vede kinaktivaci receptoru a kompletnimu naru$eni vazby inzulinu. To

doklada dtleZzitost Arg717 ve vazné inzulinu.

Klicova slova: inzulin, IGF-1, inzulinovy receptor, IGF-1 receptor, mistné specificka

mutageneze, saturacni vazebna zkouska, komplex ligand-receptor



Abstract

Insulin and insulin-like growth factor 1 (IGF-1) are peptide hormones that are
important regulators of cellular metabolism, proliferation and apoptosis. Disruptions in
signalling pathways may cause a whole range of diseases from diabetes mellitus type 1
and type 2 to cancer or neurodegenerative diseases.

The cellular response to these hormones is mediated by insulin (IR) and IGF-1
receptors (IGF-1R) with atyrosin-kinase activity. Receptors are created as
hetero-tetramers of two extracellular a-subunits and two intracellular -subunits. Studies
of receptor structures try to elucidate the basic principles of the interaction of receptors
with their ligands. However, the role of some amino-acid residues in binding remains
unclear. It was suggested that the arginine 704 of IGF-1R may interact with Glu58 IGF-1.
In comparison with IGF-1R, the equivalent arginine 717 IR was not associated with an
important role in insulin binding in previous studies.

This thesis is focused on clarifying the role of Arg704 IGF-1R and for comparison
analogically on Arg717 IR isoform A (IR-A) in ligand binding to the receptors. Therefore,
mutant variants of IGF-1R in positions His697 and Arg704 and variants IR-A in positions
His710 and Arg717 were created. The role of histidines 697 IGF-1R and 710 IR was
already elucidated so the mutants served as acontrol. The binding and activating
properties of all full-length mutant receptors or their purified ectodomains were
determined by saturation binding assays and stimulation assays. It was shown that
mutations of His697 and Arg704 cause a decrease in a binding affinity to IGF-1. Thus, it
documents the importance of these residues in the IGF-1 binding. Furthermore, we have
shown the presence of two binding sites in IGF-1R. The mutation of His697 caused
areduction of the maximal binding to one half. The more surprising result was that both
mutations of His710 and Arg717 lead to inactivation and complete disruption of the

binding of insulin. [t demonstrates the critical role of Arg717 IR-A in insulin binding.

Keywords: insulin, IGF-1, insulin receptor, IGF-1 receptor, site-directed mutagenesis,

saturation binding assay, complex ligand-receptor
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1 Uvod

Inzulin a inzulinu podobny faktor 1 (IGF-1) jsou dileZitymi peptidovymi hormony,
které jsou strukturné homologické. Inzulin, produkovany v 3-butikdch Langerhansovych
ostrivkd, je vyznamnym regulatorem glukézového metabolismu. Poruchy v drahach
vedoucich k jeho produkci ¢i signalizaci mohou vést k zavaznym onemocnénim jako jsou
diabetes mellitus typu 1 ¢i typu 2, rakovina a neurodegenerativni choroby. Diabetes
mellitus typu 2 je onemocnénim, kterym trpi priblizné 10 % svétové populace a pravem
se tak fadi mezi civiliza¢ni choroby. IGF-1 je regulatorem rlstu, bunécné proliferace
a apoptézy. Poruchy vIGF-1 systému s sebou nesou fatdlni patologie od rilistové
a mentalni retardace po rakovinna a neurodegenerativni onemocnéni.

Oba tyto hormony interaguji s burikou svymi receptory. Inzulinovy receptor (IR)
aIGF-1 receptor (IGF-1R) jsou strukturné ifunk¢éné homologické stejné jako jejich
ligandy. Jedna se o tyrozin-kinazové receptory, které jsou tvoreny heterotetramery dvou
a advou 3 podjednotek. Jiz od objevu téchto receptort je snaha popsat jejich interakci
s prirozenymi ligandy, coZ je velice Zadouci pro vyvoj 1é¢iv na principu analogli inzulinu
i IGF-1. V poslednich letech byl u¢inén velky posun v oblasti zkoumani trojrozmérnych
struktur IR a IGF-1R predevsim diky metodam jako je kryoelektronovd mikroskopie.
Presto vSak nékteré aspekty vazby inzulinu a IGF-1 na jejich receptory a mechanismu
aktivace receptortii ziistavaji nejasné.

Predchozi prace vlaboratoii Chemie abiologie inzulinu ainzulinu podobnych
ristovych faktorti (UOCHB AV CR) se zabyvala studiem analogii inzulinu a IGF-1. Bylo
navrzeno, Ze glutamin 58 IGF-1 by mohl interagovat s argininem 704 IGF-1R, ktery zatim
nebyl ve vazbé k IGF-1 zkouman. Tato prace se tedy zamétuje na urceni role argininu 704
IGF-1R a ekvivalentniho argininu 717 IR izoformy A (IR-A) ve vazbé ligandi IGF-1
a inzulinu. Pro tento ucel byly zhotoveny mutantni varianty IGF-1 i IR-A a byly zkoumany
jejich vazebné vlastnosti v porovnani s prirozenymi receptory. Rozlusténi ulohy arginini
704 IGF-1R a 717 IR-A by mohlo vést k rozsifeni poznatkd o interakci inzulinu a IGF-1

s jejich receptory.






2  Cile prace

Hlavnim cilem této prace je objasnéni ulohy argininu 717 inzulinového receptoru

izoformy A (IR-A) respektive argininu 704 IGF-1 receptoru (IGF-1R).
Cil 1: Vytvoreni mutantnich variant IR-A a IGF-1R

Pro ovéreni vlastnosti Arg717 IR-A respektive Arg704 IGF-1R budou v prvnim
kroku vytvoreny jejich mutantni varianty pomoci mistné specifické mutageneze genti pro
IR-A a IGF-1R v expresnich vektorech pCMV3. Budou rovnéz zavedeny mutace se zndmou
funkci v pozicich His710 IR-Arespektive His697 IGF-1R, které budou slouZzit jako
srovnavaci model. Tyto expresni vektory budou vpraveny do bunék tranzientni transfekci
a exprimovany v bunéc¢né linii mysich embryonalnich fibroblastl s disrupci genu pro IGF-

1R (tzv. R buriky).

Cil 2: Vytvoreni aizolace receptorovych ektodomén mutantnich variant IR-A

aIGF-1R

Jako druhy model pro wurceni vlastnosti arginini poslouzi receptorové
ektodomény. Geny mutantnich variant IR-A a IGF-1R vytvorené v cili 1 budou vyuzity pro
konstrukci expresnich vektort pTT5SH8Q2 zkracenim na geny Kkédujici pouze
ektodoménové Casti receptori. Tyto expresni vektory budou dale tranzientné
transfekovany do bunécné linie Hek293-6E. Exprimované receptorové ektodomény

budou purifikovany pomoci afinitni chromatografie.

Cil 3: Méreni vazebnych a signaliza¢nich vlastnosti mutantnich variant celkovych

IR-A a IGF-1R a jejich ektodomén

Budou provedeny saturacni vazebné zkousky za pouziti radioligandi 12°I-inzulinu
a 125]-]GF-1 na mutantnich variantach celkovych IR-A a IGF-1R z 1. cile exprimovanych
v R bunikach. Biologicka aktivita mutantnich variant celkovych receptorti bude ovéfena
stimula¢nimi zkouSkami s prirozenymi ligandy.

Vazebné vlastnosti mutantnich variant budou ovéreny také na modelu
receptorovych ektodomén vytvorenych v 2. cili po jejich ukotveni na desticky a provedeni

saturacnich vazebnych zkousek za pouziti radioligandi 125I-inzulinu a 125]-1GF-1.






3  Prehled literatury

3.1 Rodina inzulinu podobnych peptidt

Rodina inzulinu podobnych peptidii je zastoupena vyznamnymi hormony
Zivoc¢iSného metabolismu. Do rodiny inzulinu podobnych peptidi se radi inzulin; inzulinu
podobné riistové faktory 1 (IGF-1) a 2 (IGF-2); relaxiny H1, H2 a H3 a inzulinu podobné
peptidy 3-6. Tyto hormony se vyznacCuji znacnou evolu¢ni pribuznosti, kdy
pravdépodobné vznikly ze spole¢ného ancestralniho inzulinového genu. Sdili
charakteristicky inzulinovy strukturni motiv azachovavaji si podobnou tercidlni
strukturu. AvSak biologické tcinky téchto hormonti mohou byt rizné, ucastni se regulace
riznych drah metabolismu ¢i proliferace aapoptézy shrnuto v (Chan et al, 1992;

Shabanpoor et al., 2009).

3.2 Inzulin

Inzulin je peptidovy hormon, ktery je jednim z Gstfednich hormont zajistujici
regulaci lidského metabolismu. Syntéza inzulinu probihd predevSim v (-buiikdch
Langerhansovych ostrivkl slinivky briSni, ato jiZ od osmého tydne embryondlniho
vyvoje (Polak et al., 2000). Lidsky gen kodujici inzulin byl lokalizovan na kratkém rameni
chromozému 11 a konkrétné odpovida pruhu 11p15 (Harper et al, 1981). RGzné typy
mutaci vinzulinovém genu mohou vést k autozomdlné dominantnimu onemocnéni
diabetem mellitem, takovy stav se souhrnné oznacuje jako ,mutant Ins-gene-induced
diabetes in youth“ zkracené také jako syndrom MIDY avyznacuje se inzulinovou
deficienci, ktera neni zptsobena autoimunitni reakci vii¢i $-buiikdm shrnuto v (Liu et al.,
2010).

Poprvé byl inzulin popsan jiZ roku 1921 Bantingem a Bestem (Banting et al., 1922),
ktef{ experimentovali s izolaty slinivky bfiSni. Po Uspésnych pokusech na psech, poprvé
aplikovali extrahovany inzulin c¢trnactiletému pacientovi s diabetem mellitem 1. typu
a pozorovali zlepseni jeho fyzického stavu. Za sviij zasadni objev v 1écbé diabetu byli
odménéni Nobelovou cenou jiz v roce 1923. V 50. letech 20. stoleti se stal hovézi inzulin
prvnim peptidem, u kterého byla urcena primarni struktura (Sanger and Tuppy, 1951a,

1951b; Sanger and Thompson, 1953a, 1953b). Sanger byl za tuto praci odménén



Nobelovou cenou vroce 1958. O necelych deset let pozdéji byla upresnéna také

aminokyselinova sekvence lidského inzulinu (Nicol & Smith, 1960).
3.2.1 Struktura inzulinu

Lidsky inzulin se sklada z 51 aminokyselin, které jsou rozdéleny do dvou retézcti
AaB. MolekulovdA hmotnost lidského inzulinu dosahuje hodnoty 5808 Da.
Retézec A obsahuje 21 aminokyselin ajeden disulfidicky miistek mezi cysteiny
CysA6-CysA11. Druhy fetézec B je sloZen ze 30 aminokyselin a s retézcem A je kovalentné
spojen dvéma disulfidickymi mistky, a to na pozicich CysA7-CysB7 a CysA20-CysB19
(Ryle et al., 1955).

Diky praci laboratote Dorothy Hodgkinové byla objasnéna sekundarni i tercidrni
struktura inzulinu. Spojeni A a B fetézce ohranicuje takzvanou centralni a-Sroubovici
B fetézce formujici se aminokyselinami SerB9-CysB19. Centralni a-Sroubovice je dale
obklopena B-otackami na pozicich GlyB8 a GlyB20-GlyB23. Na C-konci B retézce je
antiparalelné s centralni o-Sroubovici poloZen (-skladany list rozkladajici se mezi
GlyB23-ThrB30. Retézec A obsahuje dvé a-$§roubovice, které jsou umistény antiparalelné
vUci sobé, ¢imZ jsou v relativni blizkosti N a C-konec A fetézce. Prvni a-Sroubovice se
nachazi na N-konci aje tvorend GlyA1l-ThrA8 adruhy Sroubovicovy segment
aminokyselinami SerA12-TyrA19. Obé Sroubovice jsou spojeny SerA9-SerA12, jez vytvari
ohyb pro Sroubovice viz obr. 1 shrnuto v (Blundell et al., 1972).

Obr. 1: Lidsky inzulin - zelené zndzornén retézec A, ktery tvori dvé antiparalelni a Sroubovice,
oranZové zndzornén retézec B s centrdlni a sroubovici; PDB ID: 3140



3.2.2 Biosyntéza inzulinu

Inzulin vznika B-buiikdch Langerhansovych ostrivkl nejprve jako jednoretézcovy
prekurzor, ktery prochazi postupnou maturaci. InzulinovA mRNA je translatovana
v polypeptid takzvany preproinzulin, ktery obsahuje signalni aminokyselinovou sekvenci
rozeznavanou signal-rozpoznavajici castici, diky niZ je prekurzor inzulinu ko-translacné
naveden do hrubého endoplasmatické retikula (Patzelt et al, 1978; Eskridge & Shields,
1983). Zde dochazi k odstépeni signalni sekvence za vzniku proinzulinu. Toto odStépeni
je dilezitym krokem v maturaci inzulinu, protoZe jiz neschopnost buriky odstépit signalni
sekvenci miize vést krozvoji diabetu mellitu (Liu et al, 2012). Proinzulin je tedy
jednotetézcovy prekurzor inzulinu obsahujici B retézec, vmezereny C retézec a A retézec
viz obr. 2 (Steiner et al, 1967; Oyer et al, 1971). V oxidativnim prostiedi
endoplazmatického retikula dochazi ke sbalovani proinzulinu a spravnému utvoreni
disulfidickych mistkd za pomoci disulfid oxidazy ERO1- a protein disulfid izomerazy.
Nasledné proinzulin opousti endoplazmatické retikulum a prechazi do Golgiho aparatu
(Zito et al, 2010; Rajpal et al., 2012). Jak postupuje sekrece, je v casnych sekrec¢nich
vaccich vystépen fetézec C z proinzulinu prohormon konvertazami 1/3 a 2, ¢imZ dostava
maturovany inzulin podobu monomerniho hormonu tvoreného dvéma retézci spojenymi
disulfidickymi mustky (Smeekens et al.,, 1991; Huang & Arvan, 1994).

Pired kompletni konverzi na inzulin dochazi za pritomnosti zine¢natych ionta
k dimerizaci a nasledné hexamerizaci proinzulinu v trans Golgiho aparatu (Huang &
Arvan, 1995). Je predpokladano, Ze k vyStépeni C retézce dochazi jiZ v hexamernim stavu,
ale proinzulin si udrzuje rozpustnou podobu, nez dojde k mistu konverze (Grant et al.,
1972). Vkyslém pH 5,5 sekrecnich vacki hexamery inzulinu krystalizuji a stavaji se
nerozpustné. Nasledny kontakt s neutrdlnim mimobunécnym prostiredim pii sekreci
zplUsobuje rozpad krystali a v krvi tak aktivni inzulin koluje jako monomer shrnuto

v (Dodson & Steiner, 1998). Biosyntéza inzulinu je vizualné shrnuta na obr. 2.
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Obr. 2: Biosyntéza inzulinu - inzulin je syntetizovdn jako preproinzulin, po odstépeni signdlniho
peptidu vznikd proinzulin. Proinzulin je konverzovdn na inzulin tvoreny dvéma retézci A a B. Za
pritomnosti zine¢natych kationtii tvori inzulin krystaly hexamerti v trans Golgiho apardtu (TGN),
které se po sekreci do krve rozpadaji zpét na monomery. Prevzato a upraveno dle (Vakilian et al,
2019).

3.2.3 Fyziologicka funkce inzulinu a patologie

vvvvvv

Inzulin je jednim znejdilezitéjSich metabolickych hormond. Po piijmu
a zpracovani potravy travicim systémem je inzulin sekretovan z -bunék. SniZuje hladinu
glukézy v krvi, ato tim, Ze zvySuje translokaci GLUT4 transportéru pro glukézu na
cytoplazmatickou membranu predevSim v myocytech aadipocytech. Diky tomu se
zrychluje vstrebavani glukézy do bunék Kromé toho vjatrech inzulin zastavuje
glykogenolyzu a glukoneogenezi, a naopak stimuluje syntézu glykogenu. Zaroven inzulin
stimuluje i syntézu lipidii shrnuto v (Saltiel & Kahn, 2001).

Poruchy vdrahach vedoucich k produkci inzulinu ¢i signalizacnich drahach
inzulinové odpovédi maji za nasledek metabolicka onemocnéni diabetem mellitem typu 1
respektive typu 2. Pro tato onemocnéni je typicka dlouhodobé zvysSena hladina glukozy

v krvi. Diabetes mellitus typu 1 se vyznacuje inzulinovou deficienci v disledku



autoimunitni reakce proti pankreatickym [-bunkam a casto se projevuje jiz v détstvi.
Oproti tomu diabetes mellitus typu 2 je spojovan s rezistenci vii¢i inzulinu nejcastéji
zpusobenou obezitou a nezdravym Zivotnim stylem (Tan et al,, 2019). Dle mezinarodni
diabetologické federace trpélo diabetem mellitem v roce 2019 celosvétové 463 miliont
lidi, coZ predstavovalo 9,3 % svétové populace. Je predpokladano, Ze do roku 2030
stoupne pocet lidi s diagnostikovanym onemocnénim aZ na 10,2 % svétové populace
(Saeedietal., 2019).

Kromé diabetu je role inzulinu uvaZovana u rakovinnych onemocnéni. Inzulin
vykazuje mitogenni plisobeni naptiklad u karcinomu slinivky bti$ni (Fisher et al., 1996).
Zvysena hladina inzulinu v krvi tzv. hyperinzulinémie je povazovana za rizikovy faktor
u rakoviny prostaty, u které také indikuje vétsi agresivitu tumoru a horsi prognézu
onemocnéni (Hammarsten & Hogstedt, 2005). Hyperinzulinémie dale koreluje s rizikem
vzniku rakoviny kolorekta, jater a chronického onemocnéni jater, a to bez ohledu na BMI
pacienta (Ma et al, 2004; Loftfield et al., 2016). U Zen je inzulin spojovan s rakovinou prsu,
vajecnikll ¢i endometria (Sun et al, 2016). Je predpokladano, Ze vysoka koncentrace
inzulinu v krvi obecné podporuje rozvoj rakovinného bujeni, jelikoZ onkologicti pacienti
s rozvinutou hyperizulinémii maji zvySené riziko Umrti na své rakovinné onemocnéni
(Tsujimoto et al,, 2017).

Inzulin pronika také do mozku pres hematoencefalickou bariéru (Banks et al.,
1997). Experimenty na zvitfecich modelech ukazujici pfitomnost mRNA pro inzulin genu
ins2 ve specializovanych neuroglidlni burnikdch naznacuji, Ze také v mozku probiha lokalni
syntéza inzulinu, ktera odpovida na hladinu glukdzy v mozku (Molnar et al, 2014).
Takové vysledky podtrhuji diileZitost inzulinu v mozkovych funkcich. Jednou z funkci
inzulinu v mozku je komplexni regulace prijmu potravy. Nedostatecnost inzulinové
signalizace vede u mysi k obezité (Briining et al, 2000). Pfisun inzulinu sniZuje odpovéd’
mozku na objekty pripominajici jidlo, sniZuje chut k jidlu, a tim i klesa prisun potravy
(Guthoff et al., 2010; Jauch-Chara et al, 2012). Inzulin se také ucastni procesu uceni,
zlepSuje kognitivni funkce, pamét i naladu (Zhao et al.,, 1999; Kern et al.,, 2001; Benedict
et al., 2004). Nizké hladiny inzulinu v mozkomi$Snim moku jsou spojovany s rozvojem
neurodegenerativni Alzheimerovy choroby (Craft et al, 1998). Inzulin ma totiZz
neuroprotektivni uc¢inky, predevSim zabranujici produkci a akumulaci amyloidu-f3, ktery

je asociovan s Alzheimerovou chorobou (Pandini et al, 2013). Nespravné fungovani



inzulinovych drah se uvaZuje rovnéZz v asociaci s Parkinsonovou a Huntingtonovou

chorobou (Lali¢ et al., 2008; Aviles-Olmos et al., 2013).

3.3 Inzulinu podobny riistovy faktor 1 (IGF-1)

Inzulinu podobny rlistovy faktor 1 (IGF-1) je jednoretézcovy peptidovy hormon
zrodiny inzulinu podobnych peptidi. Vykazuje priblizné 50% strukturni homologii
s inzulinovymi retézci A a B (Rinderknecht & Humbel, 1978). Na rozdil od inzulinu, je
IGF-1 produkovan v mnoha tkanich. Hlavnim mistem syntézy IGF-1 je jaterni tkan, odkud
je vyplavovan do krve. Produkce ale miuze probihat ivledvinach, plicich, déloze,
varlatech, kosterni a srdecni svaloviné, stievech, kiizi ¢i dokonce v placenté a mozku
(Murphyf et al, 1987; Hant et al, 1988). Exprese IGF-1 probiha jak v prenatalni, tak
i postnatalni fazi zivota Clovéka. Postnatalni sekrece IGF-1 jaternimi bunikami do krve je
stimulovana ristovym hormonem shrnuto v (Daughaday, 2000). Gen pro IGF-1 je
lokalizovan na dlouhém rameni chromozomu 12 a odpovida pruhu 12q22-24 (Brissenden
etal, 1984).

IGF-1 se v krevnim recisti nejcastéji vyskytuje ve vazbé na IGF vazebné proteiny
(IGFBP), které knému maji vysokou afinitu. Rodina IGFBP obsahuje Sest evoluc¢né
konzervovanych zastupctli vazebnych proteint, které reguluji biologické funkce a aktivitu
inzulinu podobnych riistovych faktort. 80 % IGF-1 kolujiciho v krvi je vazano proteinem
IGFBP-3, zbylych 20 % je vazano ostatnimi péti IGFBPs shrnuto v (Hoeflich et al., 2018).

IGF-1 byl objeven jiZ roku 1957 a pojmenovan jako ,sulphation factor”, ktery
stimuluje inkorporaci sulfitu do chondroitin-sulfatu v chrupavkach potkant shrnuto
v (Hendler et al, 1972). Nasledné byl IGF-1 popsan jako faktor s aktivitou podobnou
inzulinu, ale neodpovidajici na vazbu protilatek proti inzulinu (Froesch et al, 1963).
JelikoZ se jedna ostejny hormon, dosSlo ke sjednocujicimu prejmenovani na
somatomedin C (Hendler et al, 1972). Vroce 1976 byly izolovany dva aktivni peptidy
z lidského séra, které byly podobné inzulinu, diky jejich mitogennim tucinkiim byly
nazvany IGF-1 alGF-2 (Rinderknecht et al, 1976). Vroce 1983 bylo potvrzeno, Ze
somatomedin C aIGF-1 jsou sekvencné identické peptidové hormony (Klapper et al,
1983). Nakonec bylo prijato kone¢né oznaceni peptidu jako IGF-1 shrnuto v (Daughaday
etal, 1987).
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3.3.1 Struktura IGF-1

IGF-1 je tvoren 70 aminokyselinami a dosahuje molekulové hmotnosti 7649 Da.
Oproti inzulinu tvori IGF-1 jeden retézec, ktery je mozné rozdélit na 4 domény. Domény

A a B jsou priblizné z 50 % sekven¢né homologické s inzulinovymi retézci viz obr. 3.

1 5 10 15 20 25 30 35 40
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Obr. 3: Porovndni primdrnich struktur IGF-1 a inzulinu - sedé oznaceny shodné aminokyseliny,
Sipkami oznacleny domény B, C, AaD. Domény AaB jsou priblizné z50 % homologické
s inzulinovymi retézci A a B.

Od N-konce IGF-1 se nachazi domény B (B1-29), C (C30-41), A (A42-62)
aD (D63-70). Domény A aB jsou jako u proinzulinu spojeny doménou C, kterou vsak
uIGF-1 tvori pouze 12 aminokyselin aneni sekvenc¢né podobna s proinzulinovym
retézcem C. Na C-konci IGF-1 se vyskytuje dalSich 7 aminokyselin tvorici doménu D
(Rinderknecht & Humbel, 1978). Stejné jako inzulin, IGF-1 obsahuje tfi disulfidické
mustky na pozicich Cys61-Cys18, Cys48-Cys6, které propojuji AaB doménu
a Cys47-Cys52 tvorici mistek v A doméné (Blundell et al., 1978).

Kromé sekventni homologie sdili inzulin s IGF-1 také podobnosti v sekundarni
aterciarni strukture. IGF-1 vytvari tfi o-Sroubovicové struktury, které odpovidaji
umisténim inzulinovych a-Sroubovic a formuji jadro peptidu. Jedna a-Sroubovice se
nachazi mezi aminokyselinovymi zbytky IGF-1 Ala8-Cys18 domény B, dalsi dvé se formuji
v A doméné na pozicich Gly42-Cys48 a Leu54-Cys61. Dale IGF-1 obsahuje dva (3-skladané
listy na pozicich Gly19-Gly22 anasledovné Phe23-Asn26 vB doméné. Spojovaci
domeéna C a C-koncova doména D se jevi jako flexibilni bez pevné sekundarni struktury

viz obr. 4 (Blundell et al., 1978; Sato et al., 1993).
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Obr. 4: Lidsky IGF-1 - modre oznacena doména B, oranZové oznacena doména C, riiZové oznacena
doména A a zelené oznacena doména D; PDB ID: 10.2210/pdb2GF1/pdb

3.3.2 Biosyntéza IGF-1

Z mRNA pro IGF-1 se po translaci stava prekurzorovy peptid tzv. preprolGF-1,
ktery je tvofen pridatnymi doménamina N i C-koncich (Jansen et al.,, 1983). Gen pro lidsky
IGF-1 je slozen ze 6 exond, diky alternativnimu sestiihu transkriptu mohou vznikat dvé
izoformy liSici v signalni N-koncové sekvenci a tfi izoformy v tzv. doméné E na C-konci
preprolGF-1 (Wallis, 2009). PreprolGF-1 obsahuje 48 aminokyselin dlouhou N-koncovou
signalni sekvenci nasledovanou doménami B, C, A, D ana C-konci doménou E. Po
odstépeni signalni peptidové sekvence v endoplazmatickém retikulu vznika prolGF-1
(Rotwein et al, 1987). AZ odstépenim E domény furinovou peptiddzou vznika
jednoretézcovy maturovany IGF-1, ktery je nasledné sekretovan mimo buiiku (Duguay et

al., 1995). Biosyntéza IGF-1 je shrnuta na obr. 5.

Stépné misto stépné misto pro
signalniho peptidu furinovou peptidazu

maturovany IGF-1 E-doména

Obr. 5: Biosyntéza IGF-1: Nejprve vznikd prekurzor preprolGF-1. Ndsledné dochdzi k odstiizeni
signdlni sekvence a tvorbé prolGF-1. Nakonec je prekurzor konvertovdn na maturovany IGF-1
odstrizenim E domény. Prevzato a preloZeno dle (Brisson & Barton, 2013)
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3.3.3 Fyziologicka funkce IGF-1 a patologie

Na rozdil od inzulinu, vykazuje IGF-1 spiSe mitotické UcCinky. Je vyznamnym
reguldtorem riistu. Hladina IGF-1 v krvi je nejvyssi v pubertalnim véku ¢lovéka, kdy je rist
nejvyznamnéjsi, posléze v dospélosti postupné klesa (Juul et al,, 1994). IGF-1 cirkulujici
vkrvi je jednim z hormond, ktery je dileZity pro spravny vyvoj a rist kosti a udrzeni
kostni hmoty (Yakar et al., 2002). Predpoklada se, Ze vysoka hladina IGF-1 v krvi béhem
puberty Kkoreluje s riistem Kkostni tkané pravé vtomto obdobi (Kanbur et al, 2005).
Snizovani produkce IGF-1 s vy$Sim vékem se odrazi na kvalité kosti. Nizka koncentrace
IGF-1 je spojovana s rozvojem osteopordzy u Zen po menopauze (Seck et al., 2001; Liu et
al., 2008). Deficience ¢i mutace genu pro IGF-1 ¢i jeho receptoru vedou k nitrodélozni
i postnatalni riistové retardaci.(Liu et al, 1993; Woods et al, 1996; Abuzzahab et al.,
2003). Nedostatecnost IGF-1 se mlZe projevovat rlistovym onemocnénim tzv. Laronovym
syndromem, ktery se vyznacuje nizkou hladinou IGF-1 v krvi a rezistenci k rlistovému
hormonu shrnuto v (Laron, 1999).

