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Abstrakt

Insulin ptisobi jako klicovy hormon v udrzovani stalé hladiny glukdzy v krvi.
Mimo tuto metabolickou funkci ma navic insulin funkci ristového hormonu.
Rozdilnost v jeho plsobeni je zaloZena piredevsim na interakci se dvéma existujicimi
izoformami insulinového receptoru - IR-A a IR-B, které jsou razné zastoupeny v
lidském téle. Pfedpoklada se, Ze IR-A je zodpovédny piredevsim za mitogenni funkci, a
nachazi se v hlavné mozku, lymfatické ¢i plodové a rakovinné tkani, kdezto IR-B,
jehoZ hlavnim mistem je jaterni, tukova a svalova tkan, ma spise funkci metabolickou.
V posledni dobé je cilem vytvorit takovy insulinovy analog, ktery by se preferencné
vazal na IR-B a tak lépe kopiroval fyziologickou metabolickou funkci insulinu
potiebnou pro pacienty s diabetem. Na zakladé neddvno vyieSené 3D struktury vazby
insulinu na IR bylo zjiSténo, Ze C-konec ftetézce B podléhd pii vazbé na IR
konformac¢ni zméné, kdy dojde k ohybu konce tohoto fetézce asi o 90°.

Cilem této bakalatské prace byla priprava a charakterizace dvou insulinovych
analogli s premosténim C-konce B-retézce v mistech B26-B29 a B27-B29 pomoci
disulfického mistku, ktery by ohnutou strukturu konec retézce zafixoval a umoznil
zvysit afinitu IR a specifitu viici IR-B. Priprava byla provedena pomoci syntézy na
pevné fazi, cyklizace a ndasledné enzymové semisyntézy s vyuZitim trypsinu.
Vazebnymi testy k IR-A a IR-B byly nasledné urceny vazebné afinity jednotlivych
analogti vuci lidskému insulinu a jejich disociacni konstanty. Oba analogy byly
pripraveny uspésné, i kdyZz v nizkych vytéZcich. Tyto vytézky vSak stacily k
naslednému vazebnému testovani. Ze ziskanych hodnot lze fici, Ze v obou pripadech
doslo ke zvyseni specifity viici IR-B oproti lidskému insulinu. Afinita k jednotlivym
izoformam byla vSak znatelné sniZena. Vysledky této prace prezentuji dva tspésné
pripravené analogy se ctvrtym dodatecnym disulfidickym mistkem. Ziskané
poznatKy lze vyuzit k pripravé dalsich analogii s dodatecnym disulfidickym mistkem

a s vlastnostmi vhodnymi pro farmaceutické vyuZiti pri 1é¢bé diabetu.

Klicova slova: insulin, analog, insulinovy receptor, disulfidicky mistek, syntéza na

pevné fazi, enzymova semisyntéza



Abstract

Insulin acts as a key hormone in the blood glucose levels maintaining
mechanisms. Outside this metabolic function it also has a growth hormone
functionality. The interaction of insulin with the two existing insulin receptor
isoforms - IR-A and IR-B, which are variously represented in the human body is
determining insulin. IR-A, supposed to be mainly responsible for the mitogenic
function of insulin, is located in the brain or lymphatic cancer and fetal tissue,
whereas IR-B, performing metabolic function is located in adipose and muscle tissue.
Present aim is to design such insulin analogs that would preferentially bind to IR-B,
and could thus more efficiently carry out physiological metabolic function of insulin
necessary for patients with diabetes. Based on the recently solved 3D structure of
insulin bound to IR, it was found that the C-terminus of the B-chain of insulin must
undergo conformational change bending it in about 90°, for efficient binding to IR.

The aim of this thesis was the preparation and characterization of two insulin
analogs with bridging C-terminus of the B-chain in positions B26-B29 and B27-B29
using disulfide bridge. This could fix a bended structure of the B chain end and could
help to increase the affinity of IR and specificity for IR-B. The preparation was carried
out using solid phase synthesis, cyclization and subsequent enzymatic semi-synthesis
using trypsin. Both analogs were prepared successfully, but in low yields. These
yields, however, were sufficient for subsequent binding tests. Binding assays for the
IR-A and IR-B were performed to determine by the binding affinity of both analogs to
human insulin receptor isoforms, and their dissociation constants determined. From
the values obtained, we can conclude that in both cases there was an increased
specificity for IR-B compared to human insulin. However, the affinity of the individual
isoforms was significantly reduced. This thesis yielded two successfully prepared
insulin analogs with fourth disulfide bridge. The data obtained can be used to prepare
further similar analogs, which having desirable properties could find applications in

pharmaceutical use. (In Czech)

Key words: insulin, analog, insulin receptor, disulfide bridge, solid-phase synthesis,

enzymatic semisynthesis
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Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

Boc - t-butyloxykarbonylova skupina

BSA - hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)

DCM - dichlormethan

DIC - N,N-diisopropylkarbodiimid

DIPEA - N,N-diisopropylethylamin

DMA - dimethylacetamid

DMF - dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DOI - des(B23-B30)oktapeptid insulin

DODT - 3,6-dioxo-1,8-oktandithiol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

Fmoc - 9-fluorenylmethyloxyarbonylova skupina

GLUT-2 - glukosovy transportér typu 2

GLUT-4 - glukosovy transportér typu 4

HAc - kyselina octova

HEPES - 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonova kyselina

HBTU - 2 - (1H - benzotriazol - 1 - yl) - 1,1,3,3 - tetramethyluronium
hexafluorofosfat

IR - insulinovy receptor

[UB - Mezinarodni unie pro biochemii (z angl. International Union of Biochemistry)
[UPAC - Mezinarodni unie pro c¢istou a uzitou chemii (z angl. International Union of
Pure and Applied Chemistry)

NMP - N-methyl-2-pyrrolidon

RP-HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi (z angl. Reverse
Phase-High Performance Liquid Chromatography)

tBu - t-butylova skupina

TCEP - tris(2-chlorethyl)fosfat

TFA - trifluoroctova kyselina

TIS - triisopropylsilan

Trt - tritylova skupina



Dale jsou pouZivany jednopismenné zkratky aminokyselin podle doporuceni IUPAC-

[UB[1]. Pokud nenf uvedeno jinak, jedna se o aminokyseliny v L- formé.