Kromé riistu je IGF-1 zapojen také ve vyvoji mozku. MySi s deletovanym genem pro
neuront (Beck et al, 1995). Stejné tak mutace v genu pro IGF-1 i jeho receptoru u lidi
jsou provazeny defekty nervového systému a mentalni retardaci (Woods et al, 1996;
Abuzzahab et al, 2003). Podobné jako inzulin, IGF-1 prochazi hematoencefalickou
bariérou do mozku. Penetrace IGF-1 do mozku je stimulovdana neuronalni aktivitou
(Nishijima et al, 2010). Nizka hladina IGF-1 v mozku se uvaZuje také v souvislosti
srozvojem Alzheimerovy choroby. IGF-1 napomaha sniZovat koncentraci amyloidu-3
v mozku, a zaroven zabranuje hyperfosforylaci tau proteinu, coZ je spojovano s rozvojem
neurodegenerace (Carro et al., 2002; Cheng et al., 2005). Pozitivni vliv IGF-1 byl popsan
také v regeneraci mozkové tkané po cévni mozkové prihodé (de Smedtetal, 2011). IGF-1
podporuje proliferaci pri diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunék na nervové
burnky, tim vykazuje potencial pro terapie neurodegenerativnich onemocnéni (Huat et al,
2014). Vneposledni radé je nedostatek IGF-1 predpokladan vrozvoji uzkostnych,
stresovych stavil Ci posttraumatické stresové poruchy (Santi et al, 2018; Fernandez de
Sevilla et al.,, 2022).

Jak jiz nazev tohoto hormonu napovida, IGF-1 podporuje rist a proliferaci bunék.
Kvili tomu je jeho deregulace asociovana také snékterymi typy rakovinného

onemocnéni. Vysokd koncentrace IGF-1 v krevni plazmé pozitivné koreluje s vys$Sim
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rizikem rozvoje rakoviny prsu u Zen ¢i rakoviny prostaty u muzi (Peyrat et al., 1993; Chan
et al, 1998; Knuppel et al, 2021). IGF-1 pfimo napomaha invazivité prostatickych
nadorovych bunék (Saikali et al., 2008). VysSi hodnoty plazmatického IGF-1 zvySuji riziko
vzniku kolorektalniho karcinomu nezavisle na pohlavi (Murphy et al, 2020; Knuppel et
al, 2021). Dale byla tato korelace urcena také pro rakovinu $titné Zlazy, mnohocetny
myelom ¢i maligni melanom (Knuppel et al, 2021). IGF-1 je nadprodukovan
v rakovinnych burikach jater a podporuje jejich proliferaci a metastatickou aktivitu. Vyssi
exprese IGF-1 vtomto typu rakoviny zhorSuje progndézu onemocnéni predevSim

u pacientli s diabetem mellitem 2. typu (Shan et al, 2022).

3.4 Inzulinovy receptor

Inzulin se vaze na svilj receptor zakotveny v cytoplazmatické membrané.
Inzulinovy receptor (dale IR) byl objeven zkoumanim vazby 125l-inzulinu na
cytoplazmatickou membranu hepatocytli v roce 1971 (Freychet et al, 1971). Dale byl
izolovan z membranové frakce potkanich hepatocytd aadipocyti jiz rok poté
(Cuatrecasas, 1972). Diky podobnosti intracelularni domény IR sreceptorem
epidermalniho ristového faktoru je fazen do rodiny tyrozinkinazovych receptort (Ebina
et al.,, 1985; Ullrich et al.,, 1985). Avsak oproti jinym tyrozinkindzovym receptoriim v této
rodiné se vyskytuje ve formé heterotetrameru, ktery je sloZen ze dvou a advou f3
podjednotek, které jsou spojeny disulfidickymi miistky. Nicméné podjednotka a navazuje
na podjednotku 3 aspole¢né se chovaji jako monomerni jednotka, kterd je spojena
s druhym off monomerem. Proto se také uvadi usporadani IR jako heterodimer (af})2
(Massague et al., 1980; Kasuga, Hedo, et al., 1982; Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1985).

Gen pro lidsky IR je lokalizovan na kratkém rameni chromozomu 19, konkrétné
odpovida pruhu 19p13.2-3 (Ebina et al, 1985; Yang-Feng et al, 1985). Mutace v tomto
genu zpusobuji zavaznou inzulinovou rezistenci jako je syndrom leprauchismus ¢i méné
zavazny Rabson-Mendenhall syndrom. Mutace, které se nachazeji v a podjednotce, a tedy
2002; Ardon et al, 2014). Kédujici sekvence je tvorena 22 exony (Seino et al., 1989).
Béhem transkripce dochazi kalternativnimu sestfihu exonu 11 za vzniku dvou
receptorovych izoforem IR-A a IR-B. Tyto izoformy se lisi v délce C-konce a podjednotky.
IR-B obsahuje o 12 aminokyselin na C-konci a podjednotky vice neZ IR-A (Seino & Bell,

1989; Seino et al., 1989). Izoformy A a B se odlisuji v mife exprese v riiznych tkanich.
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Kratsi izoforma IR-A je dominantné exprimovana v méné diferencovanych burikach, jako
jsou lymfoblasty, embryonalni ¢i rakovinné bunky (Seino & Bell, 1989; Sesti et al., 1994;
Frasca et al., 1999). Dale se vyskytuje také v leukocytech, buiikach placenty, mozku ¢i
sleziny (Seino & Bell, 1989; Benecke et al., 1992). Oproti tomu delsi izoforma IR-B je
dominantné exprimovana v tkanich, které jsou typicky senzitivni na inzulin, jako jsou
jatra, kosterni svalovina, tukova tkan ¢i ledviny (Moller et al., 1989; Seino & Bell, 1989;
Benecke et al., 1992). Ve tkanich, které exprimuji obé izoformy, mize dochazet i ke vzniku
hybridnich receptortli tvorenych monomerem IR-A a monomerem IR-B (Blanquart et al,,
2008). Na rozdil od IR-B ma izoforma IR-A také relativné vysokou afinitu k IGF-2 (Frasca
et al., 1999). Zaroven aktivace IR-A ma spiSe mitotické ticinky oproti IR-B. Vazba ligandu

na IR-A stimuluje proliferaci bunék a plisobi proti apoptéze (Massimino et al., 2021).

3.4.1 Biosyntéza a struktura IR

Inzulinovy receptor je glykoprotein s celkovou molekulovou hmotnosti priblizné
320 kDa. Receptor je sloZen ze ¢tyt podjednotek, dvou a a dvou 8 podjednotek (Massague
et al., 1980; Kasuga, Hedo, et al.,, 1982). Maturovany receptor vznika z prekurzoru, ktery
prochazi vyraznymi post-translacnimi tupravami. mRNa kédujici a a f podjednotku je
translatovana se signalni sekvenci, ktera navadi proreceptor do endoplazmatického
retikula. Zde dochazi k N-glykosylacim aktvorbé disulfidickych mustkGi v ramci
monomeru, ale také ve spojeni v dimer. Dale se v Golgiho aparatu od sebe odstépi o a 3
podjednotky pomoci proteolytického Stépeni. V Golgiho aparatu prochazi proreceptor
dalsim kolem glykosylace, neZ se dostane sekre¢ni drahou do cytoplazmatické membrany
shrnuto v (Gorden et al, 1989). Na receptorové ektodoméné se nachazi celkem az 18
N-glykosylaci (a i B podjednotka) a Sest O-glykosylaci (f podjednotka) (Sparrow et al,
2007, 2008). Tyto glykosylace zajistuji spradvnou maturaci receptoru. Soucasné mutacni
analyza ukazala vliv glykosylaci na vazebnou afinitu ¢i aktivaci receptoru (Elleman et al.,
2000).

Strukturu IR lze pomyslné rozdélit do tri c¢asti podle lokalizace v prostoru na
extracelularni, transmembranovou a intracelularni ¢ast viz obr. 6.

Extracelularni ¢ast (ektodoména) je tvorena dvéma celymi a podjednotkami
a N-koncovou casti 8 podjednotek. Ektodoménu tvori od N-konce o podjednotky dvé
domény bohaté na leuciny (L1 a L2), mezi které je vmezeifena doména bohata na cysteiny

(CR), nasleduji tri domény ,fibronectin-type II1“ (Fnlll-1-3). V rdmci domény FnllII-2 se
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nachazi inzeréni doména (ID-a) se Stépnym mistem pro furinovou proteazu pro rozdéleni
a a 3 podjednotky viz obr. 6. Na C-konci a podjednotky vyc¢niva C-terminalni doména
(aCT), ktera je tvorena aminokyselinovymi zbytky 693-719 pro IR-A, IR-B obsahuje 12
aminoKkyselin navic za pozici 717. Extracelularni ¢ast dale tvori N-konec 8 podjednotky se
tremi doménami: ID-, Fnlll-2b aFnlll-3b shrnuto v (Ye et al, 2017). Spojeni
a a 3 podjednotek je zajisténo disulfidickym mustkem na pozici Cys647-Cys872 (Sparrow
et al, 1997). Dimerizace receptoru je stabilizovana disulfidickymi miistky mezi
a podjednotkami na pozicich Cys524, 682, 683 a 685 viz obr. 6 (Schaffer & Ljungqvist,
1992; Sparrow et al., 1997).

Transmembranova ¢ast je tvoiena 23 aminokyselinovym a helixem 3 podjednotky,
ktera ma schopnost dimerizace (Li et al, 2014). Jiz v intracelularnim prostoru na ni
navazuje juxtamembranova doména (JM), ktera obsahuje fosforylovatelné tyrozinové
zbytky, ¢imZ se ucastni nasledné signalizace. Zaroven se zde nachdazi signal pro
internalizaci receptoru (Sattar et al, 2007). Cytoplazmaticka ¢ast je dale tvorena
tyrosinkindzovou doménou (TK) a C-terminalni doménou [ podjednotky (BCT).
Tyrosinkindzovd doména je tvorena dvéma laloky a aktiva¢ni smyckou (Hubbard et al,
1994). Vramci této smycky se nachazi tfi konzervované fosforylovatelné tyroziny
dilezité pro aktivaci signdlnich drah (Hubbard, 1997). Kromé tyrozini podléhaji
fosforylaci také dva seriny (Al-Hasani et al., 1997).
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Obr. 6: (A) Struktura IR/IGF-1R dimeru z pohledu rozloZeni domén. L1 a L2 oznacuje domény bohaté
na leuciny, CR doménu bohatou na cysteiny; Fnlll1-3 domény ,fibronectin type-1I1°, ID inzeréni
domény, aCT aBCT oznacluji C-termindlni domény, TM transmembrdnovou doménu, JM
juxtamembrdnovou domdnu a TK tyrozinkindzovou doménu (B) Prostorovd predstava dimeru IR,
jeden z monomerti je zobrazen v sekunddrni strukture, druhy monomer predstavuje povrchovou
strukturu. Prevzato z (Ye et al, 2017).

PrestoZe je IR znamy jiz od 70. let 20. stoleti, bylo velice obtiZné rozlustit jeho
trojrozmérnou strukturu. Kvili své velikosti, rozsdhlym glykosylacim a membranové
lokalizaci je sloZita jeho krystalizace.

Na zakladé krystalografickych studii receptorovych ektodomén bylo navrzeno, Ze
dimer IR bez vazby inzulinu (neaktivni forma) vytvari strukturu tvarem podobnou
obracenému pismenu V, které vznika ohybem mezi doménami L2 a FnllI-1 respektive L2°
a Fnlll-1° (domény druhého monomeru) viz obr. 6 (McKern et al., 2006; Croll et al., 2016).
[ kdyZ ektodoména neodrazi plné skute¢né chovani IR, byla struktura obraceného
V nakonec pozorovana pomoci elektronové mikroskopie také u celkovych receptori.
Konformace obraceného V dovoluje separaci tyrozinkindzovych domén a udrZuje je

v neaktivnim stavu (Schaffer, 1994; Gutmann et al., 2018).
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3.4.2 Vazba inzulinu na IR a jeho aktivace

Inzulin se mlZe vazat az do ctyi vazebnych mist vramci dimeru IR. Kazdy
z monomerl obsahuje dvé vazebnd mista primarni a sekundarni, které se lisi svou
afinitou (Whittaker et al, 2008; Menting et al., 2013). Inzulin interaguje s primarnim
vazebnym mistem predevSim aminokyselinovymi zbytky GlyAl, IleA2, ValA3, GInAS5,
TyrA19, AsnA21,ValB12, TyrB16, GlyB23, PheB24, PheB25 a TyrB26 shrnuto v (de Meyts,
2015). Primarni vazebné misto pokryva L1 doména jednoho monomeru IR spole¢né s aCT
doménou druhého monomeru (Shu et al., 2007; Smith et al., 2010). Zatimco doména L1 je
v kontaktu pouze s B retézcem inzulinu, aCT interaguje s obéma retézci inzulinu (Menting
et al., 2013). ]JiZ studium mutantnich receptorovych ektodomén pomohlo odhalit zdsadni
aminoKkyselinové zbytky aCT‘ domény, které se ucastni vazby inzulinu. Jedna se konkrétné
o aminokyselinové zbytky Thr704‘, Phe705/, Glu76‘, Tyr708‘, Leu709‘, His710‘, Asn711/,
Val713‘, Phe714‘a Val715’, pricemz klicovymi pro vazbu jsou predevsim His710‘, Asn711°
a Phe714‘ (Mynarcik et al., 1996, 1997a, 1997b; Menting et al., 2013). Nicméné u mutaci
zplsobujici aminokyselinovou zaménu na pozicich kédujicich aminokyselinové zbytky
Asp707, Val712‘, Pro716‘ a nakonec Arg717‘ nebyla pozorovana zména vazby inzulinu
(Mynarcik et al., 1996). V pozdéjsich studiich vazby inzulinu na receptor nebyl jiz Arg717
zahrnut.

Dle strukturnich studii bylo zjiSténo, Ze aCT‘ se formuje jako a-helix, ktery
v disledku vazby inzulinu podléha zméné konformace a naseda kolmo kL1 doméné,
a poskytuje tak vice interakénich partnerti (aminokyselinové zbytky 697-719) jak pro L1
doménu, tak pro inzulin (Smith et al.,, 2010; Whittaker et al., 2012; Menting et al., 2013).
Zaroven inzulin také prochazi konformacni zménou, C-termindlni Cast B tetézce
(B24-B30) se oddaluje od jadra hormonu a odkryva aromatické aminokyselinové zbytky
pro vazbu do vazebného mista (Menting et al., 2014). Vazba do primarniho vazebného
mista je znazornéna na obr. 7. Sekundarni vazebné misto na receptoru je ocekavano
v oblasti Fnlll-1 domény (Scapin et al, 2018; Weis et al., 2018; Gutmann et al., 2020).
Predpokladané aminokyselinové zbytky inzulinu ucastnici se vazby do sekundarniho
vazebného mista jsou ThrA8, [leA10, Ser A12, LeuA13, GluA17, HisB10, GluB13 a LeuB17
shrnuto v (de Meyts, 2015).
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Obr. 7: Strukturni predstava vazby inzulinu do primdrniho vazebného mista na IR. Béhem vazby
inzulinu do primdrniho vazebného mista dochdzi k odddleni C-termindlini ¢dsti B retézce inzulinu
a natoceni aCT domény IR. L1 doména IR interaguje s B retézcem inzulinu, aCT doména interaguje
s Fetézem inzulinu A i B. Sedé je zndzornén A retézec inzulinu (InsA), zelené pak B retézec (InsB). U IR
je ¢ervené znacena CR doména, fialové L1 doména, kterd interaguje s B Fetézcem inzulinu. Vinové je
oznacena aCT’ doména. Hveézdicky predstavuji zménu konformace béhem vazby inzulinu na
receptor. Prevzato a upraveno dle (Lawrence, 2021).

Inzulinovy receptor vykazuje sloZitou a velice komplexni kinetiku vazby inzulinu.
Kromé toho, Ze receptorovy dimer obsahuje aZ ¢tyti vazebna mista pro inzulin, maji tato
vazebna mista i odliSné vlastnosti (Schaffer, 1994; Whittaker et al, 2008). Disociatni
konstanta (Kbp) inzulinu pro primarni vazebné misto se pohybuje priblizné 6,4 nM, oproti
tomu sekundarni vazebné misto dosahuje Kp ptiblizné 400 nM inzulinu (Menting et al.,
2013). Kooperace obou vazebnych mist vytvari vysoko afinitni vazbu inzulinu na receptor
o Kp priblizné 0,4 nM (Whittaker et al., 2008; Menting et al., 2013). Vazba inzulinu na IR
vykazuje tzv. negativni kooperativitu, kdy vazba jednoho ligandu znesnadnuje vazbu
dalSich. Disociace ligandu je zavisla na jeho koncentraci a se zvySujici se koncentraci
inzulinu se méni také rychlost disociace (de Meyts et al, 1973, 1976). Vazebna kinetika je
proto slozité postihnutelnd matematickym modelem. Kiselyov et al. navrhli model
zalozeny na harmonickém oscilatoru predpokladajici vazbu tii inzulind s podminkou, ze
jeden zligandi je sprazen s dvéma vazebnymi misty najednou (Kiselyov et al, 2009).
Tento model se s objevem struktury inzulinu se ¢tyfmi nezavisle vazanymi inzuliny stal

nedostacujicim (Gutmann et al., 2020).
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Mechanismus vazby pomahaji odhalit nedavné strukturni studie. Vazba vSech Ctyr
inzulind (ve vysoké koncentraci inzulinu) do primarniho i sekundarniho vazebného mista
zplUsobuje dramatickou zménu konformace ze struktury obraceného pismena V do
symetrické struktury pripominajici pismeno T, ¢imz se tyrozinkindzové domény dostavaji
do relativni blizkosti diileZité pro aktivaci receptoru (Gutmann et al, 2018, 2020;
Uchikawa et al., 2019). Avsak byla dokumentova také asymetricka struktura T s pouze
jednim inzulinem vdzanym v primarnim vazebném misté. Tato konformace je jiz aktivni.
Je proto usuzovano, Ze pro aktivaci IR je dostate¢na vazba jednoho inzulinu do primarniho
vazebného mista (Li, Park, et al, 2022; Nielsen et al, 2022). Dale byly dokumentovany
struktury IR s rznym poctem inzulint (1-3) v odliSnych kombinacich vazby inzulind do
primarnich ¢i sekundarnich mist (Li, Park, et al, 2022). Bylo navrzeno, Ze se inzulin
pravdépodobné vazZe nejprve do sekundarniho vazebného mista i pres jeho nizsi afinitu,
protoZe je prostorové pristupnéjsi. Nasledné jsou obsazovana primarni vazebna mista
(Gutmann et al., 2020; Li, Park, et al, 2022; Nielsen et al., 2022). Presto je dynamika
prechodl mezi témito konformacemi ¢i vazebnymi misty stale nejasna, stejné tak presny
mechanismus aktivace receptoru. Zmény konformace na zakladé vazby rozdilného poctu

inzulint jsou zobrazeny na obr. 8.

IR:inzulin komplex IR:inzulin komplex
saturovany

IR apo-forma nesaturovany

konformace A

konformace T konformace T

Obr. 8: Schématické zndzornéni zmén konformace po vazbé riizného poctu molekul inzulinu na
modelu receptorové ektodomény. IR bez navdzaného inzulinu se formuje do struktury obrdceného V.
Po vazbé alespoti jednoho inzulinu do primdrniho vazebného mista prechdzi do konformace T. Pokud
jsou vdzané ctyri molekuly inzulinu, IR vykazuje symetrickou konformaci T. Dva inzuliny jsou vdzané
v primdrnim vazebném misté a dva v sekunddrnim. Oznac¢eni domén na monomeru IR je stejné jako
na obr. 6, vinovy obdélnik zndzorriuje aCT doménu. Cerny kruh zndzorriuje molekulu inzulinu.
# oznacuje inzuliny v sekunddrnim vazebném miste, které v této konformaci IR miiZe, ale nemusi byt
pritomné. * oznacuje pritomny inzulin v sekunddrnim vazebném misté.
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3.4.3 Signalizace IR

Vazba inzulinu na receptor akonformacni zména do struktury T ¢i T vede
k priblizeni a dimerizaci tyrozinkindazovych domén, tim dochdazi k aktivaci receptoru
(Cabail et al, 2015; Gutmann et al, 2018; Li, Park, et al, 2022). Aktivace probiha
vzajemnou autofosforylaci konzervovanych tyrozinovych zbytkt Tyr1158, Tyr1162
a Tyr1163 (¢islovani dle IR-B) na TK intracelularni 8 podjednotek IR (Kasuga, Karlsson,
et al., 1982; Ellis et al, 1986; Tornqvist et al., 1987). Tato fosforylace dovoluje zménu
konformace tyrozinkinazové domény, ¢imz stimuluje jeji schopnost fosforylovat dalsi
molekuly signaliza¢nich drah (Rosen et al, 1983; Hubbard, 1997). Mezi substraty pro
receptorovou tyrozinkinazu patfi predevsim substraty inzulinového receptoru 1-6 (IRS)
artizné izoformy ,Src-homology-2-containing protein“(Shc). Izoformy IRS se lisi
v tkanové distribuci a funkci, kdy nejvice zastoupené jsou IRS1 alRS2 shrnuto
v (Taniguchi et al., 2006).

Inzulinova signalizace je komplexni, nicméné ji 1ze rozdélit do dvou zakladnich
drah. Prvni drahou je takzvana fosfatydilinositol-3-kinazova (PI3K)/Akt draha, druhou
pak mitogenem aktivovana proteinkinazova (MAPK) drdha viz obr. 9.

Po aktivaci tyrozinkindzovych domén receptoru autofosforylaci jsou dale
fosforylovany IRS (White & Kahn, 1985). IRS-1 obsahuje alesponn 20 potencidlné
fosforylovatelnych tyrozinovych motivl, tudiz vytvaii vazebna mista pro signalni
molekuly s ,Src-homology 2“ (SH2) doménami (Sun et al, 1991). Jednou znich je
regulacni podjednotka p85 PI3K (Myers et al, 1992). Vazba p85 stimuluje aktivaci
katalytické podjednotky p110 PI3K, ktera preménuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3) (Backer et al, 1992). K odhalenému PIP3 na
cytoplazmatické membrané asociuje 3-fosfoinositid-dependentni protein kinaza 1
(PDK1), ktera nasledné aktivuje protein kinazu B neboli Akt (Yamada et al., 2002). Akt je
serin/threoninova kindza, kterd ma mnoho riiznych substratli signalizacnich drah. Mezi
né patii glykogen syntaza kindza-3 (GSK3), ktera reguluje syntézu glykogenu. Plisobeni
inzulinu inhibuje GSK3 a stimuluje syntézu glykogenu (Cross et al., 1995). PredevSim se
inzulin podili na translokaci azvySeni koncentrace glukézovych transportéri typu 4
(GLUT4) na cytoplazmatické membrané pomoci této signalizacni drahy, atim
k rychlejSimu vstirebavani glukézy do bunék. Akt aktivuje protein AS160, jehoZ doména
slouzi jako aktiva¢ni GTP4aza pro proteiny rodiny Rab, které se ucastni organizace

cytoskeletu (Sano et al.,, 2003). Dale Akt aktivuje enzym 6-fosfofrukto-2-kinazu, ktera se
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Ucastni regulace glykolyzy (Deprez et al, 1997). Zaroven Akt také stimuluje produkci
proteinti aktivaci mTOR komplexu (Scott et al., 1998).

Druhou hlavni inzulinem aktivovanou signalizatni drahou je mitogenem
aktivovana proteinkinazova draha (MAPK). Inzulin stimuluje autofosforylaci receptoru
anaslednou asociaci a fosforylaci IRS1 ¢i Shc. S témito proteiny nasledné pomoci SH2
domén interaguje adaptorovy ,growth factor receptor-bound protein 2“ (Grb2) (Skolnik
et al, 1993). Grb2 je adaptorovym proteinem pro ,son of sevenless“ (SoS) protein, ktery
nasledné aktivuje Ras protein (Baltensperger et al, 1993; Medema et al., 1993). Ras dale
aktivuje kindzu Raf-1, ktera nasledné spousti fosforyla¢ni kaskadu vedouci k aktivaci
MAPK predevsim kindzy ERK1 a ERK2 (Kovacina et al., 1990). Inzulinem stimulovana
MAPK draha vede k regulaci genové exprese, bunéctnému ristu, proliferaci ¢i diferenciaci

(Kim & Kahn, 1997; Busca et al., 2016).
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Obr. 9: Zdkladni signalizacni drdhy inzulinu. Po vazbé inzulinu na receptor dochdzi k autofosforylaci
receptoru ajeho aktivaci (1). Ndsleduji fosforylaéni kaskddy, prvnim clenem je IRS (2). Ddle se
signalizace déli na dvé hlavni drdhy: PI3K a MAPK drdha. IRS1 asociuje s PI3K (3), kterd vytvdri PIPs,
coz aktivuje PDK1 a ndsledné Akt (4). Akt md mnoho substradti, napriklad GSK3 (6), ketd reguluje
syntézu glykogenu. Dalsim je protein AS160 regulujici transport Glut4 na membrdnu a zajistuje vétsi
vstiebdvdni glukézy do buriky (5). IRS1 také asociuje s Grb2 a Sos proteiny (8), které aktivuji Ras
a ndsledné Raf. Kaskdda pokracuje aZ k MAPK, kterd miiZe byt transportovdna do jadra a regulovat
genovou expresi (9). Prevzato a preloZeno z (Tatulian, 2015).
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3.5 IGF-1receptor

PrestoZe ma IGF-1 afinitu také k IR je primarnim kontaktem s burikkou samostatny
IGF-1 receptor (IGF-1R) (Hintz et al, 1972; Marshall et al., 1974). IGF-1R je stejné jako IR
heterotetramer (homodimer) tvoren ze dvou a podjednotek, které jsou spojeny se dvéma
B podjednotkami (Chernausek et al, 1981). IR alGF-1R jsou ze 60 % strukturné
homologickymi receptory. NejvétSi podobnosti vykazuji tyrozinkindzové domény obou
receptorli, které dosahuji homologii az 84 %. NiZ$i homologie je pozorovatelna
u a podjednotek (64-67 % pro L1 a L2 domény a 48 % pro CR domény) (Ullrich et al,
1986).

Gen pro IGF-1R se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 15, konkrétné byl
lokalizovdn pruhem 15q26 (Ullrich et al, 1986). ,Knock-out” tohoto genu u mysi
zplsobuje letalitu (Liu et al, 1993). U ¢lovéka byl zatim dokumentovan pouze jediny
pripad homozygotni mutace v genu IGF-1R zpusobujici zdaménu jedné aminokyseliny
vIGF-1R (Gannagé-Yared et al, 2013). Heterozygotni mutace zplisobuji zavaznou
intrauterinni i postnatalni riistovou ¢i mentalni retardaci (Fang et al., 2012). Proto se
predpoklada, Ze zavazné mutace v IGF-1R jsou letdlni také pro clovéka. Gen IGF-1R je
tvoren 22 exony. AvSak na rozdil of IR, nema IGF-1R sestfihové varianty v exonech 10 a 12
korespondujicich s exonem 11 IR (Abbott et al., 1992). IGF-1R je exprimovan ve vétSiné
lidskych tkani vcetné rakovinnych bunék. U nékterych rakovinnych typt je IGF-1R

dokonce nadprodukovan oproti normalni tkani shrnuto v (Adams et al., 2000).