1. Uvod

1.1 Insulin

Insulin je maly proteinovy hormon produkovany -butikami ve slinivce brisni,
konktrétné v Langerhansonovych ostravcich. Byl objeven roku 1921 a jeho
krystalickd struktura byla vyreSena roku 1969[2]. Je sloZen z 51 aminokyselin,
rozdélenych do dvou ftetézcl; tretezce A (21 aminokyselin) a ftetézce B (30
aminokyselin). Retézce jsou propojeny 2 disulfidickymi vazbami mezi cysteiny A7-B7
a A20-B19 a dalsi disulfidicky mustek je v ramci samotného retezce A mezi cysteiny
A6 a A1l (obrazek 2, strana 13).
zineCnatych iontl i hexamery[3]. Hexamery jsou hlavni tzv. zdsobni formou insulinu
napr. ve farmaceutickych preparatech insulinu podavanych diabetickym pacienttim.
Predpoklada se, Ze v hexamerni formé je insulin pfitomen i v sekre¢nich granulich -
bunék slinivky[4], ale neni pro to prozatim zadny piimy experimentalni dikaz.

Insulin hraje dutlezitou roli v udrzovani stalé hladiny cukru v krvi a v regulaci
jeho vstupu do bunék, ale také se vyznamné podili na metabolismu proteint a
lipidt[5]. Sekrece insulinu je rizena primarné hladinou krevni glukézy, ale podléha
komplexni regulaci[6]. Insulin se vaZe na specificky membranovy insulinovy receptor
(IR)[7]. Poruchy vsekreci insulinu, vazbé na jeho receptor ¢i ve
vnitrobunécné signalizaci po aktivaci receptoru mohou vést k rliznym onemocnénim,

jako je napriklad diabetes[8], nddorova onemocnéni[9] ¢i Alzheimerova choroba[10].

1.2 Insulinovy receptor (IR)

Insulinovy receptor je transmembranovy homodimerni alostericky protein
s enzymovou aktivitou ve své intracelularni Casti, ktery radime do rodiny
tyrosinkinaz. Sklada se zedvou extracelularnich o-podjednotek a dvou JB-
podjednotek, které jsou castecné extraceluldrni, transmembranové a intracelularni.
Intracelularni  B-podjednotky vykazuji tyrosinkinazovou aktivitu. Monomery IR jsou
tedy identické a kazdy z nich se sklada z jedné podjednotky o a jedné podjednotky B.

Podjednotky o a f jednoho monomeru jsou navzajem spojeny disulfidickymi miistky
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a zaroven jsou oba monomery spojeny v dimer disulfidickymi mistky (obrazek 1).
Krystalicka struktura extraceluldrni ¢asti IR byla vyfeSena roku 2006. Extracelularni
cast IR se sklada ze dvou a-podjednotek propojenych disulfidickymi mistky, z nichz
kazda ma tvar obraceného pismena "V"[11]. Jedna vétev tohoto V je tvoirena
doménami CR (,cystein rich“), L1 (,leucin rich)“ a L2, zatimco druha se sklada z
linedrniho usporadani tfi domén Fnlll 1-3 (fibronektin) (obrazek 1). Kvarterni
struktura extracelularni c¢asti IR se vytvari specifickou interakci a vzajemnym
usporadanim obou o-podjednotek tak, Ze o-podjednotky IR jsou vici sobé v
antiparalelnim usporadani. Dale se ukazalo, Ze C konec jedné o-podjednotky IR,
nazyvany jako segment ,aCT“ leZzi primo na [-listech domény L1 druhé o-

podjednotky. Tento segment oCT je nezbytny pro vazbu insulin na IR[12].
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Obrazek 1. - Podjednotkové sloZeni insulinového receptoru a krystalova struktura o-
podjednotky insulinového receptoru. Obrazek A zobrazuje schéma modelu
insulinového receptoru s jeho vyznacenymi doménami a podjednotkami propojenymi
disulfidickymi vazbami (Sedé vazby). Obrazek B ukazuje 3D krystalickou strukturu o-

monomeru IR. Podle McKern et al., Ref. [11].

Insulinovy receptor ma dvé izoformy, IR-A a IR-B, odliSujici se pritomnosti
kratké aminokyselinové sekvence (12 aminokyselin) kddované exonem 11[13]. Tato

sekvence 12 aminokyselin je umisténa praveé na karboxylovém konci peptidu aCT
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o kterém jsme hovorili vySe. V pripadé IR-B je pritomna, v pripadé IR-A chybi.
Izoformy IR jsou zastoupeny v raznych tkanich. IR-A se nachazi predevsim v mozku,
lymfatické ¢i plodové a rakovinové tkani, zatimco IR-B se vyskytuje ¢i dominuje
pouze ve tkanich, které se vyznacuji specifickou absorpci glukézy v zavislosti na
plisobeni insulinu jako odpovédi na vysokou hladinu krevniho cukru[14]. Témito
tkdnémi jsou hlavné svalova a tukova tkan. Pfi tomto mechanismu vazba insulinu na
receptor indukuje kaskadu fosforylaci vnitrobunécnych proteind, kterda ma za
nasledek premisténi specifického transportéru Glut4 z cytosolu do membrany bunky
a pravé prostrednictvim Glut4 pak glukéza do burky vstupuje. Vjinych tkanich
vstupuje glukéza do bunék nezavisle na plisobeni insulinu. Dalo by se tedy
zjednodusené rici, Ze IR-A je vice zodpovédny za mitogenni funkce insulinu jako
ristového hormonu, zatimco IR-B je odpovédny hlavné za metabolické efekty
insulinu.

Insulin byl béhem let modifikovan a syntetizovan mnoha zptisoby, jak pro
biologicky a biochemicky vyzkum, tak pro rozvoj biofarmak[15]. S novymi poznatky,
objevy a rozvijejicimi se moZnostmi peptidové syntézy a HPLC se objevuji stale nové
insulinové analogy. Sest analogti insulinu je jiZ v klinické praxi pouZivano pro 1é¢bu
diabetu[16]. Tyto analogy se ovSem od lidského insulinu nelisi ve svych vlastnostech
vUci receptoru insulinu. Oproti insulinu lidskému maji ovSem rozdilnou rozpustnost,
a tim i rychlejsi nastup ucinku ¢i naopak prodlouzenou dobu plisobeni v organismu.

Na zakladé existence obou izoforem IR (IR-A a IR-B) a jejich specifik, je snaha
vytvorit takovy insulinovy analog, ktery by s dostate¢nou afinitou dominoval vazbou
na IR-B. Takovy analog by byl potencidlné vhodnym kandidatem k vyuZiti v 1é¢bé
diabetu a zaroven by minimalizoval riziko vzniku nddorovych onemocnéni a dalSich

vedlejsich ucinka[14][17][18].

1.3 Interakce insulinu s IR

Mechanismus interakce insulinu s jeho receptorem se studuje jiz desitky let a
stale nebyl zcela objasnén[19]. IR, jak jiZ bylo FecCeno, je dimerni a obsahuje 2 vazebna
mista pro insulin, kterd jsou od sebe pomérné vzdalena. Na receptor se tak mohou
teoreticky vazat dvé molekuly insulinu. Kazdé z téchto vazebnych mist se navic sklada

ze dvou dil¢ich vazebnych mist, ktera pevné ,uchopi“ navazanou molekulu insulinu.
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Na tvorbé téchto vazebnych mist se dcastni oba monomery IR a vzdjemné se tak
dopliuji. Vazebna mista prvniho monomeru oznacujeme jako 1 a 2, zatimco vazebna
mista druhého monomeru pro jasnost oznacujeme jako 1' a 2'. Insulin po navazani
propojuje tyto dva monomery v jejich antiparalelnim usporddani dvojim
zplsobem[20]. Propojenim mista 1 s mistem 2', nebo mista 2 s mistem 1'. Vazba
insulinu vykazuje negativni kooperativitu, coZ znamend, Ze po navazani prvni
molekuly insulinu na receptor, je afinita receptoru k dal$i molekule insulinu
sniZena[20].

Pii mapovani aminokyselin v molekule insulinu ucastnicich se samotné vazby
insulinu na receptor bylo objeveno nékolik tiseki aminokyselin, které jsou, jak se
pozdéji zjistilo, esencialni pro spravnou vazbu a funkci hormonu. Jde o tzv. ,klasické”
nebo-li primarni vazebné misto insulinu (interagujici s vazebnym mistem 1 ¢i 1°
receptoru) a ,sekundarni” misto insulinu (interagujici s vazebnym mistem 2 ¢i 2°
receptoru) pro vazbu na receptor. U mista primarniho jde hlavné o aminokyseliny A1,
A2, A3, A5, A19, A21, B12, B16 a B23-B26[21][22] a sekundarni misto zahrnuje
hlavné aminokyseliny A12, A13, A17,B10, B13 a B17[23] (Obrazek 2).

Obrazek 2. - Tzv. primarni struktura lidského insulinu. Retézec A insulinu je zobrazen
cervenymi kulickami a retézec B kulickami modrymi. Aminokyseliny, u nichZ se
predpoklada interakce svazebnym mistem 1 receptoru insulinu jsou oznaceny
zelenymi jednickami a aminokyseliny, u nichZ se predpoklada interakce s vazebnym

mistem 2 receptoru fialovymi dvojkami.

V ramci vyvoje analogii bylo hlavnim cilem jednak co nejvice napodobit

fyziologickou funkci insulinu v organismu za ucelem farmaceutického pouziti (vyvoj
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rychle ¢i naopak pomalu plisobicich analog, viz vySe) a samoziejmé také objasnit jak
insulin interaguje s IR. Pokroku ve vyvoji do nedavna branil nedostatek 3D struktur
popisujicich vazbu insulinu a IR. AvSak vroce 2013 byla vyfreSena prvni dlouho
oc¢ekavana struktura komplexu IR s insulinem[24] mapujici interakci primarniho
vazebného mista insulinu s vazebnym mistem 1 (¢i 1°) receptoru. Zjistilo se a je
pozoruhodné, Ze hlavni interakce insulinu s doménou L1 a-podjednotky IR neni
piima, ale je zprostredkovana pomoci aCT-segmentu. Také se ukazalo, Ze C-konec
retézce B insulinu musi podstoupit konformac¢ni zménu, aby se vytvoril prostor pro
tento aCT-segment a mohlo dojit k vsunuti C-konce retézce B insulinu mezi doménu
L1 a aCT-segment. K umoznéni této zmény konformace C-konce B-retézce musi dojit
k vychyleni useku aminokyselin B25-B30 a kjejich odklonu od centralni c¢asti
insulinu[25], viz obrazek 3A na strané 15 (Ref. [26]).

1.4 "Idea prace"

Na zakladé téchto novych poznatkl bylo nedavno vytvoieno nékolik analogi
insulinu scilem zafixovat tzv. aktivni (ohnutou) konformaci C-konce retézce B
insulinu pomoci kovalentniho premosténi peptidového retézce v tomto vySe
popsaném useku (pozice B25-B30). Konkrétné slo o premosténi C-konce retézce B
insulinu v riznych pozicich pomoci triazolového mistku (obrazek 3B, strana 15). U
takto pripravenych insulinovych analogli byly nasledné urceny jejich specifity a
vazebné preference vici jednotlivym izoformam IR[27].

V této praci budu navazovat na zminénou sérii analogi insulinu, kde
piremosténi C-konce B-retézce vedlo k zvySené afinité viiCi IR a zejména ke zvySené
selektivité viici IR-B. Konkrétné se budu vénovat premostovani C-konce B-fetézce
insulinu pomoci disulfidického mistku. Umisténi disulfidického mistku do
specifickych poloh C-konce retézce B insulinu by mohlo vést k ohybu této c¢asti
molekuly insulinu, coZ by mohlo vést ke zvysené afinité vici IR a pripadné k zvySené
selektivité viici IR-B. K pouziti disulfidického mtstku v C-konci B-tetézce insulinu nas
inspirovaly nedavné prace tymu zfirmy Novo Nordisk A/S (Ref. [28]), kdy byl
inkorporovan dodatecny disulfidicky miistek do riznych pozic insulinu, avsak ne do

C-konce retézce B.
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IR L1 Domain

Obrazek 3. - A. 3D struktura insulinu v komplexu s IR. Retézec A insulin je oznacen
7luté. Retézec B insulinu v tzv. neaktivni ¢ zasobni konformaci je oznacen hnédé.
Zelené je oznacen ftetézec B insulinu vkonformaci navazané na receptor
(aminokyseliny B28-B30 nebyly v krystalové struktufe rozliSeny). Zreceptoru
insulinu je ukazan pouze segment aCT z izoformy IR-A (fialové). Z obrazku je jasné,
Ze tetézec B insulinu se musi ,odklopit” od centralni ¢isti molekuly insulinu, jinak by
doslo ke stretu se segmentem receptoru o.CT. Podle Menting et al. (Ref. [26]). Na
obrazku 3B je opét zobrazena interakce insulinu s IR (fetézec A je hnédy a retézec B
rizovy, aminokyseliny B28-B30 nebyly v komplexu rozliSeny) zprostredkovana pres
aCT-segment receptoru (z IR-A, vyznacen fialové). Zluté je na obrazku rovnéz
vyznaCena cast retézce B (aminokyseliny B23-B30) specidlné upraveného analogu
insulinu jak se vaze na IR. Za povSimnuti stoji linker v polohach B26-B29 analogu
obsahujici péti¢lenny triazolovy kruh. Sedé je zde rovnéz vyznacena doména IR L1.