3.5.1 Biosyntéza a struktura IGF-1R

Stejné jako IR je IGF-1R produkovan jako prekurzor, ktery je béhem sekre¢ni drahy
upravovan proteolytickym Stépenim a glykosylacemi, které maji zdsadni vliv pro
spravnou maturaci receptoru (Jacobs et al., 1983; Ullrich et al., 1986; Growth et al., 1996).

IGF-1R je tvoren dimerem (af3)z2, ktery svou velikosti, sloZenim domén i umisténim
disulfidickych miistkii mezi podjednotkami odpovida inzulinovému receptoru (Massague
& Czech, 1982; Ullrich et al, 1986). Extracelularni cast je tedy sloZena od N-konce
z domén: L1, CR, L1, FnllI-1, FnlII-2, IDa, aCT (a podjednotka); ID@, FnllI-2 a FnllI-3 (3
podjednotka). Poté navazuje TM doména, intracelularné JM a TK doména, ktera je
zakoncena (BCT viz obr. 6 (A) (Ullrich et al., 1986; Adams et al, 2000). Tyrozinkinazova
doména obsahuje konzervované fosforylovatelné tyrozinové zbytky Tyr1131, Tyr1135
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aTyr1136 (ekvivalentni styrozinovymi zbytky Tyr1158, Tyr1162 aTyr1163 IR)
(Favelyukis et al.,, 2001).

Diky homologii v primarni struktuife obou receptori je ziejma podobnost
i v kvartérni struktuie. IGF-1R se formuje do tvaru obraceného pismene V, avsak oproti
IR jsou Fnlll-3 domény monomerl v mensi vzdalenosti aceld struktura IGF-1R
ektodomény piisobi uzavienéji (Xu et al, 2018). To miZe byt zplsobeno rozdilnym
nato¢enim L2 domény viici L1, CR doménam (Lou et al,, 2006; Xu et al., 2018). Zhang et al.
navrhli, Ze se IGF-1R chova velice dynamicky a miiZze nabyvat vice rtiznych konformaci
bez navazanych ligandli (podobajicich se obracenému V), tak s navazanymi ligandy
(Zhang, Wei, et al., 2022; Zhang, Wu, et al., 2022). Dalsi odliSnosti oproti IR se daji nalézt
predevSim v CR doméné IGF-1R, ktera nabizi negativné nabity povrch pro vazbu pozitivné
nabitych aminokyselinovych zbytkl tetézce C aD IGF-1, IR obsahuje vtéto oblasti
prevazné pozitivné nabyté aminokyseliny (Zhang et al., 1994; Lou et al, 2006). Rozdily
v L1, CR a aCT doméndch zajist'uji specifitu IGF-1 k IGF-1R (Zhang et al.,, 1994; Lou et al,,
2006; Xu et al., 2018).

3.5.2 Vazba IGF-1 na IGF-1R a jeho aktivace

Analogicky k inzulinu se IGF-1 vaZe do primarniho vazebného mista pomoci A a B
retézce, konkrétné jsou dulezité Phe23, Tyr24, Val44, Tyr60 ¢i Ala62 korespondujici
s dlilezitymi aminokyselinovymi zbytky inzulinu (Cascieri et al, 1988; Shooter et al,
1996). Primarni vazebné misto IGF-1R zahrnuje L1, CR, Fnlll-1*a aCT‘ domény (Xu et al.,
2018). Sekundarni vazebné misto jako u IR nebylo pro vazbu IGF-1 rozieSeno (Li et al.,
2019). Dale byly identifikovany aminokyseliny Glu9, Asp12, Phe19, Leu54 ¢i Glu58, které
by mély odpovidat reziduim vaZicim se do sekundarniho vazebného mista (analogicky
k inzulinu a IR) (Gauguin et al, 2008). Nicméné prave Glu58 je spise soucasti primarniho
vazebného mista IGF-1R (Xu et al., 2018; Machackova et al., 2019). Na rozdil od inzulinu,
IGF-1 kvazbé na receptor prispiva také svymi C a D retézci, které v inzulinu nejsou
pritomny (Bayne et al., 1989; Zhang et al., 1994). Stejné jako u IR dochazi pti vazbé IGF-1
k remodelaci aCT domény, ktera nasledné odhaluje interakéni partnery (Xu et al., 2018).
Mutagenni analyzy L1 a «CT domén IGF-1R potvrdily zapojeni aminokyselinovych zbytkt
ve vazbé IGF-1, které jsou ekvivalentni k tém zbytkiim IR ucastnicich se ve vazbé inzulinu,
avSak mutace téchto zbytkd mély jiné disledky. Napriklad mutace na pozici kédujici

His697, ktery je ekvivalentni ke krucidlnimu His710 IR, zptsobila pouze priblizné
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pétindsobny rozdil afinity. Oproti tomu mutace na pozici pro Phe701 IGF-1R vede
kuplnému narusSeni vazby (Mynarcik et al, 1997b; Whittaker et al, 2001).
Aminokyselinové zbytky dale od Val702 nebyly ve vztahu kvazbé experimentalné
zkoumdany (Mynarcik et al, 1997b; Whittaker et al, 2001). Strukturni studie navrhly
dodatecné roli Arg704 (analogicky k Arg717 IR), ktery by mohl interagovat pravé se
zminénym Glu58 IGF-1 (Xu et al.,, 2018; Machackova et al., 2019).

IGF-1R vykazuje efekt negativni kooperativity, protoZe pouze prvni ligand je vazan
na receptor s vysokou afinitou. Na rozdil od IR vSak nedochazi ve vyssich koncentracich
IGF-1 ke zméné v disociaci ligandu (Christoffersen et al., 1994).

Pro aktivaci IGF-1R je dostate¢na vazba jedné molekuly IGF-1 (Kavran et al., 2014).
Vazba IGF-1 na receptor zplsobuje zménu konformace, kterd vede Kk priblizeni
a dimerizaci TK domén a jejich autofosforylaci (Kavran et al., 2014; Cabail et al., 2015). Pri
aktivaci jednou molekulou IGF-1 se receptor dostava ze struktury obraceného V do
asymetrické struktury pripominajici pismeno I'. Tato konformace je stabilizovana
kontaktem domén L1‘, Fnlll-2° druhého monomeru a aCT viz obr. 10 (Li et al, 2019;
Zhang, Wu, et al,, 2022). Presto je mozné, Ze vazba IGF-1 k receptoru je komplexnéjsi
a zahrnuje vice dynamickych strukturnich stavii (Zhang, Wei, et al, 2022). Nové byly
publikovany strukturni studie, které uvadi dvé molekuly IGF-1, ¢i jeho analogy vazané na
IGF-1R, avsak pravdépodobné reprezentuji spiSe neaktivni formu IGF-1R (Moreau et al.,
2022; Wu et al,, 2022). IGF-1R s mutaci zplisobujici zanik disulfidickych mustkl v oblasti
aCT mohou vytvaret strukturu tvaru T s dvéma navazanymi molekulami IGF-1, ktera je

podobna symetrické strukture IR (Li, Wu, et al., 2022).
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IGF-1R:IGF-1 komplex
IGF-1R apo-forma

konformace A
konformace [

Obr. 10: Schématické zndzornéni zmény konformace po vazbé jedné molekuly IGF-1 na modelu
receptorové ektodomény na zdkladé strukturnich studii. IGF-1R se bez navdzaného ligandu formuje
do struktury obrdceného V. Po vazbé IGF-1 konformace I. Oznaceni domén na monomeru IGF-1R je
stejné jako na obr. 6, vinovy obdélnik zndzornuje aCT doménu. Fialovy kruh zndzorriuje molekulu
IGF-1.

3.5.3 Signalizace IGF-1R

Ackoliv sdili IGF-1R diky své strukturni homologii s IR izakladni signaliza¢ni
drahy, jako jsou PI3K/Akt a MAPK drahy (viz obr. 9), je G¢inek IGF-1 spiSe mitogenni, neZ
metabolicky shrnuto v (Hakuno & Takahashi, 2018). Proteomicka analyza ukazala obecné
vyssi aktivaci signalizacnich molekul ovliviiujicich bunécny cyklus, déleni ¢i diferenciaci
ve srovnani s IR (Nagao et al, 2021). Pirekvapivé je jednoduchd zdména leucinu 973 za
fenylalanin, ktery se nachazi v oblasti vazby IRS, dostacujici ke zméné signalizace typu IR
na typ IGF-1R (Nagao et al.,, 2022).

Naptiklad dlouhotrvajici stimulace PI3K drahy piimou vazbou PI3K na IGF-1R
vede kbunécné proliferaci odblokovanim prechodu bunécného cyklu z G1 do S faze
(Fukushima et al.,, 2012). Stimulace bunék pomoci IGF-1 zvySuje expresi cyklinu D1, D3
a degradaci inhibitoru cyklin-D dependentni kinazy p27Xirl, cozZ napomaha aktivaci cyklin
dependentnich kindz Gi faze apostupu v bunéfném cyklu azahdjeni replikace DNA
(Fukushinish., 2008; Mairet-Coello et al., 2009).

Dalsi dilezitou ulohou IGF-1R je ochrana bunék pied apoptézou. IGF-1 se radi mezi
tzv. faktory prezivani bunék (Datta et al., 1997). K tomu vyuZziva preferencné PI3K/Akt

drahu, ale proti-apoptoticky efekt je umocnén i alternativnimi drahami jako napiiklad
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MAPK drahou, ¢i primou interakci s proteinem 14-3-3 (Furlanetto et al., 1997; Kulik et al.,
1997; Peruzzi et al, 1999). IGF-1 aktivuje IGF-1R a spousti fosforylacni kaskadu, ktera
aktivuje protein Akt, jehoZ substratem je pro-apoptoticky protein Bcl-2 asociovany
agonista bunécné smrti (BAD). Akt fosforyluje BAD, ¢imZ indukuje asociaci s proteinem
14-3-3 v komplex BAD/14-3-3 (Datta et al., 1997). Tato asociace udrzuje BAD v cytosolu
azamezuje jeho translokaci do  mitochondridlni —membrany ainterakci

s pro-apoptotickymi proteiny Bcl-2 a Bcl-X1 a spusténi apoptozy (Zha et al., 1996).

3.6 Hybridni molekuly IR/IGF-1R

V neposledni fadé byly na bunécnych membranach identifikovany hybridni
molekuly tvorené heterodimerem IR/IGF-1R (Moxham et al., 1989). Zaroveii mohou tyto
hybridni receptory vznikat také v in vitro pokusech (Treadway et al, 1989). Hybridni
receptory jsou Siroce zastoupené v riznych typech tkani v€etné napriklad placenty, svald,
ledvin a tukové tkané (Bailyes et al., 1997; Federici et al., 1997). Hybridni IR/IGF-1R vazi
s vysokou afinitou IGF-1, inzulin je vazan slabéji (Soos et al., 1993). Na zakladé zastoupeni
IR izoforem jsou formovany hybridni receptory IR-A/IGF-1R ¢i IR-B/IGF-1R, které maji
rozdilné vazebné i funkéni vlastnosti (Pandini et al., 2002). Interakce ligandti s IR a IGF-1R
tak vytvari velice komplexni systém, ktery je slozité postihnutelny. Proto je fyziologicka

uloha a funkce hybridnich receptorti stale nejasna.
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4 Material

4.1 Chemicky material

Nazev Zkratka/Vzorec Vyrobce
2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich, Némecko
3-[(3-cholamidopropyl)-
dimetylammonio]-1-propansulfonat CHAPS Thermo Scientific, USA
acetonitril ACN VWR Chemicals, USA
agardza Sigma-Aldrich, Némecko
akrylamid Carl Roth, Némecko
amonium persulfat APS Sigma-Aldrich, Némecko
ampholyte high resolution pH 3-10 Sigma-Aldrich, Némecko
bis-akrylamid Sigma-Aldrich, Némecko
bromfenolova modf Lachema, Ceska republika
deoxyribonukleosidtrifosfaty dNTP New England BioLabs, USA
dithiotreitol DTT Sigma-Aldrich, Némecko
dodecylsiran sodny SDS Sigma-Aldrich, Némecko
ektodoména lidského IR-A s mCherry pfipraveno Mer. Katefinou
Machackovou, Ph.D.
etanol Penta, Ceska republika
fetalni hovézi sérum FBS BioSera, Francie
fluorid sodny NaF Lachema, Ceska republika
Gel Loading Dye Purple (6x) New England BioLabs, USA
glycerol Penta, Ceska republika
glycin Sigma-Aldrich, Némecko
heptahydrat siranu horec¢natého MgS04-7 H20  Sigma-Aldrich, Némecko
hovézi sérovy albumin BSA Invitrogen, USA
hydroxid sodny NaOH Lach-Ner, Ceska republika
chlorid nikelnaty NiClz Lachema, Ceska republika
chlorid sodny NacCl Lach-Ner, Ceska republika
imidazol Sigma-Aldrich, Némecko
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inhibitory proteaz - Proteas Inhibitor

Coctail (P8340)

Sigma-Aldrich, Némecko

Kolliphor P188 Sigma-Aldrich, Némecko
kyselina borita H3BO3 Sigma-Aldrich, Némecko
kyselina etylendiamintetraoctova EDTA Sigma-Aldrich, Némecko
kyselina chlorovodikova HCl Lach-Ner, Ceska republika
LB Broth Sigma-Aldrich, Némecko
L-glutamin 100x BioSera, Francie
Lipofectamine™ 2000 Transfect

Thermo Scientific™, USA
reagent
metanol Lach-Ner, Ceska republika
Milli-Q® voda
mocovina Sigma-Aldrich, Némecko
N, N, N, N - Tetrametyl-
etylenediamine TEMED Sigma-Aldrich, Némecko
St:nilﬁ;zzizz:zsz = HEPES Sigma-Aldrich, Némecko
neutravidin Thermo Scientific”, USA
octan sodny NaAc Lachema, Ceska republika
orthovanadi¢nan sodny NazVO4 Sigma-Aldrich, Némecko
peqGREEN DNA/RNA dye VWR Chemicals, USA
polyetylenimin PEI Polysciences, USA
suSené odtucnéné mléko NutriStar, Ceska republika
thiomocovina Sigma-Aldrich, Némecko
Trizma® Base Tris Sigma-Aldrich, Némecko
Tween-20 Sigma-Aldrich, Némecko

4.2 Ligandy

Nazev Vyrobce

lidsky IGF-1

Tercica, USA

lidsky IGF-1 znaceny radioizotopem 125]

pripraveno skupinou AleSe Marka

(UOCHB AV CR) dle (Asai et al., 2021)
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lidsky inzulin (HI)

Novo Nordisk, Dansko

lidsky inzulin znaceny radioizotopem 125]

pripraveno skupinou AleSe Marka

(UOCHB AV CR) dle (Asai et al., 2021)

4.3 Roztoky a pufry

4.3.1 Pripravované roztoky a pufry

Nazev

SloZeni

10x elektroforeticky pufr na SDS-PAGE

0,25 M Tris; 0,192 M glycin; 0,01 % SDS
(w/V)

20x TAE pufr

0,8 M Tris, 4 % 0,5 M EDTA (V/V), 2,28 %
(V/V) kyselina octova

30 % akrylamidovy mix

29,2 % akrylamid (w/V); 0,8 % bis-akrylamid
(w/V)

boratovy pufr

50 mM Kkyselina borita, pH 9,5 NaOH

elucni pufr na afinitni chromatografii

50 mM Tris/HCl, 300 mM NaCl, 0,25 M
Imidazol, pH 8,0

HBB pufr

100 mM HEPES, 100 mM NacCl, 5 mM KCl, 1,3
mM MgS04-7 H20; 1 mM EDTA, 10 mM
glukosa, 15 mM NaAc, 1 % BSA
(Sigma-Aldrich, Némecko), pH 7,6

promyvaci pufr na afinitni chromatografii

50 mM Tris/HCI, 300 mM NacCl, pH 8,0

pufr pro separacéni polyakrylamidovy gel

1,5 M Tris/HCl, pH 8,8

pufr pro zaostrovaci polyakrylamidovy gel

1 M Tris/HCl, pH 6,8

rehydratacni lyza¢ni pufr (RLB)

7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4 % CHAPS
(w/V), 0,8 % amfoliny (V/V)

TBS pufr

20 mM Tris/HCI (pH 7,5), 140 mM NaCl

transferovy pufr na SDS-PAGE

20 mM Tris, 189 mM glycin, 10 % metanol
(V/V), 0,1 % SDS (w/V)

T-TBS pufr

20 mM Tris/HCI (pH 7,5), 140 mM NacCl,
0,1 % Tween-20 (V/V)
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vzorkovy (lyzacni) pufr

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % SDS (w/V), 10
% gylcerol (V/V), 0,01 % bromfenolova modr
(w/V), 0,1 M DTT (w/V), 50 mM NaF, 1 mM
NasV0s4, 0,5 % inhibitory proteaz

4.3.2 Komercni roztoky a pufry

Nazev SloZeni Vyrobce
fosfatovy pufr (PBS) pH 7,4 Gibco™, USA
fyziologicky roztok 0,9 % NacCl B.Braun, Némecko

SuperSignal™ West Femto

vyrobce neuvadi

Thermo Scientific™, USA

Trypan Blue

Trypsin-EDTA 1x in PBS

BioSera, Francie

4x Laemmli sample buffer

32,5 mM Tris/HCI (pH 6,8),
10 % glycerol, 1 % SDS,
0,005 9% bromfenolova

modr

Bio-Rad, USA

5% Phusion® HF buffer

vyrobce neuvadi

New England BioLabs,
USA

10x FastDigest™ Green Buffer

vyrobce neuvadi

Thermo Scientific”, USA

10x T4 ligase buffer

400 mM Tris/HCl, 100 mM
MgCl2, 100 mM DTT, 5mM
ATP, pH 7,8

Thermo Scientific”, USA

Casein Buffer Concentrate

5,5 % (w/V) casein - biotin

and IgG free

SDT GmbH, Némecko

His-Select® Nickel Affinity gel

vyrobce neuvadi

Sigma-Aldrich, Némecko

4.4 Enzymy
Nazev Koncentrace Vyrobce
BamHI 10U/ul Thermo Scientific”, USA

FastDigest™ Dpnl

vyrobce neuvadi

Thermo Scientific”, USA

FastDigest™ HindlIlII

vyrobce neuvadi

Thermo Scientific™, USA
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Phusion® High-fidelity DNA

Polymerase

20/ul

New England BioLabs, USA

T4 DNA ligase

5U0/ul

Thermo Scientific™, USA

4.5 Antibiotika

Nazev Vyrobce
amplicilin Duchefa Biochemie, Nizozemsko
kanamycin Sigma-Aldrich, Némecko

Penicillin-Streptomycin Solution 100x

BioSera, Francie

4.6 Protilatky

Detekovany protein

Nazev a vyrobce

. . . Organismus
Redéni .
puvodu

Oblast
Mr [kDa]

Primarni protilatky

Anti-Actin (20-33)

antibody produced

Aktin

in rabbit; Sigma-

1:500 kralik

Aldrich, Némecko

472

IGF-1 Receptor beta
(11A9) Rabbit mAb;

B-podjednotka IGF-1R

Cell Signalling
Technology, USA

1:1000 kralik

95

Insulin Receptor

beta (4B8) Rabbit

B-podjednotka IR

1:1000 kralik

mAb; Cell Signalling

Technology, USA

95

IGF-1 Receptor alpha

(D3A2W) Rabbit

a-podjednotka IGF-1R

1:1000 kralik

mAb; Cell Signalling

Technology, USA

140
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Ms mAb Anti-Hu IR

(a-subunit); Life-

a-podjednotka IR 1:500 mys 135
Technologies
Corporation, USA
P-IGF-1R beta
(Y1135/1136)/InsR
Fosforylovana
beta (19H7) Rabbit 1:1000 kralik 95
B-podjednotka IR a IGF-1R
mAb; Cell Signalling
Technology, USA
Sekundarni protilatky
Anti-Rabbit IgG
(whole molecule) -
Protilatka proti primarnim
Peroxidase antibody
protilatkam krali¢iho 1:8000 koza
produced in goat;
ptivodu
Sigma-Aldrich,
Némecko
Anti-Mouse IgG
(whole molecule) -
Protilatka proti primarnim
Peroxidase antibody
protilatkdm mysiho 1:2000 kralik
produced in rabbit;
ptivodu
Sigma-Aldrich,
Némecko
Syntetické protilatky
Nazev Detekovana struktura Vyrobce
iBodies® 4 His-tag IOCB Tech, CR (Sacha et al.,

2016)

4.7 Komercni Kity

Nazev

Vyrobce

ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit

Zymo Research, USA
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Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

Zymao Research, USA

NucleoBond® Xtra Midi

Macherey-Nagel, Némecko

4.8 Plazmidy

Plazmid Selekce Vyrobce
pCMV3 nesouci cDNA pro lidsky IGF1 receptor 5
kanamycin  Sino Biological, Cina
s C-terminalnim His-tag
pCMV3 nesouci cDNA pro lidsky inzulinovy 5
kanamycin  Sino Biological, Cina
receptor s C-terminalnim His-tag
NRC Biotechnology
Research Institute,
Kanada - wupraveno
pridanim mCherry
pTT5SH8Q2_IR-A_ecto+mCherry vektor ampicilin
sekvence

Mgr. Katefinou
Machackovou, Ph.D.

(nepublikovano)

4.9 Primery

Vsechny oligonukletidové primery byly dodany firmami Generi Biotech, Ceska

republika ¢i Sigma-Aldrich, Némecko.

4.9.1 Mutageneze

Receptor Pozice Mutace Orientace Sekvence

IR-A H710 A
IR-A H710 A
IR-A R717 A
IR-A R717 A
IR-A R717 Q
IR-A R717 Q
IR-A R717 F
IR-A R717 F

primy
zZpétny
primy
zZpétny
primy
zpétny
primy

zpétny

GAGGATTACCTGGCCAACGTGGTTTTCG
CGAAAACCACGTTGGCCAGGTAATCCT
GAGATGGTGCGGGGACGAAAAC
GTTTTCGTCCCCGCACCATCTC
GAGATGGCTGGGGGACGAAAAC
GTTTTCGTCCCCCAGCCATCTC
CGAGATGGGAAGGGGACGAAAAC
GTTTTCGTCCCCTTCCCATCTCG
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IR-A R717 K pirimy CGAGATGGCTTGGGGACGAAAAC
IR-A R717 K zpétny GTTTTCGTCCCCAAGCCATCTCG
IGF-1R H697 A piimy GAGAATTTCCTGGCCAACTCCATCTTCG
IGF-1R H697 A zpétny CGAAGATGGAGTTGGCCAGGAAATTCTC
IGF-1R R704 A piimy GCTTCCTTTCAGGTGCGGGCAC
IGF-1R R704 A zpétny GTGCCCGCACCTGAAAGGAAGC
4.9.2 Klonovani
Popis Orientace Sekvence
IGF-1R (1-932) s nastavcem AAAAAGCTTACCATGAAGTCTGGCTCCGGAGGA
pro HindlIII prmy GGGTC
IGF-1R (1-932) s nastavcem . TTTTTCGAAGTTTTCATATCCTGTTTTGGCCTGG
pro Bsp1191 “petny ACATAGAAGAACAC
IR (1-944) s nastavcem pro o AAAAAGCTTACCATGGCCACCGGGGGCCGGCGG
HindlIII prmy GGGGGC
IR (1-944) s nastavcem pro L TTTTTCGAAGTTTTTTGCAATATTTGACGGGAC
Bsp1191 Zpetny GTCTAAATAGTCTGT
4.9.3 Sekvenovani
Popis Sekvence
sekvena¢ni primer pro ovéreni mutaci
GGATCCAATCTCAGTGTC
vIR-A
sekvenani primer pro ovéreni mutaci
AGGCTGTGACCCTCACCATG

v IGF-1R
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4.10 Hmotnostni markery

Kilobases Mass (ng)

al— B [
- E-:IZI 50 - Bﬂ?]t&f
5.0 42
40 33 ~ 1
3.0 125
20 48
e
=15 6 —
- IRTT —p
—
0.5 42
Nazev Vyrobce
(A) 1 kb DNA Ladder New England BioLabs, USA
(B) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards Bio-Rad, USA
4.11 Zivna a kultivaéni média
Nazev Popis Vyrobce
DMEM zakladni médium pro kultivaci R- bunék Biosera, Francie
OPTI-MEM™ médium pro transfekci R- bunék Gibco, USA
Freestyle™ F17 zakladni médium pro kultivaci Hek293-6E

Gibco, USA
Expression medium  bunék

médium pro kultivaci bakteridlniho kmene Sigma-Aldrich,

E. coli TOP10 Némecko

LB

4.12 Bakterialni kmeny

Nazev Zdroj

Kompetentni bakterialni kmen E. Coli TOP10 Biotechnologicky tistav AV CR, CR
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4.13 Bunécné kultury

Nazev Popis

R- mySi embryondlni fibroblasty odvozeny od mysi s disrupcigenu pro
IGF-1 receptor dle (Sell et al, 1993), darovano laboratoii prof. Basergy,
USA

Hek293-6E  lidské embryonalni ledvinné buriky se stabilni expresi EBNA1 proteinu;
NRC Biotechnology Research Institute, Kanada
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5 Metody

5.1 PracesDNA

5.1.1 Mistné specificka mutageneze pomoci PCR reakce

Pro vneseni,missense“ mutaci byla vyuZita mistné specificka mutageneze, ktera je
zaloZena na principu PCR s primery obsahujicimi poZadovanou mutaci uprostied jejich
sekvence. Oba primery jsou komplementarni ke stejné sekvenci na DNA. Takto byly
pripraveny mutace v sekvenci DNA kodujici konkrétni aminokyselinu, tak aby doslo

k zaméné za jinou aminokyselinu konkrétné: IGF-1R H697A a IGF-1R R704A, respektive

IR-AH710A, R717A, R717F, R717Q a R717K dle primert (viz 4.9).

Byla smichana PCR smés o sloZeni viz tab. 1. Jako templat pro reakci byly pouzity

expresni vektory pCMV3 nesouci cDNA pro IGF-1 ¢i inzulinovy receptor.

Tab. 1: SloZeni PCR reakce mistné specifické mutageneze

V]
5x Phusion® HF buffer 10
10 mM dNTPs 1
10 uM primer 1 primy 2
10 uM primer 2 zpétny 2

templatova DNA (100 ng)

2 U/pl Phusion® High-
fidelity DNA Polymerase
Sterilni MilliQ® voda

1-2 (v zavislosti na

koncentraci templatu)
0,5

do celkového objemu 50 pl

Celkovy objem

50

Po ptidani vSech sloZek byla smés opatrné promichana pipetou. Reakce probéhla

dle zvoleného programu viz tab. 2 v termocykleru PCR Sprint (Thermo Scientific” Hybaid,

USA).
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Tab. 2: Program PCR reakce mistné specifické mutageneze

. Pocet
Krok Teplota Cas
opakovani

pocatetni denaturace 98 °C 30s 1x
denaturace 98 °C 10s
nasednuti primert 55-60 °C (tab. 3) 20s 20x
syntéza DNA 72 °C 6 min
zavérecna syntéza DNA | 72 °C 7 min 1x

4°C do odvolani 1x

Tab. 3: Teploty naseddni primerti pro mutagenezi

Dvojice primert pro mutagenezi | Teplota nasedani primera
IGF-1R H697A 55°C
IGF-1R R704A 60 °C
IR-A H710A 55°C
IR-AR717A 55°C
IR-AR717Q 55°C
IR-AR717F 55°C
IR-AR717K 55°C

Po probéhnuti reakce byl pridan 1 ul enzymu DPNI, aby doSlo k degradaci
ptivodniho templatu a zachovani pouze amplifikatu s mutaci. Reakce byla inkubovana 1 h
pri 37 °C. Takto pripravenou plazmidovou DNA byly transformovany kompetentni
bakterie E. coli TOP10 (viz 5.1.4) a izolovany produkt (viz 5.1.5) byl sekvenovan (Eurofins

Genomics, Némecko), aby byla potvrzena mutace na pozadované pozici (viz 5.1.6).
5.1.2 Priprava plazmidovych konstruktii receptorovych ektodomén

Mutantni varianty receptord byly vyuzity pro tvorbu faznich proteint
receptorovych ektodomén s fluorescenénim proteinem mCherry a His-tagem na C-konci
proteint. Sekvence pro receptorové ektodomény byla vloZzena do expresniho veko
pTT5SHB8Q. Po inzerci fragmentu kddujicim receptorové ektodomény, jsou tyto sekvence

obklopeny z 5 konce sekvenci pro sekrec¢ni signal a na 3‘ konci pro fluorescen¢ni protein
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mCherry snaslednou His-tag sekvenci. Exprimované fluzni proteiny tedy obsahuji
sekre¢ni signal na N-konci a mCherry s His-tagem na C-konci protein.