Podle Vikova et al. (Ref. [27]).
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2. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo pripravit analog insulinu s disulfidickym
miuistkem mezi polohami B27 a B29 (analog 1) a urcit jeho vazebné afinity vici IR-A a
IR-B.

V ptipadé dspéchu u prvniho analogu bylo dal$im cilem pripravit analog
insulinu s disulfidickym muistkem mezi polohami B26 a B29 (analog 2) a urcit jeho

vazebné afinity viici IR-A a IR-B.
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3. Material

aceton- Penta, Chrudim, CR

acetonitril (ACN) - Fischer Scientific, Leics, UK

1,4-butandiol - Fluka, Buchs, §V}'Icarsko

diethylether - Penta, Chrudim, CR

dichlormethan (DCM) - Penta, Chrudim, CR

diisopropylethylamin (DIPEA) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
dimethylacetamid (DMA) - Fluka, Buchs, Svycarsko

N,N - dimethylformamid (DMF) - Macron Fine Chemicals, Center Valley, USA
dimethylsulfoxid (DMSO) - Penta, Chrudim, CR
des(B23-B30)oktapeptid-inuslin (DOI) - skupina dr. Jira¢ka, UOCHB AV CR
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Lachema, Neratovice, CR
3,6-dioxa-1,8-octanedithiol (DODT) - Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japonsko
Fmoc-chranéné aminokyseliny - Novabiochem, Lucern, gvy’/carsko

fenol - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

mono-125]-TyrA14-lidsky insulin - Perkin Elmer, Waltham, USA

kyselina octova 99% (HAc) - Penta, Chrudim, CR

N-methylmorpholin - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) - Merck, Kenilworth, USA

octan vapenaty - Fluka, Buchs, Svycarsko

teleci sérum - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

thioanisol - Fluka, Buchs, §V}'Icarsko

trifluoroctova kyselina (TFA) - Fluka, Buchs, Svycarsko

Tris/HCI - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

triisopropylsilan (TIS) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
tris(2-chlorethyl)fosfat (TCEP) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

trypsin - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Wangova pryskyrice substituovanad Fmoc-Thr(OtBu) - Wang resin, Novabiochem,
Lucern, gvy’/carsko

2 - (1H - benzotriazol - 1 - yl) - 1,1,3,3 - tetramethyluronium hexafluorofosfat

(HBTU) - Novabiochem, Lucern, SV}'Icarsko
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2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova kyselina (HEPES) - Sigma, St.
Louis, USA
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4. Metody

4.1. Syntéza oktapeptidli na pevné fazi
4.1.1 Automaticka syntéza

Peptid G-F-F-Y-C-P-C-T (peptid 1) byl pripravovan na zakazku v servisnim
pracovisti Syntéza peptidi UOCHB AV CR na automatickém syntetizatoru ABI 433A
od firmy Applied Biosystems. Priprava peptidd byla provedena pomoci syntézy na
pevné fazi podle Merrifielda[29]. Jako chranici skupina a-aminoskupin byla pouZita
9-fluorenylmethyloxykarbonylova skupina (Fmoc). Postranni retézce byly chranény
pomoci skupin Trt, tBu a Boc. Jako pevna faze byla pouzita Wangova pryskyftice
predem substituovana prvni C-koncovou aminokyselinou, tedy threoninem. Syntéza
probéhla v méritku 200 umol. Kazdy kondenzacni cyklus byl 1-2krat opakovan. V
kazdém cyklu byl ptidan 10-ti nasobek stechiometrického (molarniho) mnoZstvi dané
Fmoc-aminokyseliny a stejné mnozstvi 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorofosfatu (HBTU) pifi dvojnasobném prebytku N,N-
diisopropylethylaminu (DIPEA) vii¢i aminokyseliné na pryskyrici v prostiedi N-
methyl-2-pyrrolidonu (NMP).

Pryskyfice z reaktoru syntetizatoru byla prevedena do barky a prelita stépici
smési obsahujici 0,75 ml deionizované vody, 0,75 ml thioanisolu, 0,375 ml 3,6-dioxo-
1,8-oktandithiolu (DODT), 0,15 ml triisopropylsilanu (TIS), 0,75g fenolu a byla
doplnéna na celkovy objem 30 ml kyselinou trifluoroctovou (TFA) 91,5% (v/v).
Reakéni smés byla michadna pii laboratorni teploté 2 hodiny. Produkt byl
prefiltrovanim pres fritu S3 do ledového diethyletheru. Nasledné byla sraZenina
peptidu filtrovana pres fritu S4. Vysledny peptid byl promyt 400 ml ledového
diethyletheru a nechan vysusit. SraZzeny peptid byl nasledné preveden do 100 ml
barnky.

4.1.2 Manualni syntéza
Peptid G-F-F-C-T-P-C-T (peptid 2) byl ptripraven metodou manualni syntézy na
pevné fazi pomoci Wangovy pryskytice v mnozstvi 200 pumol. Syntéza byla provedena

v plastové stiikacce. Jako chranici skupina o-aminoskupin byla pouZita Fmoc.
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Postranni retézce byly chranény pomoci skupin Trt, tBu a Boc. Prvni aminokyselina
Fmoc-threonin byla jiZ substituovana a na pryskyfici.