Sekvence kodujici ektodomény receptort byly amplifikovany pomoci PCR reakce
za pouZziti primerd obsahujicich adaptor se sekvencemi rozeznavanymi restrik¢nimi
endonukleazami HindIII na 5‘ konci a Bsp119I na 3 konci amplifikované sekvence. Jako

templat byly pouZity plazmidy pripravené mistné specifickou mutagenezi (viz 5.1.1).

Tab. 4: SloZeni PCR reakce pro amplifikaci sekvence receptorovych ektodomén

V]
5x Phusion® HF buffer (pro
IGF-1R)/GC buffer (pro IR) 10
10 mM dNTPs 1
10 uM primer 1 ,piimy*“ 2,5
10 uM primer 2 ,zpétny* 2,5

1-2 (v zavislosti na
templatova DNA (100 ng)
koncentraci templatu)

2 U/pl Phusion® High-fidelity

0,5
DNA Polymerase
do celkového objemu 50
Sterilni MilliQ® voda
ul
Celkovy objem 50

PCR reakce béZela dle nastaveného programu viz tab. 5.

Tab. 5: Program PCR reakce pro amplifikaci sekvenci receptorovych ektodomén

Krok Teplota Cas Pocet opakovani
pocatecni denaturace 98 °C 30s 1x
denaturace 98 °C 10s
nasednuti primert (IR/IGF-1R) | 64/50 °C 20s 30x
syntéza DNA 72 °C 3 min
zavérefna syntéza DNA 72 °C 7 min 1x
4°C do odvolani | 1x
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Po PCR reakci byl odebran kontrolni vzorek na agarézovou DNA elektroforézu (viz
5.1.3). Nasledné byla PCR smés preciSténa pomoci GeneJet PCR Purification Kit dle
priloZeného navodu a eluovana do objemu 10 pl.

Dale byla pripravena Stépna reakce za pouZiti restrikénich endonukledz HindlIII
a Bsp119I o sloZeni viz tab. 6, aby vznikly shodné kohezni konce inzertu a vektoru. Jako
inzert byla pouzita DNA amplifikovana PCR reakci v prechozim kroku, jako vektor byl
pouzit expresni vektor pTT5SH8Q2_IR-A_ecto+mCherry, ze kterého byl reakci vysStépen
ptivodni gen pro IR-A.

Tab. 6: SloZeni stépné smési s restrikcnimi endonukledzami

V [u] V]

inzert vektor (500 ng/ul)
10x FastDigest™ Green Buffer 2 2
FastDigest™ Bsp1191 1 1
FastDigest™ HindlIlII 1 1
DNA 10 1
Sterilni MilliQ® voda 6 15
Celkovy objem 20 20

Po Stépné reakci byla provedena agar6zova elektroforéza (viz 5.1.3) pro kontrolu
velikosti fragmentl. PoZadované prouzky na gelu byly vytiznuty skalpelem a preneseny
do mikrozkumavky (priblizné 3000 bp pro inzert a 5000 bp pro vektor). Pro izolaci DNA
z gelu byl pouzit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit dle pokynii vyrobce. Nakonec byla
stanovena koncentrace DNA ve vzorku na pristroji NanoDrop™ Onet¢ (Thermo Fisher
Scientific, USA) (viz 5.1.5).

Poté byla ptipravena ligatni smés, pomér mnozstvi pouzité DNA vektoru a inzertu
byl 1:3, tedy bylo pouzito 100 ng vektoru a 300 ng inzertu viz tab. 7. Reakce byla

inkubovana pres noc pri 16 °C.
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Tab. 7: SloZeni ligacni smési

V]
10x T4 ligase buffer 2
vektor 100 ng
inzert 300 ng
5U/ul T4 ligase 0,5
Sterilni MilliQ® voda do celkového objemu 20 pl
Celkem 20

Smés byla prenesena do bakteridlni suspenze abyla provedena transformace
pomoci teplotniho Soku (viz 5.1.4 ). Z narostlych kolonii byla izolovana plazmidova DNA
(viz 5.1.5). Pro kontrolu uspésnosti ligace byla provedena $tépna reakce v polovi¢nim
objemu reakce popsané v tab. 6 a vyhodnocena na agarézové DNA elektroforéze. Pokud
ligace probéhla, doslo ke zpétnému vystépeni fragmentu inzertu. Uspésnost ligace inzertu

a vektoru byla ovérena také sekvenaci.
5.1.3 Agarozova DNA elektroforéza

Pro analyzu DNA byla pouzita agardézova elektroforéza o koncentraci agarézy 1 %.
Agaroéza byla teplem rozpousténa v 1x TAE pufru (1 g rozpustén ve 100 ml 1x TAE pufru),
nasledné byla smés zchlazena analita do pripravené elektroforezické vany do vysky
priblizné 1 cm. Pro vizualizaci DNA bylo ptidano 40 pl peqGREEN DNA/RNA dye (20x
fedény) a byl vsazen plastovy hrebinek. Po ztuhnuti gelu byla vana premisténa do
elektroforetického aparatu (Bio-Rad, USA), zalita 1x TAE pufrem a byl vytaZen hrebinek.
Vzorky DNA byly smichany s nanaSeci barvou (vyuZivano 10x FastDigest™ Green Buffer)
a nanaseny spole¢né s hmotnostnim DNA markerem 1 kb DNA Ladder v nanasSeci barvé
v 1x Gel Loading Dye Purple. Separace probihala po zapojeni do zdroje (Bio-Rad, USA) pri
konstantnim napéti 100 V po dobu 30 min. DNA v gelu byla vizualizovana pod UV svétlem
pomoci pristroje CCD camera ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA) a programu
Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA).

5.1.4 Transformace bakterii pomoci teplotniho Soku

Pro amplifikaci plazmidovych DNA byla vyuZita transformace bakterii teplotnim

Sokem.
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Na ledu bylo rozmrazeno 50 pl kompetentnich bakterii E. coli TOP10. K bakterialni
suspenzi bylo sterilné pridano 5 pl DNA z PCR reakce po rozstépeni DPNI. Smés byla
inkubovana v ledu 45 min v lednici pri 4 °C. Poté byla bakterialni suspenze inkubovana
v termobloku (Biosan, LotySsko) 90 s pri teploté 42 °C. Smés byla okamzité zchlazena na
ledu po dobu 2 min. Sterilné bylo pridano 950 pl LB média. Suspenze byla inkubovana
2 h za stalého tfepani v termobloku pfti teploté 37 °C.

Suspenze byla centrifugovana 3 min pti 4301 rcf v centrifuze MiniSpin® Plus
(Eppendorf, Némecko). Po stoCeni bylo odebrano 700 pul média abakterie byly
resuspendovany ve zbylych 300 pl LB média. Bakterie byly vysévany na agarézové plotny
s prislusnym selek¢nim antibiotikem. Plotny byly ptipravované v laboratofi pripravy
médii na UOCHB AV CR. Bakterie na plotnach byly inkubovany 16-20 hodin p¥i 37 °C

v inkubatoru (Memmert, Némecko).
5.1.5 Izolace plazmidové DNA z bakterii a stanoveni koncentrace DNA

Pokud dosSlo knardstu bakteridlnich kolonii na agardézovych plotnach, byly
bakterie rozmnoZeny do vétSiho poctu. Bylo pouZito 5 ml LB média s prisluSnym
selekénim antibiotikem (kanamycin pro plazmidy odvozeny od pCMV3 vektoru, ci
ampicilin pro plazmidy odvozeny od pTT5SH8QZ v redéni antibiotik 1:1000) v 15 ml
sterilnich plastovych zkumavkach. Bakterialni kolonie byla Spickou seSkrabnuta z plotny
a pridana do LB média. Smés byla inkubovana 16-20 h pri 37 °C v trepacce MaxQ™ 4000
(Thermo Fisher Scientific, USA) pri maximalni rychlosti.

Suspenze byla centrifugovdna 2 min pti 5104 rcf v centrifuze CR3i (Jouan SA,
Francie) a pokojové teploté. Supernatant byl vylit a nasledna izolace probihala podle
manualu komer¢ni sady ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit. Eluce probéhla do konecného
objemu 25 pl elu¢niho pufru.

Pro vétsi vytézky plazmidové DNA byla provedena izolace ze 100 ml narostlé
bakterialni kultury komerc¢ni sadou NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel, Némecko)
dle priloZeného navodu.

Stanoveni koncentrace bylo provadéno pomoci spektrofotometrického méreni 1 pl

vzorku na pristroji NanoDrop™ OneC (Thermo Fisher Scientific, USA).
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5.1.6 Sekvenace

Pro ucely stanoveni mutace v plazmidu byla provadéna sekvenace. Bylo smichano
5 ul vzorku DNA o koncentraci 80-100 ng/ul s5 pul 5 uM sekvenacniho primeru dle
pozadavkl firmy. Sekvenatni primery byly zvoleny, tak aby byly komplementarni
s nukleotidovou sekvenci genu pro IR-A ¢i IGF-1R ve vzdalenosti alespont 350 bp pred
mistem vloZeni mutace. Vzorky byly oznaceny ¢arovym kddem a odeslany na analyzu
firmou Eurofins Genomics (Némecko), ktera provedla sekvenaci Sangerovou metodou.
Vysledek sekvenace byl vyhodnocen srovnanim s ,wildtype“ (dale jen WT) sekvenci

programem SeqBuilder Pro (DNAStar, USA).

5.2 Prace s bunécnymi kulturami

Pro transientni expresi celkového IGF-1R/IR-A a jejich mutantnich variant byly
vyuzity mySi embryondlni fibroblasty, které byly odvozeny z mysi s disrupci genu
koédujiciho IGF-1R tzv. R-burniky (Liu et al., 1993; Sell et al., 1993). Zaroven maji tyto buriky
relativné nizkou expresi mysiho inzulinového receptoru, a to priblizné 5x103 receptort
na bunku. Oproti tomu produkce lidského inzulinového receptoru po transfekci
expresnim vektorem pNTK2 je pribliZzné o dva rady vyssi (Sciacca et al, 2010). Na
transfekci bunék byl pouZit expresni vektor pCMV3 s cDNA pro IGF-1R/IR-A ajejich
mutantnich variant IGF-1R H697A a R704A ¢i IR-AH710A, R717A, R717Q, R717F
a R717K.

Produkce receptorovych ektodomén probihala vbunécné linii lidskych
embryondlnich ledvinnych bunék Hek293-6E, které byly transfekovany expresnim
vektorem pTT5SH8Q2 nesoucim cDNA pro WT amutantni varianty IGF-1R/IR-A
ektodomény s mCherry a C-terminalnim His-tagem. Diky sekrecni signalni sekvenci na

N-konci ektodomén, dochazelo k sekreci proteinti do média.
5.2.1 R-bunky - kultivace a pasaZzovani

R- bunky byly kultivovany v COz inkubatoru (Panasonic, Japonsko) ve vlhku pri
37 °C, 5 % CO2 v kultiva¢nim médiu DMEM s 10 % FBS (V/V), 2 mM L-glutaminem a 1 %
smési antibiotik penicillin-streptomycin (V/V) v 15 ml kultivacniho média v kultiva¢ni

lahvi s plochou 75 cm? (TPP, Svycarsko).
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Pro sniZeni poCtu bunék, tzv. pasaZovani, bylo odebrano médium, bunky byly
oplachnuty 8 ml bez-sérového DMEM média. Dale bylo pridano 2,5 ml Trypsinu, burnky
byly inkubovany priblizné 2 min v inkubatoru pti 37 °C. Po odloupnuti bunék od podkladu
bylo ptidano 12,5 ml kultiva¢niho sérového DMEM média. Buiiky byly resuspendovany
pipetou a prevedeny do 50 ml plastové zkumavky. Bylo odebrano 100 pl ze suspenze
a naneseno do pocitaci Bilirkerovy komtrky. Buiiky byly spocitany. Pozadované mnozstvi
bunék bylo centrifugovano pii laboratorni teploté a 244 rcf v centrifuze Rotofix 32
A (Hettich, Némecko). Bylo nasazovano 400 tisic bunék na dva dny a 200 tisic bunék na
tfi dny do 15 ml média na kultivacni lahev. Supernatant byl odstranén a bunky byly
resuspendovany v1 ml sérového média aprevedeny do celkového objemu 15 ml

v kultivaéni lahvi.
5.2.2 Tranzientni transfekce R- bunék

Do kazdé jamky 24jamkové desticky (TPP, Svycarsko) bylo pfidano 200 pl
kultivatniho DMEM média se sérem a 20 tisic bunék ve 100 pl. Buniky byly inkubovany do
druhého dne v inkubatoru pti 37 °Ca 5 % CO2.

Pred transfekci byly bunky zbaveny sérového média a byly oplachnuty 300 pl
bez-sérového DMEM média. Na transfekci v kazdé jamce bylo pouZito 250 ng plazmidové
DNA nesouci gen pro IGF1R/IR-A a jejich mutantni varianty a 0,75 pl Lipofectaminu™.
Transfek¢ni ¢inidlo bylo smichano s 50 pl na jamku OPTI-MEM™ média, zvlast byla
stejnym zpilsobem smichdna plazmidovdA DNA s OPTI-MEM™ médiem. Smés byla
inkubovana po dobu 5 min. Nasledné bylo smichano transfekéni ¢inidlo s DNA v poméru
1:1 v objemu 100 pl na jamku, smeés byla inkubovana 20 min pfi laboratorni teploté. Na
buniky bez média bylo po kapkach ptidano 100 ul smési DNA s Lipofectaminem™ do kazdé
jamky. Buiiky byly inkubovany 1 h pti 37 °C. Po hodiné bylo ptfiddno 100 pl na jamku
sérového DMEM média bez antibiotik a buriky byly dale inkubovany pfi teploté 37 °C
a5 % COa.

Pro analyzu uspésnosti transfekce byla provedena denaturacni proteinova
elektroforéza SDS-PAGE aimunochemicka detekce metodou Western Blot (viz 5.3.1
a 5.3.2). Pro specifickou detekci receptorti byly pouzity primarni protilatky proti
B-podjednotce IGF-1R ¢i IR-A, jako kontrolni byly pouZity protilatky proti aktinu.
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5.2.3 Hek293-6E buriky - kultivace a pasazovani

Buniky Hek293-6E byly kultivovany suspenzné v Corning® Erlenmeyerové barice
s filtrem (Corning, USA) ve vlhku v inkubatoru (Panasonic, Japonsko) pti 37 °C, 5 % CO2
za stalého michani na trepacce (Thermo Scientific™, USA) pri 120 rpm. Pro kultivaci bylo
pouZzito F17 médium s 4 mM L-glutaminem a 0,1 % Kolliphoru (V/V).

Bylo smichano 50 pl bunécné suspenze s 450 pl Trypanové modfi v PBS a 100 pl
smési bylo pridano do Biirkerovy komiirky. Buiiky byly spocitany a prevedeny v zddaném
mnozstvi do nové banky s F17 médiem v celkovém objemu 50 ml. Na dva dny bylo
nasazovano 500 tisic bunék na 1 ml média, na tfi dny 250 tisic bunék na 1 ml média. Bunky

byly pirevazné inkubovany v objemu 50 ml.
5.2.4 Tranzientni transfekce Hek293-6E bunék

Na transfekci suspenznich Hek293-6E bylo pouzito 50 milionti bunék
v koncentraci 1 milion bunék/ml F17 média.

Pomér piidavané plazmidové DNA a tranfek¢niho ¢inidla PEI byl 1:4. Do 1 ml F17
média bylo pridano nejprve Ctyfnadsobné mnozstvi PEL. Smés byla inkubovana 5 min.
Nasledné bylo pridano 1 pg plazmidové DNA koédujici IGF-1R/IR-As ektodoménu na
1 milion bunék. Nasledovala inkubace 20 min a poté byla transfek¢éni smés nakapana na
buriky, které byly v objemu 15 ml. Buiiky byly inkubovany za stalého michani 1 h pii 37 °C,
potom byl objem zvySen dodanim F17 média na 25 ml. Nasledujici den bylo ptidano F17
médium na kone¢ny objem bunécné suspenze 50 ml. Transfekované burky byly
inkubovany na tfepacce v inkubatoru pti 37 °Ca 5 % CO2 po dobu 5 dni.

Receptorové ektodomény fuzované smCherry proteinem byly burnkami
sekretovany do média.

Pro kontrolu transfekce probéhla analyza denaturacni proteinovou elektroforézou
SDS-PAGE a imunochemicka detekce metodou Western Blot (viz 5.3.1 a 5.3.2). Na detekci
receptorovych ektodomén byly pouZity primarni protilatky proti a-podjednotce IGF-1R
CiIR.
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5.3 Prace s proteiny

5.3.1 Denaturacni proteinova elektroforéza - SDS-PAGE
Priprava kontrolnich vzorki z R- bunék

Den po transfekci byly kontrolni R- bunlky lyzovany v 50 pl RLB pufru. Pred
elektroforetickou analyzou bylo smichano 8 pl bunécného lyzatu s 4 pl 4x Laemmli
vzorkového pufru s 10 % 2-mercaptoetanolu (V/V). Vzorky byly denaturovany po dobu

2 min pti 100 °C. Bylo nanaseno vZdy 10 ul vzorku.

Srazeni proteint acetonitrilem a priprava kontrolnich vzorki z média Hek293-6E

bunék

Odebrany supernatant po centrifugaci Hek293-6E bunék obsahoval médium se
sekretovanymi receptorovymi ektodoménami. Pro zakoncentrovani proteini bylo
vyuzito srazeni proteinti acetonitrilem.

K supernatantu byl piidan 1 ml (2x odebrané mnoZstvi supernatantu) acetonitrilu.
Smés byla promichana oto¢enim mikrozkumavky a byla inkubovana 1 h v lednici p¥i 4 °C.
Nasledné byla smés centrifugovana v centrifuze MiniSpin® Plus 5 min pri 1374 rcf.
Supernatant byl opatrné odstranén a mikrozkumavka byla vysuSena na vzduchu od
zbytki acetonitrilu. Pelet byl resuspendovan v 20 pl 1x Laemmli vzorkovém pufrus 2,5 %
2-mercaptoetanolu. Pfed nandsenim byly vzorky denaturovdny 2 min pri 100 °C. Na

elektroforézu bylo nanaseno 10 pl vzorku.
Provedeni SDS-PAGE

Pro separaci proteinii byl pripraven polyakrylamidovy gel v aparatuie (Bio-Rad
USA) dle rozpisu viz tab. 8. Po naneseni separacniho gelu mezi skla byl pridan 50%
metanol, aby doslo k polymeraci s rovnou hladinou gelu. Po ztuhnuti gelu byl metanol
vylit a vrchni hrana gelu byla vysus$ena filtracnim papirem. Nakonec byl nanesen roztok
pro zaostirovaci gel dle rozpisu viz tab. 8, do kterého byl zasunut plastovy hieben
vytvarejici v gelu jamky. Roztok na gely polymeroval pri laboratorni teploté priblizné

30 min.
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Tab. 8: SloZeni polyakrylamidového gelu

separacni gel | zaostrovaci gel
(10 %) (4 %)
MilliQ® voda 3ml 1,35 ml
30% akrylamidovy mix 2,5ml 335 ul
Tris/HCIl 1,9ml (pH8,8) | 250 ul (pH 6,8)
10% SDS (V/V) 75 ul 20 ul
10% APS (w/V) 75 ul 20 ul
TEMED 3ul 2ul

Gely byly vsazeny do elektroforetické aparatury (Bio-Rad, USA) a byly zality po
rysku 1x elektroforetickym pufrem. Z gelt byl vynat hiebinek a byly naneseny vzorky,
jako marker molekulovych vah byly pouzity 3 ul Precision Plus Protein™ Dual Color
Standard. Aparatura byla zapojena do elektrického zdroje (Bio-Rad, USA). Separace
proteinii probihala za limitace elektrického proudu na hodnotu 12 mA/gel, pocate¢niho
napéti 100 V po dobu 10 min a nasledné se zvySenim proudu na 24 mA/gel a napétim na

200 V po dobu ptiblizné 1 hod.
5.3.2 Imunochemicka detekce proteinii pomoci metody Western Blot

Po dobéhnuti elektroforézy byly gely vyjmuty zaparatury abyla odstranéna
zaostrovaci ¢ast gelu. Gel s proteiny byl preveden do transferového pufru a byl inkubovan
po dobu alesponi 30 min pti laboratorni teploté na kyvacce. Mezitim byla aktivovana PVDF
membrana Immobiolion®-P (Merck, Némecko) o poZadované velikosti ponorenim
v metanolu po dobu 15 s a oplachnuta MilliQ® vodou. Poté byla membrana prevedena do
transferového pufru a inkubovana alespon 20 min.

Pro pienos proteinii na membranu byla pouzita metoda ,semi-dry blot“. Byly
nastiihany silné flitra¢ni papiry (Bio-Rad, USA) o poZadované velikosti a namoceny
v transferovém pufru a poloZeny do blotovaci aparatury TransBlot® SD Transfer Cell (Bio-
Rad, USA). Na nasakly filtra¢nni papir byla poloZena aktivovand membrana a valeCkem
byly odstanény vzduchové bubliny. Na membranu byl opatrné poloZen gel a na néj opét
nasakly filtracni papir. Na zavér byly opét odstranény vzduchové bubliny, aby nebranily

pfenosu proteini na membranu. Aparatura byla fadné uzaviena azapojena do
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elektrického zdroje. Pfrenos probihal pfi konstantnim napéti 12 V a elektrickém proudu
1,5 mA/1 cm? membrany po dobu 1,5-2 h.

Po dobéhnuti transferu proteinii byl odstranén horni filtra¢ni papir igel.
Membrana s prenesenymi proteiny byla podélné rozstrihnuta, tak aby se vrozmezi
pozadovanych molekulovych hmotnosti vyskytoval protein zdjmu. Nasledné byla
membrana prevedena do 5 % BSA rozpusténého v T-TBS pufru a inkubovéana 1 h pfi
laboratorni teploté. ProuzZky membran byly pievedeny do primarnich protilatek
(konkrétni pouZité primarni protilatky jsou uvedeny v kapitolach 5.2.2, 5.2.4 a 5.5), které
byly fedény v 5 % BSA v T-TBS. V primarnich protilatkdch byly membrany inkubovany
priblizné 16 h v chladové mistnosti pii 5 °C na kyvacce PSU-20i (Biosan, Loty$sko).

Po inkubaci byly membrany promyty 3x po dobu 5 min v T-TBS pufru. Sekundarni
protilatky konjugované s kifenovou peroxidazou byly fedény v 5% odtu¢néném suseném
mléce v T-TBS. Membrany byly prevedeny do sekundarnich protilatek a byly inkubovany
1 h pri laboratorni teploté. Poté byly membrany promyty 3x po dobu 5 min v T-TBS pufru.
Nakonec byly ponechany v T-TBS pufru po dobu 10 min.

Pro vizualizaci proteini na membrané byl pouzit chemiluminiscen¢ni substrat
SuperSignal™ West Femto. V mikrozkumavce byly smichany roztoky ,Stable peroxide
buffer a,Luminol/Enhancer solution“ v poméru 1:1. Membrany byly poloZeny na
sklenénou desku potaZenou parafilmem a byly prevrstveny smési roztokli. Membrany
byly inkubovany 2-3 minuty ve tmé. Membrany byly vloZeny do plastové félie a signal byl
detekovan pristrojem CCD camera ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA)
s programem Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA).

5.3.3 Purifikace proteinii pomoci afinitni chromatografie

Diky His-tagu na C-konci receptorovych ektodomén bylo mozné purifikovat tyto
proteiny z média transfekovanych Hek293-6E bunék pomoci afinitni chromatografie
s matrici s nikelnatymi ionty, které vyvazuji histidiny v His-tagu.

Pét dni po transfekci Hek293-6E byly bunlky prevedeny do 50 ml plastové
zkumavky a centrifugovany po dobu 5 min pti 244 rcf v centrifuze Rotofix 32 A (Hettich,
Némecko), supernatant byl odebran do cisté 50 ml plastové zkumakvy a centrifugovan
dalSich 5 min pti 2706 rcf.

Mezitim byly 2 ml His-Select® Nickel Affinity gelu v 50 ml plastové zkumavce
2x promyty 4 ml Milli-Q® vody a nasledné 4x 4 ml promyvaciho pufru.
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Po centrifugaci byl supernatant z bunék pridan k 2 ml His-Select® Nickel Affinity
gelu a smés byla inkubovana v chladové mistnosti pti teploté 5 °C po dobu 1 h na kyvacce
Tube Roller (Benchmark Scientific, USA).

Po inkubaci byla smés postupné pridavana do plastové kolony. V koloné byl
zachycen gel s navazanym proteinem zajmu, protekly zbytek byl zachycen do plastové
zkumavky a byl z néj odebran 1 ml pro analyzu na SDS-PAGE dle postupu viz 5.3.1. Gel
v koloné byl postupné promyvan promyvacim pufrem, aby byly odplaveny nespecificky
navazané proteiny. BEhem promyvani byly odebirany frakce po pridani 1. ml, 5. ml, 10. ml
a 15. ml pufru. U vSech frakci byla zmérena absorbance frakci pti vinové délce 280 nm
spektrofotometrem Lambda 25 UV/VIS Spectrophotometer (Perkin Elmer, USA),
promyvani gelu probihalo, dokud nebyly hodnoty nizké a neménné (do 15 ml). Pro
odvazani pozadovaného proteinu z matrice bylo pridano priblizné 1,5 ml elu¢niho pufru.
Elu¢ni pufr obsahuje 0,25 M imidazol, ktery vytésni His-tag z vazby na matrici. VSechny
pufry byly béhem afinitni chromatografie uchovavany na ledu a pouzivany vychlazené,
aby se zamezilo poskozeni proteind. Gel s elu¢nim pufrem byl v koloné inkubovan na ledu
po dobu 30 min. Byly jimany frakce pti pridavani elu¢niho pufru po objemech 1 ml],
pricemZ celkovy objem pridaného elu¢niho pufru dosahoval 5 ml. Opét byla zmérena
absorbance eluc¢nich frakci pri vinové délce 280 nm spektrofotometrem. Pro dalsi praci
byly vyuzity elucni frakce, které vykazovaly nejvyssi absorbanci pti vinové délce 280 nm.

Po dokoncenti afinitni chromatografie byl afinitni gel vycistén dle pokynt vyrobce

a uchovan v 30% etanolu (V/V).
5.3.4 Dialyza

Po afinitni chromatografii byl vzorek s pozadovanym proteinem v elu¢nim pufru
simidazolem, ktery byl nezidouci pro dalsi pouziti proteint. Imidazol byl z pufru
odstranén dialyzou, ktera funguje na principu prosté diflize avyrovnani chemické
koncentrace pies polopropustnou membranu.