Pryskyrice s prvni aminokyselinou se nejprve nechala bobtnat 15 min v 2 ml
DMF. Nasledné byla promyta 2x5 ml dimethylformamidu (DMF). Chranici skupina
Fmoc byla odStépena pomoci 1,5 ml 20% piperidinu v DMF (5 a nasledné 20 minut).
Deprotek¢ni  reakce byla  poté  kvantitativné  zkontrolovdna  pomoci
spektrofotometrického méreni absorbance piperidin-dibenzofulvenového komplexu
vzniklého odstranénim skupiny Fmoc. Absorbance komplexu byla méfena pti vinové
délce 301 nm za pouziti extinkéniho koeficientu 7040 M-1 cm 1. Poté byla pryskyftice
promyta 2x5 ml DMF, 4x5 ml dichlormethanu (DCM) a nasledné 4x5 ml NMP.
Navazani dal$ich aminokyselin (3 ekvivalenty) bylo provedeno s ¢inidly HBTU (3
ekvivalenty) a DIPEA (7 ekvivalent) v prostiedi NMP (2 ml), vZdy po dobu 1-2
hodiny. Kondenzacni reakce byla vZdy kontrolovana Kaiserovym testem detekujicim
pritomnost volnych a-aminoskupin. V ptipadé nedostatecné kondenzace byl postup
opakovan za stejnych podminek.

V pripadé, Ze se nechala kondenzac¢ni reakce probihat pres noc, kondenzace
aminokyselin (3 ekvivalenty) probihala s ¢inidlem N,N-diisopropylkarbodiimid (DIC)
(3,6 ekvivalent) a HOBT (3,6 ekvivalent), celé rozpusténo ve 2 ml DCM:NMP (1:1).
Pryskyrice byla nasledné promyta 3x5 ml DCM:NMP (1:1) a 6x5 ml DMF.

Pryskyrtice s vyslednym oktapeptidem byla promyta 5 ml DMF a 4x5 ml DCM a
vysuSena. Peptid byl Stépen z pryskytice s 22,5 ml Stépici smési obsahujici 0,75 ml
thianizolu, 0,375 ml DODT, 0,75g fenolu, 0,15 ml TIS, 0,75 ml deionizované vody a 21
ml TFA (91,5 %, v/v). Stépeni probihalo 2 hodiny za laboratorni teploty.

Produkt byl prefiltrovanim pres fritu S3 do ledového diethyletheru. Nasledné
byla srazenina peptidu filtrovana pres fritu S4. Vysledny peptid byl promyt 400 ml

ledového diethyletheru a nechan vysusit.

4.2 Cyklizace oktapeptidu

4.2.1 Cyklizace a purifikace peptidu 1

Z celkové hmotnosti 152 mg surového peptidu 1 bylo odebrano 78 mg a
rozpuSténo v 8 ml 63% acetonitrilu (ACN). Dale bylo pridano 48 mg redukéniho
¢ininidla tris(2-chlorethyl)fosfatu (TCEP). Reak¢ni smés byla michana (to¢ena) cca 20
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hodin v uzaviené barice a nasledné fedéna na ptiblizné 50 uM koncentraci pomoci 1,7
1 10% roztoku DMSO ve vodé. pH smési bylo upraveno pomoci kyseliny octové (HAc)
na hodnotu 5-6. Reak¢ni smés byla po dobu 22 h nejprve michdna a poté nasledné
ponechdana stat bez michani za laboratorni teploty v oteviené barice a temnu oxidovat
po dalSich 26 h. Nasledné byla smés odpatena (hlavné voda) na rotacni vakuové
odparce a DMSO postupné odstranén lyofilizaci.

Pribéh cyklizace peptidu 1 byl monitorovan pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC). RP-HPLC byla provadéna na pristrojich
firmy Waters (Cerpadlo Waters 600, dualni UV/VIS detektor Waters 2487 - Milford,
USA). Zjisténa data byla zpracovana pomoci programu Clarity Lite od firmy Data
Apex. Eluce probihala gradientovou metodou se vzristajici koncentraci ACN v
deionizované vodé za pritomnosti 0,1% TFA. K miSeni a zméné gradientu byl pouzit
roztok A (0,1% TFA ve vodé) a roztok B (0,1% TFA s 80% ACN). Absorbance byla
méfena pri vinovych délkach 218 a 276 nm. Pro analyzy byla pouZita analyticka
kolona Nucleosil 120-5-C18 o rozmérech 250x4 mm firmy Macherey-Nagel (Diiren,
Némecko) pri pritokové rychlosti 1 ml/min. Vyuzivany gradient je uveden v tabulce
1 (str. 22).

Cyklicky peptid 1 (po odstranéni DMSO) byl nasledné purifikovdn pomoci
preparativniho RP-HPLC na preparativni koloné Nucleosil 120-5-C18 o rozmérech
250x21 mm firmy Watrex (Praha, CR) pii priitokové rychlosti 9 ml/min. VyuZivany
gradient je uveden v tabulce 1 (str. 22). Identita peptidu byla ovérena pomoci

hmotnostni spektrometrie.

4.2.2 Cyklizace a purifikace peptidu 2

Z celkové hmotnosti 130 mg surového peptidu 2 bylo odebrano 65 mg a
pireneseno do 1,51 10% DMSO ve vodé. pH bylo upraveno na hodnotu pH 5-6 pomoci
HAc. Smés byla nasledné ponechana pfi laboratorni teploté oxidovat v temnu, bez
michani. Pribéh cyklizace peptidu 2 byl monitorovan pomoci RP-HPLC s analytickou
kolonou Nucleosil 120-5-C18 o rozmérech 250x4 mm firmy Watrex (Praha, CR) s
priitokovou rychlosti 1 ml/min. Po 48 hodinach byla reakce jiz kompletni a peptid 2
oxidovany. Smés byla nasledné 2 dny postupné nandSena na sorbent C18 LiChroprep

RP-18 (25-40pum) firmy Merck (Kenilworth, USA) ve sklenéné koloné. Kolona se
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sorbentem (asi 50 ml) byla poté promyta 600 ml deionizované vody, aby byl
odstranén DMSO. Cyklicky peptid byl eluovan pomoci roztoku 80% ACN, 0,1% TFA,
kdy byly odebirany frakce po (cca) 15 ml a pribézné analyzovany pomoci RP-HPLC.

Cyklicky peptid se nasledné purifikoval pomoci preparativniho RP-HPLC na
preparativni koloné Nucleosil 120-5-C18 o rozmérech 250x21 mm firmy Watrex
(Praha, CR) pii priitokové rychosti 9 ml/min. VyuZivany gradient je uveden v tabulce

1.

Tabulka 1. Gradient 1 vyuzivany pro analyzu a purifikaci peptidi. Absorbance byla
métena pri vinovych délkach 218 a 276 nm. Pro analyzu byl pouzit pritok 1 ml/min a
pro preparaci pritok 9 ml/min. Jako roztok A byla pouzita 0,1% TFA (v/v) ve vodé a
jako roztok B byl pouZzit 80% (v/v) ACN ve vodé za pritomnosti 0,1 % TFA (v/v).

Gradient 1
Cas [min] 0 30 31 32 32,1
Koncentrace roztoku B [%] (v/V) 30% | 50% | 100% | 100% | 30%

4.3 Enzymova semisyntéza analogu insulinu

Des(B23-B30)oktapeptidinsulin (DOI) pouZzity pro semisyntézu byl jiz drive
pripraven vlaboratofi Dr. Jird¢ka a byl purifikovdn na preparativni koloné C4
vsystému voda/acetonitril/0.1% TFA. Tato purifikace nebyla soucasti této

bakalarské prace.

4.3.1 Enzymova semisyntéza a purifikace analogu insulinu 1

Peptid (18,2 umol) byl spolu s DOI (2,67 pumol) rozpusStén v roztoku o
celkovém objemu 340 ul obsahujici 35% (v/v) dimethlyacetamidu (DMA) ve vodé,
35% (v/v) 1,4-butandiol a 30% (v/v) smési obsahujici 0,2 M Tris/HCl (o pH 8), 10
mM octan vapenaty a 1 mM ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA).

pH reakce bylo nasledné upraveno pomoci N-methylmorpholinu (3 pl) na

hodnotu 6,9-7,1. Reakce byla michana za laboratorni teploty a byly odebirany vzorky
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po 1 ul v riznych casech. Priibéh reakce byl sledovan pomoci HPLC s analytickou
kolonou.

Po 3,5 hodinach bylo pridano 1,3 mg trypsinu a 1 pl N-methylmorpholinu a
smés byla michana pti 37°C. Reakce probihala pres noc a po 21 hodinach zastavena
pomoci acetonu. Poté byly sraZené peptidy centrifugovany, vysuSeny a rozpustény ve
100 pl 10% HAc.

Preparace a analyza analogu byla provadéna pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC). VyuZivané pristroje k méreni a ostatni
parametry se shoduji s vyuzitim u preparace a analyzy peptid.

Pro analyzu insulinového analogu 1 byla pouZivdna analytickd kolona
Nucleosil 120-5 C18 o rozmérech 250x4 mm firmy Macherey-Nagel (Diiren,
Némecko) s pritokovou rychlosti 1 ml/min. Pro purifikaci analogu 1 byla pouzita
semipreparativni kolona Nucleosil 120-5 C18 o rozmérech 250x10 mm. VyuZivany

gradient je uveden v tabulce 2 (str. 24).

4.3.2 Enzymova semisyntéza a purifikace analogu insulinu 2

Peptid (33,5 pmol) byl rozpustén v roztoku o celkovém objemu 643 pul
obsahujici 35% (v/v) DMA ve vodé, 35% (v/v) 1,4-butandiol, a 30% (v/v) smési
obsahujici 0,2M Tris (pH 8), 10 mM octan vdpenaty a 1 mM EDTA. Nasledné byl
ptidan DOI (4,95 umol). Z této smési byl odebran vzorek reprezentujici pocate¢ni cas
reakce a analyzovdn na RP-HPLC s analytickou kolonou. Reakce byla nasledné
odstartovana piidanim trypsinu (0,2 pmol). IThned po promichani reakcéni smési bylo
pH reakce upraveno pomoci N-methylmorpholinu (3 pl) na hodnotu 6,9-7,1. Reak¢ni
smés byla poté michana pri 37°C a postupné byly odebirany vzorky (1 pl) v riznych
¢asech. Priibéh reakce byl zaznamenavan pomoci HPLC na analytické koloné. Po 3
hodinach reakce bylo vzhledem ke Spatné rozpustnosti pridano 100 pl ptivodniho
roztoku (1,4-butandiol, DMA, Tris ve stejném poméru jak je popsano vyse). Po 6
hodinach bylo ptidano dalsich 100 pl roztoku. Po 23 hodinach byl pridan dalsi 1 pl N-
methylmorpholinu, 2 pg trypsinu a 120 pl DMF. Po 31 hodinach byla reakce
zastavena pridanim acetonu. Vysrazené peptidy byly poté vysuSeny a rozpustény ve

smési 10% HAc, 40% ACN.
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Pro analyzu insulinového analogu 1 byla pouZivdna analytickd kolona
Nucleosil 120-5 C18 o rozmérech 250x4 mm firmy Macherey-Nagel (Diiren,
Némecko) s priitokovou rychlosti 1 ml/min. Pro purifikaci analogu 1 byla pouzita
semipreparativni kolona Nucleosil 120-5 C18 o rozmérech 250x10 mm VyuZivany

gradient je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. - Gradient 2 vyuzivany pro analyzu a purifikaci insulinovych analogt.
Absorbance byla méfena prti vinovych délkach 218 a 276 nm. Jako roztok A byla
pouzita 0,1% TFA (v/v) ve vodé a jako roztok B byl pouzit 80% (v/v) ACN ve vodé za
pritomnosti 0,1 % TFA (v/v).

Gradient 2

v

Cas [min] 0 1 21 34 36 37 37,1

Koncentrace roztoku B [%] | 10% | 35% | 45% 55% 90% [90% | 10%
v/v)

4.4 Hmotnostni spektrometrie

Pro identifikaci pripravenych peptidi a insulinovych analogi byla vyuzita
hmotnostni spektrometrie v Laboratofi hmotnostni spektrometrie UOCHB AV CR. Ve
vétsSiné pripadd na pristroji LTQ Orbitrap XL od firmy Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA) metodou ESI (Electrospray lonization) v pozitivnim iontovém médu
a v jednom piipadé (cyklicky peptid 2) i na tandemovém hybridnim hmotnostnim

spektrometru Q-TOF micro (Waters - Milford, USA) opét metodou ESI.

4.5 Vazebné testy ligandu s IR-A a IR-B in vitro

4.5.1 Priprava roztokt ligandti IR pro vazebné testy

Zasobni roztoky insulinu a analogi byly pripraveny v 0,1% HAc o koncentraci
100 pg/ml. Presné koncentrace latek byly urceny pomoci spektrofotometrického
méreni absorbance pfi vinové délce 280 nm. Extinkéni koeficient (€) pro lidsky
insulin mél hodnotu 5840 M-l.cm! a pro analog 1 mél hodnotu 6080 M-1l.cm1.