Nejprve byla pripravena dialyzacni membrana, kterd byla namocena v Milli-Q®
vodé. Poté byl jeden konec membrany preloZen a upevnén do svorky. Vybrané eluc¢ni
frakce z afinitni chromatografie byly opatrné pridany dovniti dialyza¢ni membrany, tedy
v kone¢ném objemu 2 ml. Druhy konec membrany byl opét upevnén svorkou. Nasledné

byla dialyzatni membrana se vzorkem ponotena do 500 ml PBS a inkubovana pres noc
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v chladové mistnosti pri 5 °C za pomalého michani magnetickym michadlem. Nakonec byl

vzorek preveden do mikrozkumavky a uskladnén pri teploté -20 °C.
5.3.5 Stanoveni koncentrace fznich proteint pomoci fluorescence

Pro stanoveni koncentrace purifikovanych proteinti byla vyuzita vlastnost
fluorescence proteinu mCherry, ktery byl fizovan s receptorovymi ektodoménami.

Intenzita fluorescence byla mérena v 96jamkové cerné desticce MaxiSorp (Thermo
Scientific®, USA) v triplikdtech v objemu 100 pl pristrojem Infinite® M100 (Tecan
Systems, USA) prii excitaci ovinové délce 587 nm, emisi pii vinové délce 610 nm
anastaveni parametrdi ,gain“ 120 a,z-position“ 20000 pl. Nejprve byla vytvorena
kalibra¢ni kirivka pomoci intenzity flouorescence fizniho proteinu IR-A ektodomény
s mCherry (pfripraveno Mgr. Katefinou Machackovou, Ph.D.) ozndmé koncentraci
81 ng/ul. Intenzita fluorescence byla mérena pro koncentrace 81, 60, 40, 20, 10 a 0 ng/pl.
Dle smérnice kalibra¢ni kiivky byla urena koncentrace purifikovanych receptorovych

ektodomén podle jejich intenzity fluorescence ve vzorku.

5.4 Saturacni vazebné zkousky

Aby bylo mozné urcit afinitu WT a mutantnich celkovych receptort i jejich
ektodomén k jejich ligandiim, byly provedeny satura¢ni zkousky za pouziti radioaktivné
znaceného monojodovaného 125]-inzulinu a 125[-IGF-1. Radioaktivné znacené molekuly

inzulinu a IGF-1 byly pfipraveny laboratofi Alese Marka na UOCHB dle (Asai et al., 2021).
5.4.1 Saturacni vazebna zkouska s celkovymi receptory v R- bunikach

Do 24jamkové desti¢ky (TPP, Svycarsko) bylo ptidano 20 tisic R- bun&k na jamku.
Buiiky byly kultivovany do dalsiho dne v sérovém médiu v objemu 300 pl. Po cca 24 h byly
buniky transfekovany plazmidy kdédujicimi WT ¢i mutantni IGF-1R a IR-A (viz 5.2.2).
Transfekce jednotlivymi plazmidy probihala v duplikatu (dvé fady na desti¢ce). Bunky
byly po transfekci kultivovany v sérovém DMEM médiu bez antibiotik.

Po dalSich 24 h bylo vyménéno médium za bez-sérové DMEM médium a bunky
byly kultivovany 4-5 h. Zivo¢i$na séra obsahuji riistové faktory jako napiiklad IGF-1 &i
IGF-2 (Honegger & Humbel, 1986). Pfitomnost IGF-1 v kultiva¢nim médiu bylo neZadouci
pro naslednou saturaéni zkousku, protozZe by obsazovalo vazebna mista na receptorech

na povrchu bunéénych membran. Nasledné bylo zjamek sbunikami odsato médium
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a jamky byly promyty 300 ul HBB pufru. Dale bylo pridano dalSich 300 pul HBB pufru na
jamku a destic¢ka byla inkubovana mimo inkubator pfi laboratorni teploté po dobu 1 h.
Mezitim byly rozpusStény ligandy (inzulin, IGF-1) znacené radioizotopem 125]
vmalém mnozstvi Milli-Q® vody (do 500 pl). Do druhé mikrozkumavky byl ligand
10x nafedén. Do sklenénych zkumavek bylo pfipraveno 5 p a3 ul nefedéného
a 10x redéného radioaktivniho ligandu v duplikatech. Obsah zkumavky byl zméfen na
pristroji Wizard 2470 Automatic Gamma Counter (Perkin Elmer, USA). Na zakladé
dosazenych impulzii za za minutu (cpm) byla urcena primérna hodnota cpm
10x nafedéného anenaredéného radioligandu. Diky tomu byl dopocitdn objem
radioligandu pridavaného do reakce, aby odpovidal koncentracim 0 nM; 0,05 nM; 0,2 nM;
0,5nM; 1 nM a 3 nM, tyto koncentrace odpovidaji konkrétnim hodnotam cpm (viz tab. 9)
dle vztahu:
1 cpm
C=v <1
Kde c = koncentrace; cpom = impulzy za minutu (z anglického ,,counts per minute®);

SA = specificka aktivita radioligandu (2200 Ci/mmol); V = objem.

Tab. 9: Hodnoty cpm odpovidajici koncentraci radioligandu v reakci

¢ [nM] cpm
0 0
0,05 20024,4
0,2 80097,6
0,5 200244
1 400488
3 1201464

Po inkubaci byl pufr odsat. Do jamek byl nejprve pipetovan HBB pufr, o takovém
objemu, aby byl vysledny objem reakce 250 pl. Do druhé fady transfekovanych bunék bylo
pridano do kazdé jamky 25 ul neradioaktivniho ligandu o kone¢né koncentraci inzulinu
vreakci 1,72x10¢ M a IGF-1 1,31x10-¢ M. Nakonec byl do obou rad transfekovanych
bunék pridan radioaktivni ligand o poZadované koncentraci v reakci viz tab. 9. Priklad

provedeni pokusu je znazornén na obr. 11.
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OnM |005nM| 02nM | 0,5nM | 1M 3 nM

H710A H710A
NSB NSB

Obr. 11: Priklad provedeni saturacni zkousky na 24jamkové desticce pro WT IR-A a mutantni
variantu H717A IR-A. Zleva doprava byl priddvdn radioaktivné znaceny ligand se zvysujici se
koncentraci. Na druhy rddek byl priddvdn neradioaktivni ligand na urceni nespecifické vazby.

Pomoci nadbytku neradioaktivniho ligandu v druhé radé transfekovanych bunék
je mérena tzv. nespecificka vazba (NSB). Neradioaktivni ligand vysyti vazebna mista
receptorl, zbytek radioaktivity, ktery je naméren odpovidd nespecifickému navazani
radioaktivniho ligandu na burky ¢i povrch desticky.

Bunky byly inkubovany 16 h v chladové mistnosti o teploté 5 °C za stdlého michani
na kyvacce PSU-20i (Biosan, LotySsko).

Po inkubaci byla vazebna smés odsata abunky byly 2x promyty 300 ul
fyziologického roztoku. Nakonec bylo pridano 300 pl 0,1 M NaOH abunky byly
inkubovany minimalné 15 min.

Obsah jamek byl pfeveden do sklenénych zkumavek, jamky byly vyplachnuty
dalSimi 200 pl 0,1 M NaOH a pridany do zkumavky. Intenzita radioaktivity byla zmérena
na pristroji Wizard 2470 Automatic Gamma Counter (Perkin Elmer, USA) po dobu 1 min.
Vysledek byl vyhodnocen v programu GraphPad Prism (GraphPad Software, USA). Pro
dosazeni vysledkt specifické vazby byly od hodnot vzorkii odecteny hodnoty nespecifické
vazby.
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5.4.2 Saturacni vazebna zkouska s receptorovymi ektodoménami

Saturacni vazebna zkouska byla provadéna s purifikovanymi WT ¢i mutantnimi
IGF-1R a IR-A ektdoménami na adsorb¢ni cerné 96jamkové desticce MaxiSorp (Thermo
Scientific”, USA) s vyuzitim syntetickych protilatek iBodies® proti His-tagu dle (Sacha et
al, 2016; Potalitsyn et al., 2020).

Nejprve bylo naredéno 50 pl neutravidinu (5 ng/pl) v 10 ml boratového pufru
(mnoZstvi na jednu desticku). Do kazdé jamky bylo pridano 100 pl, tedy 500 ng
neutravidinu na jamku. Desticka byla inkubovana 1 h pti laboratorni teploté na kyvacce.
Nasledné byla desticka 2x promyta 200 pl na jamku 1x TBS. Neobsazena mista na desti¢ce
byla zablokovana ptridanim 200 pl na jamku 10x fedéného kaseinového pufru v 1x TBS,
desticka byla inkubovana 1 h za stejnych podminek. Poté byla desti¢ka 2x promyta 200 pl
najamku 1x TBS-0,05 % Tween 20.

Mezitim byly aktivovany syntetické protilatky iBodies® smichanim 10 pl 100 uM
iBodies® s 10 pl NiClz (pomér 1:1) na konec¢nou koncentraci 50 uM iBodies®. Nikl tvofi
stabilni komplex s kyselinou nitrilotrioctovou ve strukture iBodies®, diky ¢emuz se
protilatky specificky vaZou na polyhistidinovy tag na C-konci receptorovych ektodomén.
Protilatky jsou konjugovany s biotinem, ktery se vdZe na adsorbovany neutravidin na
desticce. Aktivované iBodies® o objemu 20 pl byly naredény v 10 ml 1x TBS-0,1 % Tween
20 (mnoZstvi na jednu desticku) a pifidany v objemu 100 pl na jamku a inkubovany na
desticce po dobu 1 h za stejnych podminek. Desticka byla 2x promyta 200 pl na jamka
1x TBS-0,05 % Tween 20.

Receptorové domény byly ziedény do celkového objemu 2,5 ml v TBS-0,1 %
Tween 20. Na kaZdou jamku bylo pridano priblizné 300 ng receptorovych ektodomén.
Bylo pfidano 100 pl na jamku natfedénych receptorovych ektodomén, které byly
inkubovany 2 h na kyvacce pri laboratorni teploté. Proteiny byly nasazovany do dvou rad
desticky, tedy 24 jamek na variantu receptorové ektodomény.

Po inkubaci byl obsah jamek preveden do plastové zkumavky. Radioaktivni ligandy
byly rozpusStény a zméreny jako v pripadé saturacnich zkouSek s celkovymi receptory
(viz 5.4.1). Dle hodnot cpm byl dopocitan objem pridavaného radioaktivniho ligandu

(IGF-1 a inzulin) odpovidajici koncentracim viz tab. 10.
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Tab. 10: Hodnoty cpm odpovidajici koncentraci radioligandu pfiddvaniho do reakce

c [nM] cpm
0 0
0,05 20024,4
0,1 40048,8
0,2 80097,6
0,3 120146,4
0,5 200244,0
0,7 280341,6
1 400488
2 800976
3 1201464
5 2002440

Do 96jamkové desticky s adsorbovanymi receptorovymi doménami byl postupné
pridan HBB pufr tak, aby celkovy objem na jamku odpovidal 100 pl. Dale bylo ptridano
25 pl neradioaktivniho ligandu do kazdé jamky druhé rady s pridanymi ektodoménami
pro urceni nespecifické vazby podobné jako dle schéma obr. 11. Nakonec byl pridan
poZadovany objem radioaktivniho ligandu z vypoctu dle cpm viz tab. 10. Takto pripravené
desticky byly inkubovany v chladové mistnosti pti 5 °C za stdlého michani na kyvacce
PSU-20i (Biosan, Loty$sko) do druhého dne.

Druhy den byl odsat obsah jamek a desticka byla promyta 2x 200 ul 1xTBS. Dale
bylo pridano 200 ul na jamku 0,1 M NaOH a desticka byla inkubovdana minimalné 15 min
pti laboratorni teploté. Obsah jamek byl preveden do sklenénych zkumavek, do jamek
bylo ptidano dalSich 100 ul 0,1 M NaOH a pievedeno do odpovidajicich sklenénych
zkumavek. Obsah zkumavek byl zméfen na pristroji Wizard 2470 Automatic Gamma
Counter (Perkin Elmer, USA) po dobu 1 min. Vysledek byl vyhodnocen programem
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, USA). Od vyslednych hodnot vzorkd pouze
s radioaktivnim ligandem byly odecteny hodnoty vzorki nespecifické vazby pro ziskani

hodnot specifické vazby ligandi.

5.5 Stimulac¢ni zkousky

Diky stimula¢nim zkouskdm je mozné urcit miru aktivace receptori ajejich

mutantnich variant v bunécném kontextu. Pri vazbé ligandu dochazi ke zméné
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konformace IR i IGF-1R a k pribliZeni tyrozin-kinazovych domén a nasledné fosforylaci
tyrozinovych zbytki. Tuto fosforylaci l1ze detekovat metodou Western blot viz 5.3.2.

Na 24jamkovou desti¢ku (TPP, Svycarsko) bylo nasazeno 20 tisic bun&k na jamku,
které byly nasledné transfekovany plazmidy koédujicimi IR a IGF-1R ajejich varianty
viz 5.2.2 v duplikatech. Den po transfekci bylo do kazdé jamky piidano dalsich 100 pl
kultivacniho média bez antibiotik. Po 24 h bylo médium odstranéno a nahrazeno 300 pl
bez-sérového DMEM média a buniky byly kultivovany dalsSich 4-5 h.

Ze zasobnich roztokli lidského IGF-1 ainzulinu byly naredény roztoky
v bez-sérovém DMEM médiu tak, aby koncentrace hormont odpovidala 5x10-7 M.
Bunkam na desticce bylo opét vyménéno médium za 300 pl bez-sérového DMEM média.
Na buriky v jedné jamce z duplikatu bylo pridano 6 pl naredéného hormonu, aby vysledna
koncentrace IGF-1 ainzulinu vjamce byla 10 nM. Druha jamka sbunkami nebyla
stimulovana, aby bylo moZné porovnat signaly sabez stimulace. Desticka byla
inkubovana 10 min na kyvacce. Poté byl veskery obsah jamek odsat a jamky byly promyty
vychlazenym fyziologickym roztokem. Po odsati fyziologického roztoku byla desticka
prevrstvena tekutym dusikem, aby se stimulace bunék okamZité zastavila. Takto
zmraZena desticka byla uchovana v -70 °C po dobu minimalné 15 min.

Nakonec bylo na buiiky aplikovano 50 pl lyza¢niho vzorkového pufru. Desticka
byla vloZena na vodni lazen sonikatoru Elmasonic S30 (Elma, Némecko) po dobu 1 min.
Obsah jamek byl pireveden do mikrozkumavek a nasledné analyzovan metodou Western
blot (viz 5.3.1 a 5.3.2). Pro detekci byly pouzity primarni protilatky proti fosforylované
B-podjednotce IGF-1R alR, nefosforylované B-podjednotce IR alIGF-1R pro detekci
mnoZstvi transfekovanych receptori ajako kontrolni byla pouzita primarni protilatka

proti aktinu.
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6  Vysledky

Predchozi prace v nasi laboratoii ukazala, Ze analog IGF-1 se zaménou Glu58 na
histidin vykazuje razantni sniZeni afinity kIGF-1R (Machackova et al, 2019).
Krystalografickd strukturni studie vazby IGF-1 k IGF-1R naznacila, Ze se Glu58 IGF-1
vyskytuje v blizkosti Arg704 IGF-1R. Na zakladé téchto poznatkli se uvazuje interakce
solnymi mustky mezi témito dvéma aminokyselinovymi zbytky (Xu et al, 2018;
Machackova et al., 2019). Tato prace se zaméruje na ovéreni vyznamu Arg704 pro vazbu
IGF-1 a dale byla zkoumana role ekvivalentniho Arg717 IR pro vazbu inzulinu.

Pro studium funkce Arg704 IGF-1R, respektive Arg717 IR-Abyla provedena
zaména v aminokyselinové sekvenci receptori pomoci mistné specifické mutageneze.
Jako kontrola byly vytvoreny mutantni varianty IGF-1R H697A a IR-A H710A se znamou
roli ve vazbé ligandi (Mynarcik et al., 1996, 1997b; Whittaker et al., 2001; Menting et al.,
2013; Xu et al., 2018). Vyznam mutovanych aminokyselinovych zbytki pro vazbu ligandt
byl studovan pomoci saturacnich vazebnych zkouSek s radioaktivné zna¢nymi ligandy.
Byly urceny vazebné vlastnosti mutantnich variant receptorti a byly porovnany s WT
receptory. Soucasné byly provedeny stimula¢ni zkousky na tranzientné transfekovanych
R-bunkach, aby byla ovéiena biologicka aktivita mutantnich variant oproti nemutovanym
receptoriim.

Mutagenni studie byly provddény na rekombinantnich receptorovych
ektodoménach (Mynarcik et al., 1996, 1997b; Whittaker et al,, 2001). Aby bylo mozné
nase vysledky porovnat s publikovanymi daty, byly jako druhy model vytvotreny
receptorové ektodomény IGF-1R a IR-A spole¢né s jejich mutantnimi variantami, které
byly flizované s fluorescen¢nim proteinem mCherry. Jedna se o receptorovou cast, ktera
vy¢niva z cytoplazmatické membrany do extracelularniho prostoru, konkrétné zahrnuje
aminokyselinové zbytky 1-932 IGF-1R a 1-944 IR-A. Nejprve byly vytvorené plazmidové
konstrukty obsahujici sekvence kdédujici pouze receptorové ektodomény. Tyto plazmidy
byly poté transfekovany do bunéc¢né linie Hek293-6E. Diky signalni sekvenci na N-konci
proteint byly ektodomény buiikami sekretovany do kultivacniho média. Z média byly
ektodomény purifikovany pomoci niklové afinitni chromatografie a nasledné proteinové
dialyzy. Nakonec byly receptorové ektodomény a jejich mutantni varianty podrobeny

satura¢nim zkouskam stejné jako celkové receptory a byly s nimi porovnany.
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6.1 Priprava mutantnich variant expresnich vektoriti koédujicich

celkové IGF-1R a IR-A

Mutace v celkovych receptorech byly vneseny do plazmidovych vektortd pCMV3
(viz obr. 12) kédujici cDNA pro WT IGF-1R ¢i IR-A pomoci mistné-specifické mutageneze
provedenim PCR s primery nesoucimi informaci o cilové mutaci. Pivodni templat,
ptivodem izolovany z bakteriadlni kultury, byl po PCR degradovan enzymem DPNI, aby se
ve smési vyskytoval pouze produkt mutageneze. Pro dal$i namnoZeni plazmidovych
vektorti byla vyuzita transformace kompetentnich bakterii E. coli TOP10 a jejich kultivace
se selek¢nim antibiotikem. Na selekénim médiu vyrostly bakterialni kolonie obsahujici
pozZadovany plazmid, ktery byl nasledné izolovan. Pfitomnost mutaci na tirovni DNA byla
ovérena sekvenaci viz obr. 13 aobr. 14. Sekvenace byla provadéna vzdy pomoci
sekvenacniho primeru, ktery byl komplementarni s DNA sekvenci ve vzdalenosti alespon
350 bp pred kontrolovanym mistem mutace. V pripadé, Ze nebyly nalezeny kolonie

obsahujici cilovou mutaci, byla mutageneze opakovana.

Kan(R) CMY promoter

ﬁ enhancer

e
or T7 primer
HindIII

pCMV3-ORF-His

ORF

Hygro(R)

% linker

SV40 early promoter His
Zhal

BGH reverse primer

Obr. 12: Schéma expresniho plazmidového vektoru pCMV3 (SinoBiological, Cina). Schéma bylo
uvedeno firmou SinoBiological. Plazmidovy vektor obsahuje kanamycinovou (Kan(R))
a hygromycinovou (Hygro(R) pod kontrolou SV40 promotoru) rezistenci. Gen zdjmu (ORF
z anglického ,open reading frame”) je pod kontrolou cytomegalovirového promotoru. Za ORF se
nachdzi krdtky linker a sekvence pro His-tag.
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Plazmidy pozitivni na mutaci byly dale transformovany do kompetentnich bakterii
E. coli TOP10 pro ziskani vétSiho mnozstvi DNA. DNA byla izolovana komerc¢nimi kity
ZymoPURE™ Plasmid Miniprep, nebo NucleoBond® Xtra Midi. Usp&$né byly vytvoreny
mutantni varianty IGF-1R H697A a IGF-1R R704A, respektive IR-A H710, R717A, R717Q,
R717F aR717K. Zaména plvodnich aminokyselin zavddi do struktury proteinu

aminokyselinu s rozdilnymi vlastnostmi.

Ruler 1 2170 2180 2180 2200

Consensus TTGAGAATTTCCTGCACAACTCCATCTTCGTGCCCAGACCTGAAAG

GF-1R WT control TTGAGAATTTCCTGCACAACTCCATCTTCGTGCCCAGACCTGAAAG

IGF-1R HB97A from seq TTGAGAATTTCCTGEECAACTCCATCTTCGTGCCCAGACCTGAAAG

IGF-1R R704A from seq TTGAGAATTTCCTGCACAACTCCATCTTCGTGCCCGEACCTGAAAG
T T T T T | T T T T T T T T I T T T LI | T T T T I T T T T T T T T T | T T T T T T T T I

Ruler 2 2170 2180 2190 2200

Obr. 13: Cdst sekvence plazmidii po mistné-specifické mutagenezi izolované zE. coli TOP10
kompetentnich bakterii. Sekvence mutantnich variant IGF-1R H697A aIGF-1R R704A byly
porovndny s WT sekvenci pomoci programu MegAlign Pro (DNAStar, USA). Nukleotidovd zména byla
provedena na pozicich 2179-2180 bp u IGF-1R H697A a 2200-2201 bp u IGF-1R R704A - zobrazeno
barevné.

Ruler 1 2210 2220 2230
IR-AWT control GATTACCTGCACAACGTGGTTTTCGTCCCCAGGCCATCTEC
IR HT10Afrom seq GATTACCTGGECAACGTGGTTTTCGTCCCCAGGCCATCTE
IR RT17Afrom seq GATTACCTGCACAACGTGGTTTTCGTCCCCEGEBRACCATCTC
IR R7T170Q from seq GATTACCTGCACAACGTGGTTTTCGTCCCCEAGCCATCTC
IR RT17F from seq GATTACCTGCACAACGTGGTTTTCGTCCCCTTECCATCTC
IR RT17K from seq GATTACCTGCACAACGTGETTTTCEGTCCCCAMGCCATETE
I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T
Ruler2 2210 2 220 2930

Obr. 14: Cdst sekvence plazmidii po mistné-specifické mutagenezi izolované zE. coli TOP10
kompetentnich bakterii. Sekvence mutantnich varianta IR-A H7104, IR-A R717A, R717Q, R717F
a R717K byly porovndny sWT sekvenci pomoci programu MegAlign Pro (DNAStar, USA).
Nukleotidovd zména byla provedena na pozicich 2209-2210 bp u IR-A H710A a 2230-2232 bp
ulR-AR717A, R717Q, R717F a R717K - zobrazeno barevne.

Nukleotidové sekvence po sekvenaci byly preloZeny dle standardniho genetického
kodu do aminokyselinové sekvence. Mutace na nukleotidové urovni se propsaly do zmény

aminokyselinové sekvence dle poZadovanych receptorovych variant viz obr. 15 a obr. 16.
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feld

Consensus OAEKEEAEYRKVFEMNFLHMNS IFVPRPERKRRDVMOVANTTM
IGF-1R transl OAEKEEAEYRKVFEMNMFLHMNS IFVPRPERKRRDVMOVANTTM
IGF-1R HESTA trans| OAEKEEAEYRKVFEMNMFLAMNS IFVPRPERKRRDVMOVANTTM
IGF-1R R704A transl OAEKEEAEYRKVFEMNMFLHMS IFVPAPERKRRDVMOVANTTM
Rulerz I L L IITL-Il:II LI L IIT3|:II LI DL IIT:!I.:II LI UL I

Obr. 15: Vysledek sekvenace IGF-1R H697A a R704A byl preveden do aminokyselinové sekvence
a porovndn s WT IGF-1R. Srovndni bylo provedeno programem MegAlign Pro (DNAStar, USA).
Zamény aminokyselin jsou vyznaleny barevné. WT reference je uvedena is od$tépovanou signdlni
sekvenci na N-konci receptoru, z toho diivodu je posunuto cislovani aminokyselin.

Ruler 1 730 740 750

IR-A-trans| LKELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPRPSRKRRSLGDVGNVTY
IR-A H710A transl LKELEESSFRKTFEDYLANVVFVPRPSRKRRSLGDVGNVTY
IR-A R717A trans| LKELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPAPSRKRRSLGDVGNVTY
IR-A R717Q transl LKELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPQPSRKRRSLGDVGNVTVY
IR-A R717F trans| LKELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPFPSRKRRSLGDVGNVTY
IR-A R717K trans| LKELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPKPSRKRRSLGDVGNVTY
Rulerz IIIII|IIIIIT3|:II LI DL III—I:II.:II LI DL IT%:II LI DL II

Obr. 16: Vysledek sekvenace IR-AH710A, R717A, R717Q, R717F aR717K byl preveden do
aminokyselinové sekvence a porovndn s WT IR-A. Srovndni bylo provedeno programem MegAlign
Pro (DNAStar, USA). Zdmény aminokyselin jsou vyznaceny barevné. WT reference je uvedena
i s odStépovanou signdlni sekvenci na N-konci receptoru, ztoho diivodu je posunuto cislovdni
aminokyselin.

6.2 Priprava expresnich vektori koédujicich ektodomény IGF-1R

alR-A

Aby bylo moZné exprimovat receptorové ektodomény v Hek293-6E burkach, bylo
nejprve nutné pripravit plazmidovy konstrukt obsahujici sekvenci, ktera definuje
receptorové ektodomény spojené s fluorescen¢nim mCherry proteinem. Byly vytvoreny
ektodomény IGF-1R WT, H697A a R704A a ekvivalentné IR-A WT, IR-A H7104A, R717A,
R717Q a R717F vloZenim genu pro tyto receptorové domény do expresniho vektoru
pTT5SH8G2_IR-A_ecto+mCherry viz obr. 17. Plvodni gen pro IR-A receptorovou
ektodoménu v tomto vektoru byl tak nahrazen nové pripravenymi inzerty koédujicimi
receptorové ektodomény WT receptori a jejich mutantnich variant.

Plivodné mély byt vytvorené plazmidové konstrukty vektoru pTT5SH8Q2 pouze
s vloZenymi geny pro receptorové ektodomény bez pritomnosti mCHerry proteinu. Bylo
uvazovano pouZiti restrikcnich endonukleaz HindIIl a BamHI (viz obr. 17), kdyby byl

vystépen puvodni gen pro IR-A ektodoménu spolecné s mCherry. Takto bylo mozZné
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pripravit plazmidové konstrukty s IGF-1R ektodoménami. Po transfekci do Hek293-6E
vSak z neznamého diivodu nedochazelo k sekreci proteinii do média. Kvili pritomnosti
Prvnim krokem tak byla mistné specificka mutageneze pravé tohoto restrikéniho mista
vgenu pro IR-A. Nicméné ipres opakované pokusy bylo vneseni mutace do BamHI
restrikcniho mista neuspésné. Proto bylo rozhodnuto, Ze bude v expresnim vektoru
ponechana sekvence pro mCherry protein a pouziti restrikénich endonukleazy Bsp119I.
Diky fazi s mCherry byla usnadnéna kvantifikace proteinii a zadroven jeho pritomnost
mozna napomadhala spravné maturaci receptorovych ektodomén andasledné jejich
sekreci.

Nakonec byly tedy pripraveny fragmenty DNA kodujici receptorové ektodomény
IGF-1R a IR-A a jejich mutantni varianty pomoci PCR s primery obsahujicimi na 5’koncich
nukleotidovou sekvenci rozeznavanou a Stépenou restrikénimi endonukleazami HindIII
a Bsp119I. HindlII restrik¢ni misto se vyskytovalo na 5 konci vysledného fragmentu
a Bsp119I restrik¢éni misto na 3" konci. S pouZitim téchto restrikénich endonukleaz byl
rovnéz vysStépeny puavodni gen pro IR-A zvektoru pTT5SH8G2_IR-A_ecto+mCherry

viz obr. 17.

63



(7917) AFIIII - Pscl Bcul (58)

Eco1051 (397)

(6806) NsbI

— Cfra 73)
— Eco321 (1313)

N\ CHindIII (1188

(6660) Pvul
Lgul (1470)

BselI (1608)

Acc65I (1758)
— KpnI (1782)

pTT5SH8Q2_IR-A_ecto+mcCherry Aarl (1572)

8037 bp

BstAPI (2185)
KfAT (2193)

Mph1103I (2845)
Pasl (2922)
(5035) BsulSI*

(4845) BshTI "
(4812) BamHI AbsI - PspXI (3239)
(4804) Bsp14071 |/ Psyl (3248)
(4785) SgrAl Mval2691 (3324)
(4642) BbvCI Xagl (3377)

(4455) Sdal

(4098) Sall @

Obr. 17: Schéma plazmidu pTT5SH8QZ_IR-A_ecto+mCherry; Cervenymi krouzky jsou oznacena
vyuZitd mista Stépeni enzymy Hindlll a Bsp119l. Plazmidovy vektor obsahuje ampicilinovou
rezistenci. Gen zdjmu (,,IR-A ectodomain®) je pod kontrolovu cytomegalovirového promotoru. Za ORF
se nachadzi krdtky linker a sekvence pro mCherry protein ndsledovany His-tagem. Po ligaci inzertii
byla vytvorend sada plazmidii obsahujici gen pro IGF-1R ektodomény WT, H697A a R704A
a IR-A ektodomény WT, H710A, R717A, R717Q aR717F namisto ptivodniho genu pro
IR-A ektodoménu uvnitr vektoru. Schéma bylo vytvoreno programem SnapGene (USA).

PCR reakce pro IGF-1R ektodomény probéhla Uspésné jiz v prvnim pokusu za
teplotnich podminek nasedani primert pri 50 °C dle predchozich protokolli v nasi
laboratofri. AvSak pro PCR reakci s genem pro IR-A byly navrZzeny nové primery a bylo
nejprve nutné optimalizovat teplotni podminky nasedani primerd. Pro analyzu vysledku
PCR reakce byla provedena agarézova elektroforéza v 1% agarézovém gelu.

Pri niZSich teplotach nez 60 °C vznikaly nespecifické produkty o niZ$i molekulové
hmotnosti, nez byl poZadovany gen pro IR-A ektodoménu (priblizné 3000 bp) viz obr. 18.
Pfi 60 °C se na elektroforetogramu stale vyskytovaly nespecifické produkty, proto byla

provedena dalsi teplotni optimalizace nasedani primert v teplotnim rozmezi 60-65 °C
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s rozestupy po jednom stupni viz obr. 19. Jako optimdlni se zde jevila teplota nasedani
primert 64 °C dle nizkého mnoZstvi nespecifickych produktii. Proto byla tato teplota
pouzita pro vSechny nasledujici PCR reakce vytvarejici DNA fragmenty s geny pro

IR-A ektodomény.
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Obr. 18: Elektroforetogram optimalizace teploty naseddni primerti pro PCR reakci vzniku DNA
fragmentu IR-A ektodomény. Zde byla pouZitd templdtovd DNA plazmidu pCMV3 s genem pro IR-
A WT. Cernd $ipka oznacuje poZadovanou velikost fragmentu (cca 3000 bp). M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti 1 kb DNA Ladder. NK oznacuje negativni kontrolu, kdy do reakce nebyla
priddna templdtovd DNA, atedy ukazuje, Ze PCR reakce probéhla specificky aneni zde jind
kontaminujici DNA. Elektrforéza byla provddéna v 1% agarézovém gelu.
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Obr. 19: Elektroforetogram optimalizace teploty naseddni primerti pro PCR reakci vzniku DNA
fragmentu IR-A ektodomény. Zde byla pouZitd templdtovd DNA plazmidu pCMV3 s genem pro IR-
AWT. M oznacuje marker molekulovych hmotnosti 1 kb DNA Ladder. Cernd Sipka oznacuje
poZadovanou velikost fragmentu (cca 3000 bp). Jako optimdlnt{ se jevilo pouZiti teploty naseddni
primerti 64 °C. NK oznacuje negativni kontrolu, kdyZ do reakce nebyla priddna templdtovd DNA,
a tedy ukazuje, Ze PCR reakce probéhla specificky bez dalsi kontaminujici DNA. Elektroforéza byla
provddéna v 1% agarézovém gelu.

Po probéhnuti PCR reakce byla smés vzdy preciSténa komercnim kitem GeneJet
PCR Purification Kit.

Pro vytvoreni definovanych konci byla nasledné provedena Stépnad reakce
s restrikénimi endonukledzami HindlIIl a Bsp119I. Byly provedeny dvé nezavislé reakce,
kde v jedné byl pouzit plazmidovy fragment (inzert) kédujici receptorovou ektodoménu
a v druhé reakci byl pouzit expresni vektor pTT5SH8Q2_IR-A_ecto+mCherry. Z vektoru
tak byl vystépen ptivodni gen pro IR-A ektodoménu, vektor byl konstruovan drive v nasi
laboratofi Mgr. Katefinou Machackovou, Ph. D (nepublikovano). Diky tomu vznikly
vzajemné kompatibilni konce inzertu a vektoru urcujici i spravny smér vloZeni inzertu do
vektoru. Vysledek $tépné reakce byl ovéren elektroforeticky na 1% agarézovém gelu viz

obr. 20, obr. 21,a obr. 22.
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Obr. 20: Elektroforetogram plazmidovych fragmenti IGF-1R (inzertii) po PCR a $tépné reakci
s restrikcnimi endonukledzami Hindlll a Bsp119l. Inzerty o velikosti priblizné 3000 bp koduji
receptorové ektodomény. M oznacuje marker molekulovych hmotnosti 1 kb DNA Ladder. NK
oznacuje negativni kontrolu, kdy do reakéni smési PCR nebyla priddna Phusion® High-fidelity DNA
Polymerase. Tato negativni kontrola demonstruje pritomnost pouze templdtové DNA, Ize dle ni
pozorovat amplifikaci DNA o sprdvné molekulové hmotnosti po PCR. Ndsleduji vzorky ektodomén
IGF-1R WT a jeji mutantni varianty. Elektroforéza probihala v 1% agarézovém gelu
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Obr. 21: Elektroforetogram plazmidovych fragmentii IR-A (inzertii) po PCR a stépné reakci
s restrikcnimi endonukledzami HindIll a Bsp119l. Inzerty o velikosti priblizné 3000 bp kéduji
receptorové ektodomény. M oznacuje marker molekulovych hmotnosti 1 kb DNA Ladder. Ndsleduji
vzorky ektodomén IR-A WT a jeho mutantni varianty. NK oznacuje negativni kontrolu, kdy do
reakéni smési PCR nebyl priddn DNA templdt. Ze vzorku negativni kontroly je patrné, Ze reakce
probéhla specificky a nebyla pritomna kontaminujici DNA. Elektrforéza byla provddéna v 1%
agarézovém gelu.
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Obr. 22: Reprezentativni elektroforetogram expresniho vektoru pTT5SH8QZ2_IR-A_ecto+mCherry
(oznaceno V) po stépenti restrikénimi endonukledzami HindlIll a Bsp119I. Po reakci doslo k vystépeni
ptivodniho genu pro IR-A ektodoménu (cca 3000 bp), aby mohl byt nahrazen nové pripravenymi
inzerty IGF-1R (i IR-A ektodomén WT ajejich mutantnimi variantami. M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti 1 kb DNA Ladder. Elektroforéza probihala v 1% agardzovém gelu.

Z gelu byly vyfiznuty aizolovany poZadované fragmenty inzertu (priblizné
o velikosti 3000 bp) a prouzZek vektoru (priblizné o velikosti 5000 bp) viz obr. 22. Pro
spojeni inzertu avektoru byla vyuZita T4 DNA ligdza. Poté byla ligatni smés
transformovana do kompetentnich E. Coli TOP10 bakterii. Z narostlych kolonii byla
izolovana plazmidova DNA. Ovéfeni UspéSné ligace probéhlo zpétnym restrik¢nim
Stépenim s naslednou elektroforetickou analyzou v 1% agarézovém gelu viz obr. 23.
Pokud doslo k uspésné ligaci, bylo mozné u nesStépenych vzorkli pozorovat pritomnost
DNA o velikosti odpovidajici spojeni inzertu a vektoru, tedy ptiblizné 8000 bp. Naopak po
kontrolni stépné reakci byly piitomny dva fragmenty, jeden odpovidajici velikosti inzertu
(3000 bp) a druhy odpovidajici velikosti vektoru (5000 bp) viz obr. 23. Plazmidova DNA
s pozitivnim vysledkem ligace byla poslana na dodatecné potvrzeni ligace konkrétnich
variant na sekvenaci. Potvrzené ligované konstrukty byly dale namnoZeny
v kompetentnich E. coli TOP10 bakteriich.

Uspé$né byly vytvoreny plazmidové Kkonstrukty vsSech variant kédujici

ektodomény IGF-1R WT, H697A a R704A; IR-A WT, H710A, R717A, R717Q a R717F.
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Obr. 23: Reprezentativni elektroforetogram kontrolniho $tépeni plazmidového konstruktu
IR-A ektodomény H710A enzymy Hindlll a Bsp1191. (M) marker molekulovych hmotnosti 1 kb DNA
Ladder; 1, 2, 3 oznacuji kolonie, ze kterych byla izolovdna plazmidovd DNA; (A) konstrukt
IR-A ektodomény H710A bez stépné reakce z kolonie 1; (B) konstrukt IR-A ektodomény H710A
stépeny Hindlll a Bsp119] zkolonie 1; vyizolovand DNA z kolonie 1 velikostné neodpovidd
poZadovanému plazmidovému konstruktu; (C) konstrukt IR-A ektodomény H710A bez Stépné reakce
z kolonie 2; (D) konstrukt IR-A ektodomény H710A $tépeny Hindlll a Bsp119I z kolonie 2; (E)
konstrukt IR-A ektodomény H710A bez Stépné reakce z kolonie 3; (F) konstrukt IR-A ektodomény
H710A stépeny Hindlll a Bsp119I z kolonie 3. U kolonii 2 a 3 jsou po stépné reakci pozorovatelné dva
prouzky odpovidajici zpétné vystépenému inzertu (cca 3000 bp) a vektoru (cca 5000 bp). Zdroven
vzorky C a D obsahuji nestépenou plazmidovou DNA odpovidajici hmotnosti priblizné 8000 bp
doklddajici spojent inzertu a vektoru. Elektroforéza byla provedena v 1% agarézovém gelu.
Stejnym zptisoben byla ovérena ligace inzertii avektoru uvsech vytvdrenych plazmidovych
konstruktii.

6.3 Produkce celkovych receptorti v bunécné linii R-

Pro studium celkovych receptorti v buné¢ném kontextu byly predem ptipravené
(viz 6.1) plazmidové vektory pCMV3 nesouci geny pro IGF-1R ¢i IR-A a jejich mutantni
varianty tranzientné transfekovany do bunéc¢né linie mysSich embryondlnich fibroblasti
s ,knock-outovanym“ genem pro IGF-1R do tzv. R- bunék. Tyto bunky nemaji
detekovatelnou expresi IGF-1R, ale také maji relativné nizkou expresi mysiho IR (Liu et
al., 1993; Sell et al.,, 1993; Sciacca et al., 2010). TudiZ exprese lidského IR-A z expresniho

vektoru je vétsi a lidsky IR-A se vyskytuje na cytoplazmatické membrané ve vétSim poctu
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nez prirozeny mysi homolog. Proto jsou tyto bunky vhodné pro expresi a méreni
vlastnosti mutantnich variant obou typi receptord.

Nejprve bylo uvazovano, Ze bunky budou transfekovany stabilné. Stabilni
transfekce byla dosaZena hygromycinovym selekénim tlakem, nebot expresni vektor
pCMV3 obsahuje hydromycinovou rezistenci viz obr. 12. Nicméné po opakovanych
pokusech nebylo dosaZeno dostatecné velké exprese receptorl pri stabilni transfekci
vhodné pro saturacni vazebné zkousky. Dale jsme tak pokracovali s tranzientni transfekci
R- bunék.

Pro transfekci bylo pouZito transfekéni €inidlo Lipofectamine™ 2000 Transfect
reagent. Po inkubaci bunék s bezsérovym kultivacnim médiem byly buriky z kontrolni
24jamkové desticky lyzovany pridanim RLB lyzac¢niho pufru. Tyto vzorky byly vyuZity pro
analyzu transfekce pomoci metody Western blot za pouziti protilatek proti IGF-1R
B podjednotce (oblast detekce 95 kDa) a IR 8 podjednotce (oblast detekce 95 kDa). Jako
kontrola nanasky byl vizualizovan aktin protilatkou proti aktinu (oblast detekce 42 kDa).
Western blotova analyza byla provadéna pti kazdém nezavislém opakovani saturacni
zkouSky.

Na zadkladé provedené Western blotové analyzy bylo prokazano, Ze dochazi
k dostatecné expresi vSech variant IGF-1R po tranzientni transfekci vektorem pCMV3
nesoucim gen pro IGF-1R WT a jeho mutantni varianty H697A a R704A viz obr. 24. Mira
exprese byla u vSech receptorovych variant srovnatelna viz obr. 24. Pokud by se exprese
receptorovych variant vyrazné lisila, buiiky by obsahovaly rozdilny pocet vazebnych mist,
coZ by mohlo vést ke zkresleni vysledki saturacnich vazebnych zkouSek. Stejné tak zadna
z mutantnich variant (H697A ¢i R704) nebranila vzniku maturovanych receptori
z pro-receptori, jelikoZ jsou pozorovatelné dva prouzky odpovidajici jak pro-receptoriim
(priblizné 200 kDa), tak samotnym IGF-1R 3 podjednotkam (priblizné 95 kDa) viz obr. 24.
Pokud by k maturaci z pro-receptoru nedochdazelo, byl by pozorovatelny pouze pruh
odpovidajici pro-receptoru IGF-1R. Zaroven obr. 24 potvrzuje, Ze R- buriky, které nebyly

transfekovany, neobsahuji detekovatelné mnoZzstvi IGF-1.
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Obr. 24: Reprezentativni Western blotovd analyza exprese IGF-1R v R- burikdch po tranzientni
transfekci expresnim vektorem pCMV3 nesoucim gen pro IGF-1R WT a mutantni varianty H697A
a R704A. Vrchni prouzek o molekulové hmotnosti priblizné 200 kDa zndzortiuje pro-IGF-1R, ze
kterého poté vznikd maturovany IGF-1R. Jako negativni kontrola byly pouZity netransfekované R-
buriky.

Dle Western blotové analyzy je moZné na obr. 25 pozorovat, Ze doSlo k expresi
vSech variant IR-A po tranzientni transfekci R- bunék zexpresniho vektoru pCMV3
kédujiciho IR-A ajeho mutantni varianty. Zaroveii je dle obr. 25 znatelné, Ze droven
exprese byla uvsSech receptorovych variant na podobné drovni. U kontrolniho vzorku
z netransfekovanych R- bunék byla patrnd nizkd exprese prirozenych mysSich IR ve
srovnani s expresi variant IR-A z expresniho vektoru pCMV3. Proto je vliv mySich IR
v satura¢nich vazebnych zkouskach zanedbatelny. Zadna z mutaci neovliviiovala vznik
maturovaného receptoru zpro-receptoru, na obr. 25 jsou viditelné oba prouzky
odpovidajici jak pro-receptortim (priblizné 220 kDa) tak maturovanym receptorim

(priblizné 95 kDa).
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Obr. 25: Reprezentativni Western blotovd analyza exprese variant IR-A R- bunék po tranzientnf
transfekci expresnim vektorem pCMV3 nesoucim gen pro IR-A WT a mutantni varianty H7104,
R717A, R717Q a R717F a ndsledné exprese téchto proteinti. Vrchni prouZek o molekulové hmotnosti
priblizné 220 kDa zndzortiuje pro-IR, ze kterého poté vznikd maturovany IR-A (pfibliZzné 95 kDa).
Jako negativni kontrola byly pouZity netransfekované R- buriky. Nandskovd kontrola byla provedena
vizualizaci aktinu (priblizné 42 kDa).

6.4 Produkce receptorovych ektodomén v bunécné linii Hek293-6E

Plazmidové konstrukty receptorovych ektodomén (viz 6.2) byly pouZzity k expresi
rekombinantnich proteinti v suspenzni bunécné linii Hek293-6E. Diky signalni sekvenci
na N-konci proteinu byly receptorové ektodomény s mCherry sekretovany do média, tim
se zjednodusila purifikace proteinu. Produkce receptorovych ektodomén probihala ve
trech nezavislych pokusech, kdy byly purifikovany v jednom pokusu ektodomény IGF-1R
WT, H697A aR704A, druhém IR-AWT, H710A aR717A ave tretim ektodomény
IR-AR717Q aR717F.

Prvnim krokem byla tranzientni transfekce plazmidovych konstrukti do bunék
linie He293-6E pomoci transfekéniho cinidla PEL. Kazda varianta proteinu byla
produkovana jednotlivé. Po péti dnech kultivace byla bunécna suspenze centrifugovana
a byl odebran supernatant - kultivacni médium obsahujici vyprodukovany protein. Tento
supernatant byl smichan s His-Select® Nickel Affinity gelem. Matrice s nikelnatymi ionty
vychytava receptorové ektodomény pomoci histidin obsazenych v His tagu na C-konci
proteinli. Pro vycCisténi vzorku od ostatnich proteinG byl gel s navazanymi proteiny

umistén do plastové kolony. Nenavazané proteiny protekly kolem pevné matrice. Cely
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vzorek byl nasledné docistén promyvacim pufrem. Eluce receptorovych ektodomén poté
probihala pomoci elu¢niho pufru s 0,25 M imidazolem, ktery vytésnil proteiny s His tagem
z vazby na nikelnaté ionty. Tim se naSe proteiny uvolnily do roztoku. Vysledny vzorek
proteint byl spojen z prvnich dvou elucnich frakci, tedy finalni objem ¢inil ptiblizné 2 ml.
Nakonec byla provedena proteinova dialyza, aby doSlo Kk odstranéni imidazolu
z proteinovych vzorkd.

Pribézné byly odebirany vzorky na SDS-PAGE andaslednou analyzu pomoci
metody Western blot pro potvrzeni vyskytu pozadovanych receptorovych ektodomén.
Vzorky byly pripraveny z odebraného kultiva¢niho média po centrifugaci bunék u vSech
receptorovych ektodomén. Z proteklé frakce (zanglického ,flow through“) byl také
odebran vzorek, aby bylo ovéreno vychytani ektodomén na afinitni gel. Pro detekci
receptorovych ektodomén byly pouZity primarni protilatky proti IR o podjednotce (oblast
detekce 135 kDa) a IGF-1R a podjednotce (oblast detekce 140 kDa). Provedené Western
bloty ukazuji, Ze transfekované bunlky Hek293-6E exprimovaly a sekretovaly naSe
proteiny zajmu v dostatecném detekovatelném mnozstvi viz obr. 26 a obr. 27 U vzorki
IR-A ektodomén je patrné, Ze mnozstvi afinitniho gelu nebylo dostatecné a priitokova
frakce obsahovala stale velké mnoZstvi proteinu viz obr. 27. Nicméné pro nase ucely byla
vysledna koncentrace proteint dostacujici a dalsi purifikace priitokové frakce jiz nebyla
provedena.

Pfed pouzitim purifikovanych receptorovych ektodomén na saturacni zkousky
byla provedena vyslednd Western blotova analyza vzorki viz obr. 29. Imunochemicka

detekce potvrdila pritomnost vSech receptorovych ektodomén v purifikovanych vzorcich.

WT
HG97A|=
R704A
WT
HE697A R
R704A

IGF-1R a

140 kDa -

Obr. 26: Western blot sekretovanych IGF-1R ektodomén z kultivacniho média (oznaceno M)
a proteklé frakce (oznacleno PF) spouZitim primdrni protildtky proti IGF-1R a podjednotce.
Produkce IGF-1R ektodomén probihala v jiném pokusu neZ produkce IR-A ektodomén.
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Obr. 27: Western blot sekretovanych IR-A ektodomén z kultivacniho média pred priddnim afinitniho
gelu (oznaceno M) a proteklé frakce (oznaceno PF) s pouZitim primdrni protildtky proti IR
a podjednotce. (A) Priibéh purifikace IR-A ektodomén WT, H710A a R717A. (B) Priibéh purifikace
IR-A ektodomén R717Q a R717F. Purifikace A a B byly provddény jako dva pokusy v jiném ¢asovém
obdobi.

Pro stanoveni koncentrace purifikovanych proteinti byla vyuzita fluorescenc¢ni
vlastnost proteinu mCherry, ktery byl fizovan s receptorovymi ektodoménami. Pomoci
jiz drive purifikované IR-A WT ektodomény s mCherry o znamé koncentraci 81 ng/ml
(pripraveno Mgr. Katefinou Machackovou, Ph.D.) byla pripravena kalibra¢ni krivka
z hodnot intenzity fluorescence. Intenzita fluorescence linearné zavisi na koncentraci
fazniho proteinu, tedy ¢im vétsi je koncentrace proteinu ve vzorku, tim je vyssi intenzita
fluorescence (Duellman et al., 2015). Vzorek byl vzdy méfen ve stejném objemu ve tfech
opakovanich. Z primérnych hodnot intenzity fluorescence byla vytvorena kalibra¢ni

krivka urcujici vztah intenzity fluorescence a koncentrace proteinu viz obr. 28.
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Kalibrac¢ni krivka fluorescence IR-A ektodomény
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Obr. 28: Kalibracni kiivka intenzity fluorescence vytvorend pomoci Fedéni IR-A ektodomény o zndmé

koncentraci 81 ng/ul. Intenzita fluorescence byla méiena na pristroji Infinite® M100 (Tecan Systems,
USA).

Na zakladé této krivky byla vypoclitdna rovnice regrese, dle které byly dale
urcovany koncentrace purifikovanych receptorovych ektodomén viz tab. 11. Intenzita
fluorescence byla mérena vzdy ve tfech opakovanich ve stejném objemu jako kontrolni
vzorek.

Rovnice regrese:

y = 281,8x — 523,93
VSechny receptorové ektodomény byly purifikovany v dostatecné koncentraci pro

pouziti na satura¢ni zkousky na adsorb¢nich destickach viz 6.5.
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Obr. 29: Western blot purifikovanych receptorovych ektodomén s nandsSkou 300 ng proteinu. (A)
purifikované ektodomény IR-A; (B) purifikované IGF-1R ektodomény

-

Tab. 11: Vysledné koncentrace purifikovanych receptorovych domén urcené na zdkladé intenzity
fluorescence mCherry proteinu, ktery byl fiizovdn s receptorovymi ektodoménami; SD vyjadruje
smérodatnou odchylku (z anglického ,standard deviation®).

purifikovany protein Primérna intenzita koncentrace
fluorescence + SD | proteinu [ng/ul]
ektodoména IGF-1R WT 6910 * 39 26
ektodoména IGF-1R H697A 8787 + 39 33
ektodoména IGF-1R R704A 24203 + 359 88
ektodoména IR-A WT 18385 + 552 67
ektodoména IR-A H710A 21739 £ 715 79
ektodoména IR-A R717A 7053 £ 160 27
ektodoména IR-A R717Q 13845 + 317 51
ektodoména IR-A R717F 13214 + 190 49
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6.5 Vazebné a aktivacni vlastnosti IGF-1R a IR-A a jejich ektodomén

Vlastnosti WT receptorti a receptort se zménénymi aminokyselinami na pozicich
697 a704 ulGF-1R a710 a717 ulR-Abyly zkoumany pomoci saturac¢nich zkouSek
s radioaktivné znaCenymi ligandy, tedy se znacenym IGF-1 a inzulinem.

Bunky byly naneseny na 24jamkovou desticku. Tranzientni transfekce byla
provadéna nasledujici den, kdy burky byly jiz ptichyceny k podkladu a dale se délily.
Buniky byly ponechany vinkubatoru do druhého dne, aby byla exprese receptori
dostate¢na pro saturaéni zkousku. Cim vice radioligandu bylo navazano na receptory, tim
vyss$i hodnoty impulzii za minutu (cpm) byly naméfreny. Pro zjiSténi signalu nespecifické
vazby radioligandu byl ve druhé radé transfekovanych bunék ptidan nadbytek
neradioaktivniho ligandu, ktery vysytil vazebnd mista. Naméifené hodnoty cpm
radioaktivniho ligandu tak odpovidaly nespecificky navazanému radioligandu. Specificka
vazba radioligandu byla urcena odectenim hodnot cpm nespecifické vazby od celkové
namérenych hodnot cpm.

Pro porovnani vazebnych vlastnosti celkovych receptorti byly provedeny
saturani vazebné zkousky na modelu receptorovych ektodomén dle predchozich studii
(Mynarcik et al., 1996, 1997b; Whittaker et al., 2001).

Samostatné ektodomény IGF-1R a IR-A flizované s mCherry (viz kapitola 6.4) byly
purifikovany a imobilizovany na ¢erné adsorb¢ni desticce MaxiSorp (Thermo Scientific™,
USA) za pomoci synteticky pripravenych protilatek iBodies® proti His tagu na C-konci
proteint. Diky prichyceni ektodomén na C-konci fizniho proteinu byla vazebna mista na
a podjednotkach receptori stale zcela piistupna pro vazbu ligandd.

Nejprve bylo pridavano 100 ng purifikované ektodomény na jamku. Nicméné
naméiené hodnoty cpm byly priliS nizké a hodnoty nespecifické vazby vysoké, coz
znemoZziovalo vérohodné urceni vazebnych vlastnosti. V nasledujicich pokusech bylo jiz
pridavano 300 ng na jamku (v nadbytku), aby vSechna vazebna mista iBodies® byla
obsazend receptorovymi ektodoménami.

Saturacni vazebna zkouska byla provedena se zvysSujici se koncentraci 125I-1GF-1¢i
125]-inzulinu. Pro saturac¢ni vazebné zkousky s receptorovymi ektodoménami bylo vyuZito
vétsi rozmezi pridavanych koncentraci nez u saturac¢nich vazebnych zkousek s celkovymi
receptory. Receptorové ektodomény se obecné vyznacuji nizsi afinitou kligandim

v porovnani s celkovymi receptory (Schiffer, 1994; Surinya et al., 2008).
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Podle namérenych hodnot saturacnich vazebnych zkouSek byly vypoclitany
hodnoty Bmax a rovnovazné disociacni konstanty Kp pomoci zjednoduSujictho modelu
nelinearni regrese pro jedno vazebné misto. Bmax udava maximalni obsazenost vazebnych
mist systému, a tedy i koncentraci volnych receptorti na povrchu bunék. Pro porovnani
mutantnich variant s WT receptory byla urcena relativni maximalni vazba (% Bmax)

v jednotlivych opakovanich dle rovnice:

Bjnax mutant

% Bpax = ( ) -100.

Baxwt

Stejné tak byly urCeny hodnoty Kp. Rovnovazna disocia¢ni konstanta udava silu
asociace ligandu s receptorem. Cim vy$3i je hodnota Kb, tim se schopnost vazby sniZuje.
Pro srovnavani byla mutantnich variant receptoru byla spoc¢tena relativni Kp (% Kp) viici

hodnotam WT v jednotlivych opakovanich dle rovnice:

% K, = (ﬂ) - 100
° "0 = \Kk, mutant '

Pro urceni biologické aktivity receptori byly provedeny stimula¢ni zkousky
aplikaci 10 nM IGF-1 ¢i inzulinu na receptorové varianty exprimované v R- bunkach.
Aktivace byla ovérena imunochemickou metodou Western blot s pouzitim primarnich

protilatek proti fosforylovanym 8 podjednotkam IGF-1R ¢i IR-A.
6.5.1 Varianty IGF-1R

Saturacni vazebné zkousky byly provedeny se vSemi variantami IGF-1R. Namérena
vazba radioligandu na kontrolnich R- buiikach je zanedbatelnd. V samostatnych pokusech
byly po pridani 125]-IGF-1 zméreny celkové hodnoty cpm a hodnoty cpm nespecifické
vazby. Pro odvozeni specifické vazby 125I-IGF-1 byly tyto hodnoty od sebe odecteny viz
obr. 30. Hodnoty Bmax dosahovaly stejnych hodnot v ramci tfi opakovani, tedy uspéSnost
transfekce byla konstantni. WT IGF-1R dosahovala hodnot Kp = 0,09 + 0,01 nM.