Extink¢ni koeficient pro analog 2 mél hodnotu 4800 M-1.cm-1. Extink¢ni koeficienty
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byly spocteny zakladé poctu tyrosint a cysteinii ze vztahu &€ =(nY x 1280) + (nC x
120), kde nY znaci pocet tyrosinli a nC pocet cysteinli obsazenych v molekule.
Roztoky jednotlivych ligandd (analogli a lidského insulinu) byly pred samotnym
testovanim redény pomoci vazebného pufru obsahujiciho 100 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM MgS04, 1ImM EDTA, 10 mM glukosu, 15 mM octan sodny a
1% (w/v) hovézi sérovy albumin (BSA). pH roztokd bylo upraveno hydroxidem

sodnym na hodnotu 7,6.

4.5.2 Priprava bunék pro stanoveni vazebné afinity ligandu k IR-A

K vazebnym testiim byla pouzita bunécna linie lidskych lymfocytt IM-9, ktera
exprimuje vyhradé IR-A. Bunécnd linie byla péstovana dle doporuceni ATCC, USA.
Bunky byly kultivovany pri teploté 37°C v prostiedi s 5% obsahem CO2, v médiu
RPMI-1640 obsahujicim 10% telectho séra, 100 IU/ml penicilinu, 100 pg
streptomycinu a 2ZmM L-glutamin. Buiiky byly trikrat tydné pasaZovany. Vypéstované
bunky byly spocitany a nasledné redény vazebnym pufrem na koncentraci 2 miliony

bunék/ml.

4.5.3 Testovani vazebné afinity liganda k IR-A

Testovani vazebnych afinit analogli vii¢i jednotlivym izoformam receptorti
probiha jako kompetice mezi testovanym ligandem a lidskym insulinem znacenym
pomoci izotopu 125] na tyrosinu A14. Testovani probiha za konstantniho mnozZstvi
radioaktivné znac¢eného insulinu i bunék IM-9. Koncentrace testovaného ligandu je
postupné zvySovana.

Testovani bylo provedeno za pouziti bunécné linie IM-9 postupem dle
Morcavallo a kol.[30]. Testovaci smés vZdy obsahovala bunky v po¢tu 2 miliony/ml],
roztok s konstantni koncentraci insulinu znaceného izotopem 125 a postupné rostouci
koncentraci daného analogu. Reakce probihala pri teploté 15°C po dobu 2,5 hodiny a
reakcéni smés byla kazdou pllhodiny promichana. Celkovy objem reakéni smési byl
500 pl. Po uplynuti inkubacni doby byl z kazdé reakéni zkumavky vytvoren duplikat o
objemu 200 pl, ke kterému bylo piidano 200 pl vychlazeného vazebného pufru, ¢imz
byla reakce ukoncena. Nasledné byly vzorky centrifugovany pii 13000 x g po dobu 10
minut a pri teploté 4°C. Supernatant byl nasledné odsat a pelety byly pouZity k
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méreni radioaktivity pomoci y-pocitace (Wizard 1470 Automatic y Counter). Doba
méreni jednoho vzorku byla 10 minut. Data byla analyzovana pomoci programu
vytvoreného v aplikaci Excel z laboratore prof. P. De Meytse z firmy NovoNordisk A/S
specialné vytvoreného pro testovani vazebnych afinit na vyuzivaném typu bunék.
Program je zaloZen na analyze podle modelu vazby jednoho vazebného mista (z angl.
One-site Fitting Model) metodou nelinedrni regrese a bere v ivahu tzv. depleci ligandu
pfi jeho nizkych koncentracich. Alternativné byl vyuZivan i program GraphPad Prism
5 za pomoci stejného modelu.

Vazebna krivka analogu byla mérena jedenkrat az trikrat (v zavislosti na
dostupném mnozstvi analogu) a z kazdé krivky ur¢ena hodnota disocia¢ni konstanty
analogu. Jednotlivé hodnoty disociacnich konstant byly nasledné pouzity k vypoctu
vysledné hodnoty disocia¢ni konstanty analogu (Ki). Hodnota disocia¢ni konstanty
lidského 12°]-insulinu vici receptoru IR-A nutna pro vypocet byla stanovena na 0,3
nM. V pripadé, Ze byla pro analog k dispozici jen jedna vazebna krivka, je uvedena jen
hodnota Kq urCend na zadkladé této krivky bez uvedené experimentalni chyby.
V pripadé dvou zjisténych krivek pro analog byla vypoctena priimérna hodnota Ky a
je kni udan rozsah chyby. V pripadé tii dostupnych krivek pro analog byla urcena

stredni hodnota Ky a k ni smérodatna odchylka.

4.5.4 Priprava bunék pro stanoveni vazebné afinity ligandu k IR-B

K vazebnym testim byla pouZzita bunécna linie mySich embryonalnich
fibroblasti s blokovanou expresi genti pro mysi IGF-1R a transfekovana lidskym IR-B
(R-/IR-B)[27].

Piiprava bunék a stanoveni vazebné afinity ligandi k IR-B probihala metodou
podle Zakové a kol.[31]. Buiiky byly kultivovany pii teploté 37°C v prostiedi s 5%
obsahem CO2, v médiu DMEM obsahujicim 25 mM glukosu, 10% teleciho séra, 100
[U/ml penicilinu, 100 ug/ml streptomycinu, 3 pg/ml puromycinu a 2 mM L-glutamin.
Bunky byly trikrat tydné pasaZzovany. Den pred testovanim byly buniky nasazeny na
24-jamkové desticky v koncentraci asi 12000 bunék na jamku. Vysledna koncentrace

bunék pouzitych k testovani byla 20000-30000 bunék na jamku.
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4.5.5 Testovani vazebné afinity liganda k IR-B

Burniky byly ponechany 6 h pred testovanim v médiu bez teleciho séra, aby se
dosahlo odstranéni insulinu ze séra a ovlivnéni méreni. Nasledné byly buriky bunécéné
linie R-/IR-B dvakrat omyty vazebnym pufrem (viz sloZeni vazebného pufru v kap.
4.5.1). Testovaci smés vzidy obsahovala roztok s konstantni koncentraci insulinu
znaceného izotopem 125 a postupné rostouci koncentraci daného analogu. Reakce
probihala pri teploté 5°C po dobu 16 hodin a reakéni smés byla kontinualné michana
na tiepacce. Celkovy objem reakcni smési byl 250 pl. VSechny vzorky byly pripraveny
v duplikatech. Po uplynuti inkubac¢ni doby byly jednotlivé vzorky promyty dvakrat
300 pl vychlazeného vazebného pufru a nasledné solubilizovany 300 ul 0,1 M NaOH,
¢imzZ byla reakce ukoncena. Po 15 minutach byly vzorky se solubilizovanymi burikkami
z kazdé jamky kvantitativné preneseny do zkumavek, které byly poté vyuZity k
méreni radioaktivity pomoci y-pocitace (Wizard 1470 Automatic y Counter). Doba
méreni vzorku byla 1 minuta.