JiZ z obr. 30 a obr. 31 je patrné, Ze varianty IGF-1R H697A i R704A maji odliSné
vazebné vlastnosti, neZ WT IGF-1R. Obé mutantni varianty IGF-1R maji signifikantné nizsi
Bmax hodnoty nez WT receptor viz tab. 12. Varianta R704A dosahuje 80 + 8 % Bmax WT
a H697A pouze 52 = 2 % viz obr. 31. Tedy u varianty H697A je patrny pokles volnych
vazebnych mist o polovinu, prestoZze exprese IGF-1R po tranzientni transfekci je
srovnatelna u vSech variant viz obr. 24.

Stejné tak jsou odliSné hodnoty Kp mutantnich variant oproti WT receptoru.

Dle obr. 30 aobr. 31 je moZné pozorovat zménu sklonu krivky, ktera je proloZena
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namérenymi body, u mutantnich variant. U obou mutantnich variant se hodnoty relativni

Kb snizily priblizné na 30 % hodnoty WT IGF-1R, tedy tyto mutantni varianty vazou IGF-1

slabéji nez WT receptor. Vysledky jsou uvedeny v tab. 12.

IGF-1R WT IGF-1R H697A
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Obr. 30: Reprezentativni vysledek saturacni vazebné zkousky jednotlivych IGF-1R variant. Cernymi
body a kfivkami jsou oznaceny ptimo namérené hodnoty cpm. Cernymi kruhovymi body jsou
vyneseny namérené celkové hodnoty; ¢ernymi Ctvercovymi body jsou vyneseny hodnoty nespecificky
navdzaného 125]-IGF-1. Cervené jsou vyznaceny body a kiivky specifické vazby radioligandu urcené
odectenim hodnot nespecifické vazby od celkovych namérenych cpm.
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Vazebné vlastnosti variant IGF-1R
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Obr. 31: Vysledek saturacnich vazebnych zkousek v porovndni vSech IGF-1R variant. Mutantni
varianta IGF-1R H697A (Cervené) dosahuje hodnot Bmax pouze 52 + 2 % oproti WT IGF-1R (Cerné),
IGF-1R R704A (zelené) dosahuje Bmax 80 + 8 % oproti WT IGF-1R. Vazba na netranfekované R- buriky
je oproti vsem variantdm IGF-1R nizkd. Hodnoty Kp u obou variant vriistaji 0 27 + 7 % (H6974)
respektive 30 + 9 % (R704A).

Na purifikovanych IGF-1R ektodoménach byly provedeny saturalni vazebné
zkouSky pro porovnani s celkovymi receptory. Rovnovazna disociacni konstanta Kb
ektodomény WT IGF-1R byla ur¢ena v hodnotach Kp = 0,53 + 0,19 nM. Tato hodnota je
vySsineZ zjisténa hodnota Kp celkového WT IGF-1R (Kp = 0,09 £ 0,01 nM), coZ je v souladu
s predchozi studii, ktera ukazala, Ze se receptorové ektodomény vyznacuji nizsi afinitou
oproti celkovym receptortim (Surinya et al., 2008).

Dle dosaZenych pomért Bmaxa Kp vii¢ci WT IGF-1R ektodoméné vykazuji varianty
receptorovych ektodomén stejné vazebné trendy jako jejich ekvivalenty celkovych
receptorli viz obr. 32 aobr. 33. Zkraceni IGF-1R na pouhé ektodomény a jejich fuze
s mCherry proteinem tedy neovlivnila vazebné vlastnosti receptorovych variant. Opét je
pozorovatelné sniZeni Bmax varianty H697A na polovinu hodnoty (51 + 8 %) WT IGF-1R
ektodomény. U R704A bylo Bmax sniZeno na priblizné 86 %. Zaroven hodnoty Kb jsou dle
ocekavani vyssi nez u celkovych receptori. Nicméné relativni sniZeni Kp mutantnich
variant zistalo srovnatelné s variantami celkovych receptorii: na ptiblizné 23 % pro
ektodoménu IGF-1R H697A a priblizné 25 % pro ektodoménu IGF-1R R704A. Vysledné
hodnoty IGF-1R ektodomén jsou uvedeny v tab. 12.
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Obr. 32: Reprezentativni vysledek saturacni vazebné zkousky jednotlivych ektodomén IGF-1R
variant. Cernymi body a ktivkami jsou oznaceny primo namér'ené hodnoty com. Cernymi kruhovymi
body jsou vyneseny namérené celkové hodnoty; cernymi ctvercovymi body jsou vyneseny hodnoty
nespecificky navdzaného 1251-IGF-1. Cervené jsou vyznaceny body a krivky specifické vazby
radioligandu urcené odectenim hodnot nespecifické vazby od celkovych namérenych cpm.
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Obr. 33: Vysledek saturacnich vazebnych zkousek v porovndni vSech variant ektodomén IGF-1R.
Hodnoty Bmx varianty ektodomény H697A IGF-1R (Cervené) dosahuji 51 + 8 % hodnoty WT
ektodomény IGF-1, varianta ektodomény R704A IGF-1R (zelené) nabyvd hodnot Bmex 86 + 15 %
oproti hodnoté WT IGF-1R. Hodnoty relativni Ky se u ektodomény H697A IGF-1R sniZily na 23 + 9 %
a u ektodomény R704 IGF-1R na 25 + 4 % oproti hodnotdm WT ektodoméné IGF-1R.

Lze tedy konstatovat, Ze His697 i R704 IGF-1R maji dllezitou roli ve vazbé IGF-1.
Aminokyselinova zaména histidinu za alanin na pozici 697 IGF-1R pravdépodobné sniZuje
pocCet vazebnych mist na receptoru o polovinu. Zaroven aminokyselinova zameéna
argininu za alanin na pozici 704 zplisobuje signifikantni sniZeni vazebné schopnosti

receptoru z pohledu rovnovazné disociacni konstanty.
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Tab. 12: Vysledné hodnoty Bmax a Kp ze saturacnich vazebnych zkousek pro IGF-1R a jeho mutantni
varianty. % Bmax a % Kp oznacuji relativni Bmax respektive Kp mutantnich variant vztazené na WT
IGF-1R urcované zvldst' v kazdém opakovdni. (SD) oznacuje smérodatnou odchylku (z anglického
,Standard deviation®); (n) oznacuje pocet opakovdni. Pro porovndni signifikance (p) zmén viici WT
IGF-1R/ WT IGF-1R ektodoméndm (ekto.) IGF-1R byla provedena statistickd analyza ANOVA
z hodnot Bmax ¢i Kp v intervalu spolehlivosti 95 % softwarem GraphPad Prism. Signifikantni rozdily
mutantnich variant oproti WT IGF-1R/WT IGF-1R ektodoméné jsou vyznaceny cervené. Kompletni
data viz kapitola Prilohy tab. 14.

varianta Bmax * SD Kp * SD
IGF-1R cpm YoBmax | P [nM] Rl I
WT 21329 + 2025 100 - 0,09 £ 0,01 100 - 3
H697A 11087 + 666 52 <0,001 | 0,38%£0,10 27 0,025 | 3
R704A 16974 + 611 80 0,020 0,34 +£0,10 30 0,050 | 3
R- 2157 £ 225 10 - 0,55+ 0,25 23 - 2
WT ekto. 39389 + 4113 100 - 0,53+0,19 100 - 3
H697A ekto. | 19374+ 1778 51 0,001 2,30+0,33 23 0,011 | 3
R704A ekto. | 33164 + 2763 86 0,146 2,09 £ 0,64 25 0,019 | 3

Biologicka aktivita IGF-1R ajeho mutantnich variant byla ovéfena stimula¢ni
zkousSkou. Tranzientné transfekované R- bunlky expresnim vektorem pCMV3 s genem
kédujicim varianty IGF-1R byly stimulovany 10 nM IGF-1 po dobu 10 min. Po vazbé IGF-1
na receptor dochazi k aktivaci receptoru jeho autofosforylaci. Tato fosforylace byla
vizualizovana imunochemickou metodou Western blot za pouZiti primarnich protilatek
proti fosforylovanému IGF-1R na pozicich Tyr1135 a Tyr1136 8 podjednotky (priblizné
95 kDa) viz obr. 34 (A). Stejné vzorky byly podrobeny analyze exprese IGF-1R, aby bylo
ovéreno, Ze doslo k rovnomérné expresi receptori z expresniho vektoru pCMV3. Zde byly
pouzity protilatky proti  podjednotce IGF-1R (priblizné 95 kDa) viz obr. 34 (B). Jako
kontrola nanasky byla vizualizovana exprese aktinu (priblizné 42 kDa). Mira stimulace
byla urCena podilem intenzity fosforylace k mnoZstvi exprimovaného receptoru alespon
ze ti'i opakovani. Tento podil byl dale vztaZen k hodnoté stimulovaného WT IGF-1R.

VSechny varianty byly po stimulaci IGF-1 aktivovany autofosforylaci viz obr. 34.
AvSak uroven fosforylace nebyla u mutantnich variant stejna jako u WT IGF-1R. Mutantni
B podjednotky IGF-1R na priblizné 58 % oproti WT IGF-1R viz obr. 35. Stejné tak varianta
R704A byla stimulovana na pouhych 61 % oproti WT IGF-1R viz obr. 35.
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Obr. 34: Reprezentativni vysledek stimulacni zkou$ky tranzientné transfekovanych R- bunék
expresnim vektorem pCMV3 kddujicim receptorové varianty IGF-1R pomoci imunochemické metody
Western blot. (A) vizualizace fosforylace IGF-1R a jeho mutantnich variant po stimulaci 10 nM IGF-
1 po dobu 10 minut (+) ve srovndni s nestimulovanymi (-); (B) Exprese variant IGF-1R z expresniho
vektoru pCMV3 odpovidajicich vzorkii R- bunék z obrdzku A.
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Obr. 35: Vysledek stimulacnich zkousek v porovndni v§ech variant IGF-1R vztaZenych na stimulovany
WT IGF-1R. Mira fosforylace [§ podjednotek IGF-1R byla u mutantni varianty H697A sniZena na 58
%, u mutantni varianty R704A na 61 %. Poméry stimulace mutantnich variant a WT IR-A byly
urcované zvldst' v kazdém opakovdni. Statistickd analyza byla provedena ANOVA testem v intervalu
spolehlivosti 95 % softwarem GraphPad Prism. Signifikantni vysledek je oznacen (*), kde **p <0,01.
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6.5.2 Varianty IR-A

Na tranzientné transfekovanych R- builkdch vektorem pCMV3 kddujicim
receptorové varianty IR-A WT, H710A, R717A, R717Q a R717F byly provedeny saturac¢ni
vazebné zkouSky. Na zakladé zvySujici se koncentrace pridavaného radioligandu bylo
mozné sledovat i postupné zvySovani se obsazenosti vazebnych mist na receptorech
viz obr. 36 a obr. 37. Byly naméreny celkové hodnoty cpm a od nich nasledné odecteny
hodnoty cpm nespecifické vazby viz obr. 36. Z namérenych hodnot cpm navazaného
radioligandu byly vypocteny hodnoty Bmax a Kno. Hodnota Kp WT IR-A se byla urcena jako
Kp = 0,20 = 0,08 nM. Hodnoty Bmax nabyvaly v ramci opakovani podobnych hodnot, tedy
exprese celkovych receptord probihala srovnatelné.

Aminokyselinovd zaména histidinu za alanin na pozici 710 IR-Avedla
k otekavanému dramatickému poklesu vazby 125I-inzulinu na receptor azZ na uroven
kontrolnich netransfekovanych R- bunék viz obr. 36 a obr. 37. Hodnoty Bmax této mutantni
varianty poklesly na 9 + 7 % hodnot WT IR-A. Nicméné aminokyselinova zdména argininu
717 IR-A prekvapivé vedla k podobné razantnimu signifikantnimu poklesu vazby.
Konkrétné hodnoty Bmax varianty IR-A R717A poklesly vna 24 + 13 %, R717Qna29+8 %
aR717F na 31 + 18 % ve srovnani s hodnotami WT IR-A. Av$ak kvili nizkym hodnotdm
téchto mutantnich variant ¢asto na urovni nespecifické vazby viz obr. 36 je vypoctené
hodnoty Bmax a Kp nutné interpretovat obezietné Exprese mutantnich variant receptori
byla v kazdém opakovani srovnatelna s expresi WT IR-A viz obr. 25, tedy pokles nebyl
zplisoben niz§im mnozstvim receptort na povrchu bunék. Zaroven hodnoty Bmax vSech
mutantnich variant nejsou signifikantné vyssi nez hodnoty maximalni vazby na kontrolni
netransfekované R- buriky viz obr. 38.

Kromé hodnot Bmax byly zménény také hodnoty Kp. Kvili nizkym namérenym
hodnotam specifické vazby mutantni varianty H710A IR-A nebylo mozné divéryhodné
vypocist hodnotu Kp. Uvarianty IR-AR717A byla relativni Kp sniZena na priblizné
36 £+ 13 %, R717F na 42+ 27 % vici WT receptoru. Pouze IR-AR717Q vykazovala
srovnatelnou hodnotu Kb (95 £ 25 %) s WT receptorem. Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v tab. 13.
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Obr. 36: Reprezentativni vysledek saturaéni vazebné zkousky jednotlivych IR-A variant. Cernymi
body a krivkami jsou oznaceny ptimo namérené hodnoty cpm. Cernymi kruhovymi body jsou
vyneseny namériené celkové hodnoty (prvni fada bunék); ¢ernymi ¢tvercovymi body jsou vyneseny
hodnoty nespecificky navdzaného lidského 125]-inzulinu (12°I-HI jako ,human insulin“) (druhd rada
bunék). Cervené jsou vyznaceny body a kiivky specifické vazby radioligandu urcené odectenim
hodnot nespecifické vazby od celkovych namérenych cpm.
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Obr. 37: Vysledek saturacnich vazebnych zkousek ukazujici porovndni vsech mérenych IR-A variant.
125]-HI oznacuje znaceny lidsky 125]-inzulin.
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Obr. 38: Porovndni hodnot Bpax variant IR-A viici kontrolnim netransfekovanym R- burikdm.
Signifikantni ndrust Bmax byl pozorovatelny pouze u WT IR-A. (*) oznacuje signifikantni zvyseni Bmax
oproti kontrolnim R- burtkdm **p < 0,01.

Na zakladé pirekvapivych vysledki saturacnich vazebnych zkousek, byl v dalsi sadé
pokusti do R- bunék transfekovan expresni vektor pCMV3 nesouci gen pro IR-A R717K.
Tato varianta byla zvolena pro ovéfeni diilezitosti pozitivniho ndboje neseného ptivodnim
argininem ve vazbé inzulinu. Transfekce R- bunék anasledna exprese mutantniho
receptoru byla opét srovnatelna s expresi WT IR-A z expresniho vektoru pCMV3 jak je

patrné z obr. 39.

86



R717K
R717K

- =
= = x «

20k R Y Pro-IR B

95kDa o Bl b Lo IR B

42 kDa - — . —— o AKlin

Obr. 39: Reprezentativni Western blotovd analyza transfekce R- bunék expresnim vektorem pCMV3
nesoucim gen pro IR-A R717K a ndsledné exprese téchto proteinii. Vrchni prouZek o molekulové
hmotnosti priblizné 220 kDa zndzorrniuje pro-IR-A, ze kterého poté vznikd maturovany IR-
A (priblizné 95 kDa). Jako negativni kontrola byly pouZity netransfekované R- buriky. NandsSkovd
kontrola byla provedena vizualizaci aktinu (ptiblizné 42 kDa).

S touto mutantni variantou IR-A byly provedeny saturacni vazebné zkousky. V této
sadé experimentil bylo vSak dosaZeno vyss$i miry exprese receptort ziejmé diky vyssi
ucinnosti transfekce. To se také odrazilo na hodnotach Bmax, které byly vysSi nez
v predchozi sadé pokust s ostatnimi receptorovymi variantami. Saturacni zkousky byly
provedeny ve tiech opakovanich.

Mutantni varianta IR-A R717K dosahovala niZsich hodnot Bmax, ale tyto hodnoty
byly nesignifikantni oproti hodnotdm WT receptoru (82 + 15 %). AvSak hodnoty relativni
Kb byly signifikantné sniZzeny na 31 = 9 % viz obr. 40. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v tab. 13.

Tedy oproti ostatnim mutantnim variantam nebyla schopnost vazby lidského
inzulinu na receptor narusena uplné. Ve srovnani s WT IR-A vykazuje mutantni varianta

R717K o tfetinu nizsi afinitu k inzulinu. Lze tedy konstatovat, Ze pro vazbu inzulinu je

dtlezita pritomnost pozitivniho ndboje na aminokyselinovém zbytku na pozici 717 IR-A.
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Obr. 40: Vysledek saturacnich vazebnych zkousek receptorovych variant IR-A WT a R717K. 125]-HI
oznacuje znaceny lidsky 125]-inzulin.

Saturani vazebné zkouSky byly opakovany s imobilizovanymi purifikovanymi
receptorovymi ektodoménami. PfestoZe byly satura¢ni vazebné zkousky IR-A ektodomén
provedeny za stejnych podminek jako zkousSky s IGF-1R ektodoménami, jsou namérené
hodnoty cpm obecné nizsi. Na obr. 41 aobr. 42 je znatelné, Ze vazebné vlastnosti
mutantnich variant IR-A koresponduji s vlastnostmi celkovych receptori. U vSech
mutantnich variant IR-A je pozorovatelné, Ze naméirené hodnoty cpm nespecifické vazby
jsou témér na urovni celkovych namérenych cpm, tedy vazba na receptor je minimalni.
Z toho divodu jsou tak vypoctené hodnoty Bmax a Kp spiSe orientac¢ni. Tedy varianta
ektodomény H710A nabyva pouhych 7 % hodnoty Bmax oproti WT IR-A ektodoméné.
U varianty ektodomény R717A klesly hodnoty Bmax na 18 %, R717Q na 24 % a R717F na
12 % viici WT IR-A ektodoménam.

Hodnota Kp WT IR-A ektodomény pri vazbé inzulinu dosahuje 0,61 + 0,27 nM. Tato
receptorové ektodomény vykazuji nizsi afinitu k ligandim (Schaffer, 1994). Stejné jako
u celkovych receptorti nebylo mozné urcit Ko mutantni varianty H710A IR-A ektodomény.
Hodnoty relativni Kp ostatnich ektodomén byly snizeny na 73 % (R717A), 39 % (R717F)
a pouze u R717Q ziistala hodnota Kp srovnatelna s WT IR-A ektodoménou.

Saturacni vazebné zkousky IR-A ektodomén vykazovaly stejné vlastnosti jako

celkové receptory. Proto nebyla unékterych mutantnich ektodomén (IR-AR717Q
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a R717F) provedena vsSechna tfi planovana opakovani. Ze stejného divodu nebyly
pripraveny ani ektodomény IR-AR717K. Timto byla uSetfena dal$i potencialné

nebezpecna manipulace s radioaktivné znacenym inzulinem.
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Obr. 41: Reprezentativni vysledek saturacni vazebné zkousky jednotlivych ektodomén IR-A variant.
Cernymi body a kivkami jsou oznaceny primo namérené hodnoty cpm. Cernymi kruhovymi body jsou
vyneseny namérené celkové hodnoty (prvni Fada na desti¢ce); cernymi ctvercovymi body jsou
vyneseny hodnoty nespecificky navdzaného lidského 1251-HI (125]-HI jako ,human insulin“) (druhd
Fada na desti¢ce). Cervené jsou vyznaceny body a kiivky specifické vazby radioligandu urcené
odectenim hodnot nespecifické vazby od celkovych namérenych cpm.
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Obr. 42: Vysledek saturacni vazebné zkousky ukazujici porovndni vSech mérenych ektodomén
IR-A variant. 125]-HI oznacuje znaceny lidsky 1251-inzulin
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Saturacni vazebné zkousky potvrdily predchozi zjisténi (Mynarcik et al, 1996,
1997b; Menting et al,, 2013), Ze histidin na pozici 710 IR-A je zasadni pro vazbu inzulinu.
Aminokyselinova zdména histidinu za alanin vedla k disrupci vazby inzulinu na receptor.
Kromé toho ukazaly, Ze stejné diilezity je také arginin na pozici 717 IR-A. Jeho zdména za
aminokyseliny s odliSnymi vlastnostmi zpusobila drasticky pokles ve vazbé inzulinu.

Pouze mutantni varianta R717K IR-A navratila receptoru vazebnou schopnost.

Tab. 13: Vysledné hodnoty Bmax a Kp ze saturacnich vazebnych zkousek pro IR-A a jeho mutantni
varianty. % Bmax a % Kp oznacuji relativni Bmax respektive Kp mutantnich variant vztazené na WT
IR-A uréované zvldst v kaZdém opakovdni. (SD) oznaluje smérodatnou; (n) oznacuje pocet
opakovdni. Pro porovndni signifikance (p) zmén viici WT IR-A/ IR-A ektodoméndm (ekto.) byla
provedena statistickd analyza ANOVA z hodnot Bmax ¢i Kp v intervalu spolehlivosti 95 % softwarem
GraphPad Prism. Signifikantni rozdily mutantnich variant oproti WT IGF-1R/WT IGF-1R
ektodoméné jsou vyznaceny cCervené. (2) oznacuje druhou sadu experimentti, kterd se vyznacovala
vy$si expresi receptorti. Pro statistické vyhodnoceni signifikantnich rozdilii v hodnotdch Bpmax mezi
témito variantami byl pouZit nepdrovy t-test na intervalu spolehlivosti 95 %. Signifikance rozdilii Kp
byla zkoumdna pouze u této sady opakovdni, (***) oznacuje signifikantni rozdil v % Kp kde p =
0,0004. Kompletni data viz kapitola Prilohy tab. 15.

varianta

RA Bmax + SD cpm | % Bmax p Kb * SD [nM] % Kb n

WT 12693 £ 4115 100 - 0,20+ 0,08 100
Wt2 36629 = 2263 100 - - - |
R717K2 29748 + 3532 82 0,081 0,55+0,32 JHx* 3
H710A 839 +510 9 0,001 - - 3
R717A 3391 + 2869 24 <0,001 0,79 +0,48 36 5
R717Q. 3826 + 1918 29 0,001 0,27 0,10 95 5
R717F 3462 + 986 31 0,003 0,72 +0,21 42 5
R- 1164 + 354 7,5 0,002 0,3+0,12 190 2
WT ekto. 5234 + 462 100 - 0,61+0,27 100 3
H710A ekto. 416 + 322 7 <0,001 - - 3
R717A ekto. 912 + 128 18 <0,001 1,23+0,78 73 3
R717Q ekto. 1259 + 134 24 <0,001 0,75+0,16 91 2
R717F ekto. 685 12 <0,001 1,10 39 1

Na zakladé vysledki saturac¢nich vazebnych zkousek s celkovymi receptory byla

provérena také biologickd aktivita vSech variant IR-A v tranzientné transfekovanych
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R- bunikkach. Pomoci stimula¢ni zkousky byla testovana mira autofosforylace celkovych
receptortl IR-A a jejich mutantnich variant po stimulaci 10 nM inzulinem po dobu 10 min.

Analyza miry autofosforylace receptorti probihala metodou Western blot za
pouziti primarnich protildtek proti fosforylovanym konzervativnim tyrozinovym
zbytklim Tyr1150 a Tyr1151 B-podjednotek IR-A (IR-A cislovani) (oblast detekce 95 kDa)
viz obr. 43 (A). Vysledky byly normalizovany na celkové mnozZstvi receptorli (primarni
protilatky proti -podjednotce IR - oblast detekce 95 kDa) viz obr. 43 (B). Nanaska vzork
byla u obou geli kontrolovana vizualizaci aktinu (oblast detekce 42 kDa). Mira stimulace
byla urc¢ena podilem intenzity signalu fosforylovanych 3 podjednotek IR-A k intenzitdm
celkovych IR-A 8 podjednotek alespoii ze tfi opakovani.

Byl zkouman rozdil signalu fosforylace stimulovanych a nestimulovanych vzorkd.
Oproti stimula¢nim zkouSkam s variantami IGF-1R zde byl pozorovan vyssi signal pozadi
viz obr. 43. Pouze varianty WT IR-A, R717Q a R717K signifikantné prekrocily miru
fosforylace viici pozadi viz obr. 44. Ostatni varianty vykazovaly po stimulaci signal

srovnatelny s pozadim, lze tedy fici, Ze nedoslo k aktivaci receptord.

WT H710A R717A R717Q R717F R717K R
AH|+-+-+-+.+-+-+-

220 kD2 (DD SDEE = = = o =" Pro-IR

95 KD2 [ Ml et s St s e - pY 1150/1151

VA B [ ———— — e —— D C— Aktin

B WT H710A R717A R717Q R717F R717K R-
HI + - 4+ - + - o+ -+ -+ -+ -
IS KD [t Bl b et st et B o o e IR B

42 kD2 dim st S s S S S s - [\ Ktir

Obr. 43: Reprezentativni vysledek stimulaéni zkousky variant IR-A 10 nM inzulinem (HI) po dobu 10
min analyzované pomoci metody blot. (A) vizualizace fosforylace [ podjednotek variant
IR-A ve srovndni stimulovanych (+) a nestimulovanych (-) vzorki; (B) vizualizace exprese variant IR-
A z expresniho vektoru pCMV3 po tranzientni transfekci R- bunék.
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Obr. 44: Vysledek stimulacnich zkousSek v porovndni vsech variant IR-A vztaZenych na stimulovany
WT IR-A.. Mira fosforylace B podjednotek IR-A byla u mutantni varianty H710A sniZena na 27 %,
R717A na 44 %, R717Q na 57 %, R717F na 35 % a R717K na 77 %. Avsak priimér hodnot pozadi se
pohyboval na priblizné 29 %. Tedy pouze varianty WT, R717Q a R717K prekrocily signifikantné
signdl pozadi. Poméry stimulace mutantnich variant a WT IR-A byly urcované zvldst' v kaZdém
opakovdni. Statistickd analyza byla provedena ANOVA testem v intervalu spolehlivosti 95 %
softwarem GraphPad Prism. Signifikantni vysledek je oznacen (*), kde ***p = 0,0001 a ****p <0,0001.

92



7 Diskuse

Receptory pro inzulin (IR) i IGF-1 (IGF-1R) jsou transmembranové glykoproteiny,
které jsou znamé jiz pres 40 let. Od té doby se védci snazi rozlustit principy interakce
inzulinu aIGF-1 sjejich receptory. V poslednich letech byl ucinén velky pokrok
v porozumeéni vazby téchto ligandii predevsim diky vyuZiti kryoelektronové mikroskopie
(Cryo-EM) a proteinové krystalografie zkoumajicich struktury proteintd. Nicméné
strukturni  studium téchto receptori je komplikovano jejich  velikosti,
transmembranovym charakterem a pritomnosti velkého mnozstvi glykosylaci
v extracelularni ¢asti, kterd je zodpovédna pravé za vazbu hormont. Kvili tomu jsou
nékteré aspekty interakci ligandii sreceptory stile nejasné. Zejména dynamické
prechody mezi receptory bez ligandl a jejich aktivnim stavem nejsou zcela objasnény.
U obou receptorli se na vazbé ligandt podili obzvlasté domény L1 a aCT. Tato prace se
zaméruje na zkoumadani interakci aminoKkyselinovych zbytki v aCT doménach
IR-A a IGF-1R sinzulinem alIGF-1 pomoci mistné specifické mutageneze zpulsobujici
aminoKkyselinové zdmény v primdarnich strukturach receptord.

Predchozi prace zabyvajici se lokalizovanim a charakterizaci vazby ligandl
vyuzivaly jako model predevsim purifikované receptorové ektodomény (Mynarcik et al.,
1996, 1997b; Whittaker et al., 2001). Proto byly v této praci pouZzity dva modely pro
zkoumani vlastnosti receptorovych variant. Prvnim pouZitym modelem byly celkové
receptorové varianty exprimované v mysSich embryonalnich fibroblastech s disrupci genu
pro IGF-1R (tzv. R- buiiky) a relativné nizkou expresi IR (Sell et al,, 1993, 1994). Jako
druhy model byly zvoleny purifikované ektodomény receptorovych variant fuzované
s fluorescenénim proteinem mCherry. Fluorescentni vlastnosti tohoto proteinu byly
vyuzity pro kvantifikaci purifikovanych receptorovych ektodomén dle (Duellman et al,
2015). Ektodomény byly imobilizovany na adsorb¢ni desticce pomoci syntetickych
protilatek iBodies® (I0CB Tech, CR) podle metodiky piedchozi prace z nasi laboratoie
(Potalitsyn et al., 2020).

7.1 Vlastnosti mutantnich variant IGF-1R

Nase laboratof se dlouhodobé zabyva studiem inzulinovych a IGF 1 a 2 analogli. Na
zakladé predchozi studie z naSi laboratore, ktera ukazala sniZenou schopnost vazby

analogti IGF-1 s aminokyselinovou zaménou na pozici Glu58, byl vysloven predpoklad, Ze
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by se arginin 704 IGF-1 receptoru mohl ucastnit vazby IGF-1 zrovna interakci
s glutaminem 58 (Machackova et al, 2019). Tato interakce byla navrZena podle
krystalografické strukturni studie komplexu IGF-1 s IGF-1R (Xu et al., 2018). Pro ovéreni,
zda je Arg704 IGF-1R dilezity pro vazbu IGF-1, byly v prvnim kroku vytvoreny mistné
specifickou mutagenezi mutantni varianty IGF-1R R704A a kontrolni varianta IGF-1R
H697A, ktera jiz byla ve vazbé IGF-1 charakterizovana (Mynarcik et al., 1997b; Whittaker
etal,2001). Roli Arg704 se drivéjsi mutagenni studie nezabyvaly (Mynarcik et al., 1997b;
Whittaker et al., 2001). Aminokyselinové zamény za alanin byly zvoleny z diivodu jeho
odliSnych vlastni oproti prirozenym aminokyselinovym zbytkiim. Alanin je mala
a chemicky inertni aminokyselina, coZ znameng, Ze pokud jsou ptivodni aminokyselinové
zbytky svymi vlastnostmi diilezité pro vazbu IGF-1, jejich ndhrada se projevi negativné.
Vlastnosti mutantnich variant IGF-1 byly srovnavany s vlastnostmi WT receptoru.

Obé mutantni varianty spolecné s WT IGF-1R byly podrobeny satura¢nim
vazebnym zkousSkdm s radioaktivné znacenym 1251-IGF-1 na modelech celkovych
receptori i purifikovanych ektodomén. Rovnovazna disocia¢ni konstanta (Kp) celkového
WT receptoru IGF-1R dosahovala hodnoty Kp= 0,09 + 0,01 nM a Kp jeho ektodomény byla
urcena na Kp = 0,53 + 0,19 nM. Tyto hodnoty se shoduji s drivéjsi literaturou, kde se Kp
celkového receptoru pohybuje vrozmezi 0,02 - 0,3 nM avrozmezi 0,3 - 0,9 nM pro
receptorové ektodomény (Whittaker et al,, 2001; Surinya et al., 2008; Xu et al., 2020).
Tedy nadmi provadéna méreni poskytuji relevantni vysledky a ziskané hodnoty potvrzuji
nizsi afinitu IGF-1 ektodomén viici celkovym receptorim.

Aminokyselinovda zaména argininu na pozici 704 IGF-1R za alanin zpusobila
sniZeni relativni hodnoty Kp vii¢i WT receptoru na ptiblizné 30 %. CoZ znamena, Ze afinita
varianty R704A je nizsi oproti WT IGF-1R. Relativni hodnoty Bmax klesly signifikantné
u celkového receptoru na priblizné 80 %, avSak u modelu receptorovych ektodomén bylo
sniZeni relativni Bmax na 86 % nesignifikantni oproti WT receptoru. Vazba na celkovych
receptorech byla méfena v mensim rozsahu, ptidani vyssich koncentraci 125I-IGF-1 do
méreni by mohlo vést ke zvySeni hodnot Bmax, protoze kviili zvySené Kp pravdépodobné
nedosahly receptory rovnovazného nasyceného stavu. Proto se domnivame, Ze
obsazenost vazebnych mist této mutantni varianty nebyla ovlivnéna.

H697A. Hodnoty Kb této varianty se zvysSily priblizné ¢tyrnasobné oproti WT IGF-1R, coz

odpovida predchozim mutagennim studiim, kde pozorovali zvySeni 5,6nasobné
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(Mynarcik et al., 1997b; Whittaker et al., 2001). Nicméné hodnoty Kp v téchto studiich byly
vypocitavany z kompetitivnich vazebnych zkousek, ve kterych bylo méreno vytésnovani
radioligandu neradioaktivnim ligandem. V této praci byly naopak pouZzity saturacni
vazebné zkousky, diky kterym bylo mozZné jednoduseji urcit také hodnoty maximalni
vazby. Bmax H697A kleslo na 50 % oproti WT IGF-1R. Nejjednodus$im vysvétlenim by bylo
sniZeni poctu vazebnych mist na receptoru. Takové chovani bylo pozorovano pii mutaci
sekundarniho vazebného mista IR, kdy se na receptor vazaly 2 inzuliny do primarnich
vazebnych mist namisto celkovych ¢tyf molekul inzulinu (Uchikawa et al., 2019). Cryo-
EM studie ukazuji, Ze na IGF-1R v aktivni konformaci je vdzana pouze jedna molekula IGF-
1R, a to i v pripadé nadbytku ligandu (Xu et al., 2018; Li et al, 2019; Zhang et al., 2020;
Zhang, Wei, et al, 2022). Plna aktivace IGF-1R je tedy pravdépodobné dostatecné
stimulovana pouze jednou molekulou IGF-1. Nicméné z kinetickych studii vyplyva, Ze
stejné jako u IR, je vlastnosti IGF-1R negativni kooperativita, tedy predpoklada vazbu vice
nez jednoho ligandu (Christoffersen et al., 1994). Princip negativni kooperace spociva ve
zrychleni disociace prvniho navazaného ligandu vlivem kompetitivni vazby druhého
ligandu do jiného vazebného mista. Alternativa vazby dvou IGF-1 na receptor v aktivni
konformaci nebyla zachycena. Pravdépodobné se jedna o velice nestabilni strukturu,
kterd tvori prechodovy stav mezi ligandem vazanym do vazebného mista na jedné
poloviné receptoru aligandem vazanym do vazebného mista na druhé poloviné.
Nejnovéjsi strukturni studie byly schopné vizualizovat IGF-1R s vazbou dvou ligandd, ale
zda se, Ze jsou tyto konformace IGF-1R spiSe neaktivni a podstata vazby stale neni ziejma
(Li, Wu, et al., 2022; Moreau et al., 2022).

Pozorované sniZeni poctu vazebnych mist u mutantni varianty H697A IGF-1R jsme
se pokusili vysvétlit pomoci studia publikovanych struktur v aktivni konformaci.
Asymetricka struktura IGF-1R sjednim navazanym IGF-1 znazornuje His697 aCT
v blizkosti helixu B domény IGF-1 (Li et al, 2019). Oproti tomu His697" druhé oCT?, je
napadné vytréeny na okraji komplexu aCT‘s L1 doménou (viz kapitola Prilohy obr. 45).
Dle naseho nazoru by se His697 IGF-1R mohl i¢astnit ve vazbé druhé molekuly IGF-1 na
receptor. Aminokyselinova zameéna by tak zplsobila naruseni této interakce a zabranéni
vazby druhé molekuly, coZ by sniZilo pocet vazebnych mist, které by se projevilo snizenim
hodnoty Bmax na polovinu.

Vzhledem k tomu, Ze je mira autofosforylace u obou mutantnich variant témér

shodné nizsi (priblizné na 60 %) oproti WT receptoru, domnivame se, Ze toto sniZeni je
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zplisobeno spise nizsi afinitou mutantnich variant k IGF-1 neZ sniZenim poctu vazebnych
mist.

Tato prace potvrzuje zapojeni His697 i Arg704 IGF-1R ve vazbé IGF-1.

7.2 Vlastnosti mutantnich variant IR-A

Diky homologii IGF-1R a IR byly pro porovnani vytvoreny analogicky mutantni
varianty IR-A R717A, R717Q, R717F anasledné R717K. Jako kontrolni byla zvolena
mutantni varianta IR H710A, ktera je ekvivalentni k H697A IGF-1R. JiZ drive bylo ukazano,
Ze His710 IR je krucialni pro vazbu inzulinu, a Ze mutantni varianta H710A nevykazuje
Zadnou vazbu inzulinu, ani aktivaci receptoru po jeho stimulaci inzulinem (Mynarcik et
al, 1996; Whittaker & Whittaker, 2005; Whittaker et al., 2012; Menting et al., 2013). Tento
vysledek jsme prokazali rovnéz v této praci.

Mynarcik et al. (1996) publikovali studii zabyvajici se mutagenezi C-terminalni
domény a-podjednotky inzulinového receptoru. Soucasti byla i mutantni varianta R717A,
u které neshledali Zddné signifikantni zmény ve vazbé inzulinu oproti WT receptoru.
V této studii vyuzivali vazebné zkousky na receptorovych ektodoménach prichycenych na
desti¢ce monoklonalnimi protilatkami proti inzulinovému receptoru 18-44, které se vazi
na N-konec 3 podjednotky IR (konkrétné rozeznavaji aminokyselinové zbytky 765-770)
(Soos et al., 1986; Prigent et al, 1990). Monoklonalni protilatky 18-44 se sice nevazi
v blizkosti vazebného mista, avsak bylo prokazano, Ze ovliviiuji vazbu inzulinu k jeho
receptoru (Taylor et al.,, 1987). Proto by mohly byt ptivodni vysledky mutantni varianty
R717A IR zkreslené. Stejni autofi pozdéji publikovali praci, kde zkoumali vazebné
vlastnosti mutantnich variant aCT v IR také na modelu celkovych receptorii, avsak
varianta R717A jiZ zahrnuta nebyla (Whittaker & Whittaker, 2005).

Arg717 celkového IR rovnéZ nebyl strukturnimi studiemi vizualizovan v komplexu
receptor-ligand pravdépodobné z diivodu, Ze se vyskytuje pobliZ konce aCT, ktery je jiz
znacné pohyblivy. Arg717 byl pozorovan v blizkosti inzulinovych zbytk GluA17, ArgB22
a AsnA21 v krystalové strukture minimalizovaného IR (tzv. pIR) (Xiong et al., 2020; Smith
etal, 2022).

Stejné jako u IGF-1R byla zvolena zaména za alanin. Dale byla provedena zaména
Arg717 za glutamin, ktery poskytuje polarni amidovou skupinu jako arginin, ale nema
bazické vlastnosti. Nasledné byl zvolen fenylalanin, ktery ma aromatické jadro a mohl by

se ucastnit hydrofobnich interakci. Konec¢né byla pridana zaména za lysin, ktery ma
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obdobné vlastnosti jako arginin, poskytuje bazické vlastnosti a jeho uhlikovy retézec je
srovnatelné dlouhy s argininovym.

Pro vyhodnoceni saturac¢nich vazebnych zkousek byl pouzit matematicky model
nelinedrni regrese pro jedno vazebné misto. Jsme si védomi toho, Ze tento model
neodpovida skutecnému chovani vazby ligandi na receptory. AvSak komplexnéjsi
matematicky model, ktery byl zaloZeny na principu harmonického oscilatoru, o¢ekaval
existenci dvou vazebnych mist na kazdém monomeru IR s podminkou, Ze mliZe dochazet
k obsazenosti tii vazebnych mist (ze ¢ty celkem) actvrté je blokovano spiaZenim
primarniho asekundarniho vazebného mista (Kiselyov et al, 2009). Nicméné
pravdépodobné ani tento model nepopisuje spravné realnou kinetiku IR, protoZe byly
predstaveny struktury s ¢tyfmi nezavisle navazanymi inzuliny (Gutmann et al, 2020).
Proto byl pro urceni zakladnich vlastnosti receptori zvoleny velice zjednoduSeny model,
hodnoty Bmax a Ko byly popisovany v saturovaném stavu receptorii bez ohledu na
komplexitu vazebnych prechodl. Zjednodusené byly uvazovany dva stavy: nevaze
ligand/je plné saturovan.

U WT IR-A byly urceny hodnoty Kp = 0,2 £ 0,08 nM pro celkovy IR-A, coZ je
v souladu s literaturou, kde se Kp IR-A pohybuje v rozmezi 0,09 - 0,5 nM. Soucasné byla
dle predpokladii sniZena afinita receptorovych ektodomén na Kp = 0,61 + 0,27 nM
(obvykle 2-6 nM) (Schaffer, 1994; Whittaker & Whittaker, 2005; Knudsen et al, 2011;
Weis et al, 2018). AvSak ndmi purifikované ektodomény se pravdépodobné kviili
pritomnosti mCherry a imobilizaci chovaji vice jako celkové receptory.

Podle ocekavani vedla aminokyselinovd zadména histidinu na pozici 710
IR-A k razantnimu poklesu vazby inzulinu na receptor, prestoZe jeho exprese byla
srovnatelna s WT IR-A. Hodnota Bmax poklesla na necelych 10 % vici WT varianté u obou
pouzitych modeli a vazebna krivka kopirovala hodnoty nespecifické vazby. Zaroven po
stimulaci inzulinu nedochdazelo u této mutantni varianty k aktivaci. Potvrzujeme tak, Ze
mutantni varianta H710A IR-A ma kompletné poruSenou schopnost vazby inzulinu
shodné jak bylo pozorovano drive (Mynarcik et al., 1996, 1997b; Whittaker & Whittaker,
2005).

Velice necCekany vysledek prinesly satura¢ni vazebné zkousky s mutantnimi
variantami IR-Ana pozici Arg717, protoZe drive byl tento aminokyselinovy zbytek
povazovan za nedilezity pro vazbu inzulinu (Mynarcik et al, 1996). Varianty R717A,

R717Q a R717F vykazovaly stejné dramaticky pokles hodnoty Bmax po vazbé inzulinu jako
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varianta H710A. Zadna z téchto mutantnich variant nepiresahla signifikantné vazbu
namérenou na kontrolnich netransfekovanych R- buiikadch. Namérené hodnoty vazby
radiaoligandu téchto mutantnich variant byly velice blizko hodnotam nespecifické vazby,
proto je vypoctené hodnoty Bmax a Kp potieba interpretovat obezietné a pokladat je spiSe
jako orientacni. Mutantni varianta R717Q, a¢ nesignifikantné oproti kontrole, vykazovala
vys$si namérené hodnoty u celkovych receptorti, a zaroven se hodnoty Kp priblizovaly WT
receptoru. Tato mutantni varianta, na rozdil od R717A a R717F, také signifikantné
podléhala autofosforylaci  podjednotek po stimulaci inzulinem, prestoZe je mira
fosforylace nizsi neZ u WT receptoru. Proto by polarni vlastnosti ¢i pfitomnost amidové
skupiny této aminokyseliny mohly hrat roli ve vazbé inzulinu.

Pouze mutantni varianta R717K, kterd byla dodatec¢né pripravena na zakladé
prekvapivych vysledkt, navratila IR-A schopnost vazat inzulin. Afinita této mutantni
varianty byla priblizné trikrat nizsi ve srovnani s WT IR-A. Diky tomu, dochazi po
stimulaci inzulinem u této mutantni varianty k aktivaci a autofosforylaci 8 podjednotek,
le¢ je mira fosforylace o priblizné 20 % niZz$i neZ u WT receptoru. Z toho je moZné
usuzovat, Ze je Arg717 IR-A zasadni pro vazbu inzulinu a tato interakce je pravdépodobné
zaloZena na bazické podstaté argininu.

Aktivace IR se pravdépodobné lisi od aktivace IGF-1R. Pro aktivaci IGF-1R je
dostacujici vazba jedné molekuly IGF-1, oproti tomu IR miiZe vazat aZ Ctyii molekuly
inzulinu (Li et al, 2019; Gutmann et al., 2020). Pfesny pocet molekul inzulinu a jejich
usporadani na receptoru diilezité pro aktivaci stale nejsou zcela objasnény. Dosud nebyla
role Arg717 IR ve vazbé inzulinu povaZovana za duleZitou. Ve strukturdch primarniho
vazebného mista Casto neni mozno tento arginin zobrazit, protoZe je volné pohyblivy.
Nicméné pri zkoumani struktury IR s navazanymi inzuliny v sub-saturacni koncentraci
inzulinu byla nalezena asymetricka struktura IR ve tvaru T, kdy jeden z inzulint, ktery je
navazany v sekundarnim vazebném misté, kontaktuje také primarni vazebné misto
interakci s aCT doménou (Li, Park, et al, 2022) (viz kapitola Prilohy obr. 46). Této
interakce se pravdépodobné ucastni aminokyselinové zbytky Tyr704, Asp707, His710,
Phe714 a Arg717 oCT domény. Pravé Arg717 byl popsan v napadné blizkosti AsnA21
inzulinu, ktery je tak vdzan kombinaci obou vazebnych mist (Li, Park, et al, 2022).
Predpoklada se, Ze prvnim mistem kontaktu inzulinu je sekundarni vazebné misto,
protoze je prostorové pristupnéjsi (Weis et al., 2018; Nielsen et al., 2022). Usuzuje se, Ze

je inzulin ze sekundarniho vazebného mista diky dynamickym fluktuacim receptorovych
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domén zachycen aCT doménou druhého monomeru arotaci translokovan tak do
primarniho vazebného mista (Nielsen et al, 2022). CoZ podporuji prace zkoumajici
analogy inzulini jako je napriklad GluA17, ktery se ucastni vazby inzulinu do
sekundarniho vazebného mista (Gutmann et al, 2020). Aminokyselinova zameéna
glutaminu A17 za alanin zpiisobuje sniZenou afinitu k sekundarnimu vazebnému mistu,
ale nenarusenou Kk primarnimu vazebnému mistu (Nielsen et al, 2022). Zaména za
glutaminu A17 za histidin zapric¢iniuje dokonce dplné naruseni vazby tohoto inzulinového
analogu k IR-A, tudiZ ani nedochazi k aktivaci receptoru (Machackova et al, 2019). Je
zajimavé, Ze podle vazby inzulinu v hybridnim vazebném misté asymetrickych T struktur
IR je mozZné pozorovat zminovanou rotaci inzulinu kolem aCT domény, protoZe poloha
glutaminu A17 inzulinu v primarnim vazebném misté je pribliZzné o 60° natocena oproti
inzulinu v sekundarnim vazebném misté (Li, Park, et al., 2022).

Vzhledem ktomu, Ze mutantni varianty R717A, R717Q iR717F zpusobuji
kompletni poruSeni vazby inzulinu k IR-A, domnivame se, Ze by se arginin 717 mohl
Ucastnit inicia¢niho procesu zachyceni molekuly inzulinu ze sekundarniho vazebného
mista a jeho presunu do primarniho vazebného mista. Tento proces je pravdépodobné
pohdnén iontovymi interakcemi, které arginin nabizi. Z toho divodu ma mutantni

varianta R717K navracenou schopnost vazby i aktivace receptoru.
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8 Zaver

Cilem této prace bylo ovérit roli argininu 704 IGF-1R a ekvivalentné argininu 717
IR-A ve vazbé ligandi. Pro dosaZeni tohoto cile byly vytvoreny mutantni varianty H697A
a R704 IGF-1R, ekvivalentné H710A, R717A, R717Q, R717F a nakonec R717K IR-A, které
byly dale exprimovany v bunécné linii mysich embryonalnich fibroblasti s disprupci genu
IGF-1R. Jako druhy model byly exprimovany a purifikovany receptorové ektodomény
téchto mutantnich variant receptorti z bunécné linie Hek293-6E.

Pomoci saturacnich vazebnych zkouSek s radioaktivné znacenymi ligandy bylo
zjiSténo, Ze mutace argininu 704 IGF-1R zplisobuje sniZeni afinity k IGF-1 oproti WT
receptoru. Zaroven je také utéto mutantni varianty sniZzend mira autofosforylace po
stimulaci prirozenym IGF-1. Z toho usuzujeme, Ze se arginin 704 IGF-1R ucastni vazby
IGF-1. Kromé toho tato prace prinesla nové poznatky role histidinu 697 IGF-1R. Mutantni
varianta H697A IGF-1R vykazuje sniZeni maximalni vazby o polovinu v porovnani s WT
IGF-1R, tedy byl u této mutantni varianty pravdépodobné sniZen pocet vazebnych mist.
To potvrzuje pritomnost dvou vazebnych mist na IGF-1R.

Analogicky k IGF-1R byly zkoumany vlastnosti mutantnich variant IRA. Prekvapivy
vysledek prinesly saturacni vazebné zkousky pravé mutantnich variant
s aminokyselinovymi zdménami argininu 717. Zaména argininu za alanin, glutamin ¢i
fenylalanin zplisobila dramaticky pokles vazby inzulinu k témto mutantnim variantam na
rovenl kontrolnich netransfekovanych R- bunék. Pouze mutantni varianté R717K
IR-A byla navracena schopnost vazby a aktivace receptoru. Predpokladdme tedy, Ze

bazické vlastnosti argininu 717 IR-A maji krucialni tlohu ve vazbé inzulinu.
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10 Prilohy

Tab. 14: Vysledné hodnoty Bnax a Kp jednotlivych opakovdni saturacnich vazebnych zkousek variant
IGF-1R a jejich ektodomén. Jejich relativni hodnoty jsou oznaceny jako % Bmax a % Kp (SD) vyjadriuje
smérodatnou odchylku (z anglického ,standard deviation”). OranZové jsou znaceny primérné
hodnoty saturacnich vazebnych zkousek s celkovymi receptory, modre pak s receptorovymi
ektodoménami.

varianta Bumax £ SD cpm % Bmax  Kp+ SD [nM] % Kb
IGF-1

R- cells 2157 + 225 10+1 0.55 + 0.25 23+12
2 1932 10 0.30 36
3 2383 10 0.80 11
WT 21329 + 2025 100 0.09 + 0.01 100
1 22356 100 0.09 100
2 18501 100 0.11 100
3 23131 100 0.09 100
H697A 11087 + 666 52+ 2 038 +0.10 27+7
1 11359 51 0.24 36
2 10171 55 0.41 26
3 11732 51 0.49 18
R704A 16974 + 611 80 +8 034 +0.10 309
1 16304 73 0.20 43
2 16835 91 0.39 27
3 17782 77 0.42 21
WT ekto. 39389 + 4113 100 0.53+0.19 100
1 35766 100 0.26 100
2 45141 100 0.70 100
3 37260 100 0.63 100
H697A ekto. 19374 + 1778 51+8 230 +0.33 23+9
1 19374 54 2.07 13
2 17933 40 2.06 34
3 22212 60 2.77 22
R704A ekto. 33164 + 2763 86 + 15 2.09 + 0.64 25+ 4
1 34901 98 1.23 21
2 29264 65 2.30 30
3 35326 95 2.74 23
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Tab. 15: Vysledné hodnoty Bmax a Kp jednotlivych opakovdni saturacnich vazebnych zkousek variant
IR-A a jejich ektodomén. Jejich relativni hodnoty jsou oznaceny jako % Bmax a % Kp (SD) vyjadiuje
smérodatnou odchylku. Oranzové jsou znaceny priimerné hodnoty saturacnich vazebnych zkousek
s celkovymi receptory, modre pak sreceptorovymi ektodoménami. Ndsledné pokusy sWT
a IR-A R717K jsou uvedeny zvldst z diivodu sady opakovdni s vyssi expresi receptorti po tranzientni
transfekci vektorem pCMV3.

varianta IR-A Bmax £ SD cpm % Bmax Kp+x SD [nM] % Kp
R- cells 1164 + 354 7.5+0.5 0.3+0.12 190 + 14
1 1518 8 0.18 205
2 809 7 0.42 176
WT 12693 + 4115 100 0.20+0.08 100
1 19154 0.37

2 11477 0.22

3 8631 0.16

4 15585 0.12

5 8620 0.28

WT 36629 + 2263 100

6 33658 0.10

7 37084 0.19

8 39144 0.14

R717K 29748 + 3532 82+15 0.55 +0.32 31+9
6 34743 103 0.26 38
7 27270 74 0.99 19
8 27231 70 0.39 36
H710A 839 +510 9+7 0.74 38
1

2

3 nejednoznacné nejednoznacné

4 329 2 nejednoznacné

5 1349 16 0.74 38
R717A 3391 + 2869 24+13 0.79 £ 0.48 36 +13
1 8760 45 1.60 23
2 3826 33 0.90 24
3 1557 18 0.42 38
4 2073 13 0.20 60
5 738 9 0.81 34
R717Q 3826 +1918 29+8 0.27 £0.10 95 + 25
1 5347 28 0.41 132
2 2414 21 0.20 110
3 1980 23 0.17 94
4 6825 44 0.19 63
5 2567 30 0.38 74
R717F 3462 + 986 31+18 0.72+0.21 42 £ 27
1 3086 16 0.41 79
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varianta IR-A Bmax £ SD cpm % Bmax Kp+ SD [nM] % Kp
2 2486 22 0.20 32
3 4813 56 0.17 16
4 nejednoznacné nejednoznacné
5 nejednoznacné nejednoznacné
WT ekto. 5234 + 462 100 0.61 +0.27 100
1 5861 0.44
2 4762 0.99
3 5078 0.40
H710A ekto. 416 + 322 7 3.35+£0.05 21
1 738 13 3.30 13
2 94 2 3.40 29
3 nejednoznacné nejednoznacné
R717A ekto. 912 + 128 18 1.23+£0.78 73
1 784 13 0.45 96
2 1040 22 2.00 50
3 nejednoznacné nejednoznacné
R717Q ekto. 1259 + 134 24 0.75+0.16 91
1 1125 19 0.59 73
2 1392 29 0.90 110
R717F ekto. 685 12 1,10 39
1 685 12 1,10 39
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navazany IGF-1

Obr. 45: PribliZeny pohled na strukturu IGF-1 vdzanou na IGF-1R (PDB ID: 6PYH). Schématické
zndzornéni odpovidd obr. 10. Barevné zndzornéni struktury odpovidd schématickému zndzornéni
domén. IGF-1 je oznaceno modre a aCT na hornim vyrezu Cervené pro lepsi kontrast. J[sou zndzornény
aminokyselinové zbytky His697 a Arg704 IGF-1R a Glu58 IGF-1.
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Obr. 46: PribliZzeny pohled na strukturu inzulinu (modrie) vdzaného na IR. (A) IR saturovany
inzulinem (PDB ID: 650F) ukazujici inzulin v primdrnim (sitel) a sekunddrnim (site2) vazebném
misté. (B) IR v nesaturovaném stavu obsazeny 3 molekulami inzulinu (PDB ID: 7STK — horni obrdzek;
PDB ID: 7ST] - spodni obrdzek). PribliZeny pohled zobrazuje inzulin vdzany v hybridnim vazebném
misté (sitel-2). Schématické zndzornéni odpovidd obr. 8. Barevné zndzornéni struktury odpovidd
schématickému zndzornéni domén krom aCT, kterd je zndzornéna Cervené pro lepsi kontrast. Jsou
zndzornény aminokyselinové zbytky His710 a Arg717 (a Arg488) IR a GluA17 inzulinu.
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