Data byla analyzovana v programu GraphPad Prism 5 metodou nelinedrni
regrese s modelem vazby jednoho vazebného mista, ktera bere v iivahu tzv. depleci
ligandu pfi jeho nizkych koncentracich. Hodnota disociac¢ni konstanty lidského 125]-
insulinu vici receptoru IR-B nutnad pro vypocet byla stanovena na 0,3 nM. Z kazdé
kiivky byla urcena hodnota disociacni konstanty analogu. Postup vypoctu finalni Kq

byl stejny, jako je popsano vyse pro IR-A (kapitola 4.5.3.).
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5. Vysledky

5.1 Syntéza oktapeptid( na pevné fazi a jejich cyklizace

Syntézou na pevné fazi byly pripraveny dva oktapeptidy (1 a 2) pro pripravu
analogli insulinu 1 a 2. Oba peptidy byly jiz v ,surovém” stavu cyklizovany pomoci
oxidacni reakce, ktera byla priibézné analyzovana a produkty nasledné purifikovany
pomoci RP-HPLC za podminek popsanych v kapitole 4.2. Identifikace peptidi byla

provedena pomoci hmotnostni spektrometrie.

5.1.1 Syntéza peptidu 1

Analyticky chromatogram ,surového” peptidu 1 je zndzornén na obrazku 4.

Byl odebiran pik s casem 18,05 min.
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Obrazek 4. - RP-HPLC pripraveného ,surového” linedrniho (necyklizovaného) peptidu

1 (G-F-F-Y-C-P-C-T). Peptid je eluovan v ¢ase 18,050 min.

Dale byla ovérena identita produktu pomoci hmotnostni spektrometrie.
Obrazek 5 (str. 29) ukazuje hmotnostni spektrum peptidu 1, které potvrdilo identitu
produktu.
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Obrazek 5. - Hmotnostni spektrum surového peptidu 1. Teoretickd relativni

molekulova monoizotopickd hmotnost (Mr) je 936,3510, coz odpovida signalu m/z
936,35166. Druhy hlavni signal m/z ve spektru (958.3325) odpovida peptidu 1

s jednim atomem sodiku.

Po identifikaci linearniho peptidu 1 nasledovala jeho cyklizace. Priklad analyzy
pribéhu cyklizace, po 22 hodinach oxidace, je znazornén na obrazku 6. Produkt
cyklizace je eluovan v Case 17,77 min. Jeho elu¢ni ¢as je velmi blizky vychozimu
linedrnimu peptidu 1 (¢as 18,137 min). Latky ve vrcholech v ¢asech 24,767 min a

26,010 min jsou pravdépodobné dimery peptidu 1.
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Obrazek 6 - RP-HPLC priibéhu oxidace peptidu 1 v Case t = 22 h. Produkt je eluovan v
¢ase 17,770 min. Vychozi latka ma vrchol v ¢ase 18,137 min. Latky ve vrcholech

v Casech 24,767 min a 26,010 min jsou pravdépodobné dimery peptidu 1.
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Pribéh oxidace a jeji produkty byly analyzovany a vynaseny do piehledného
schématu (obrazek 7). Mnozstvi vychoziho linedrniho peptidu (SH na obrazku) s
Casem Kklesa se souCasnym narlstem cyklického peptidu (SS na obrazku) a
konkurencnich dimerd 1 a 2 (¢asy v chromatogramu viz obrazek 6, str. 29). Reak¢ni
smés byla po dobu 22 h michana, poté byla ponechana oxidovat bez michani dalsich

26 h. Schéma ukazuje, Ze po skon¢eni michani dimery prestaly vznikat.

—— SS

> 2000+ —— SH
= —— dimer 1
2 = di
S o —— dimer 2
© N
ﬁ;: 1000-
oS
o

0 L] L] L] L] L] L] L] L]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

cas (hod)

Obrazek 7. - Prabéh oxidace peptidu 1. Do 22. hodiny byla smés michana. Nasledné
byla smés oxidovana bez michani. Modra krivka (SH) znazornuje vychozi linearni
peptid 1, zelend krivka (SS) charakterizuje cyklicky peptid 1. Dimer 1 (Cas 24,767
min, viz obrazek 6, str. 29) a dimer 2 (¢as 26,010 min, viz obrazek 6, str. 29), jako

konkuren¢ni produkty, po ukonéeni michani prestaly vznikat.

Cyklizace byla ukonfena po 2 dnech. Chromatogram na konci cyklizace je

znazornén na obrazku 8 (str. 31). Vysledny produkt mél vrchol v ¢ase 17,630 min.
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Obrazek 8 - RP-HPLC finalniho cyklického peptidu 1 po oxidaci. Produkt byl ve
vrcholu s ¢asem 17,630 min. Latky ve vrcholech v ¢asech 24,707 min a 26,013 min

jsou pravdépodobné dimery peptidu 1.

Nasledné byl cyklicky peptid 1 precistén pomoci RP-HPLC. Chromatogram

precisténého finalniho peptidu 1 je zndzornén na obrazku 9.
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Obrazek 9 - RP-HPLC cyklického peptidu 1 - provedeno na analytické koloné. Vlnova

délka byla monitorovana pii 218 nm.

Precistény peptid 1 byl poté identifikovan pomoci hmotnostni spektrometrie

(viz obrazek 10, str. 32).
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Obrazek 10 - Hmotnostni spektrum purifikovaného cyklického peptidu 1. Teoreticka
relativni molekulovd monoizotopickd hmotnost (Mr) je 934,3353, coZ odpovida

signalu m/z 934,33648.

Celkové miizeme shrnout, Ze automatizovanou syntézou na pevné fazi bylo
ziskano 152 mg ,surového” linedrniho peptidu 1 (162,3 umol), coZ odpovida 81,2 %
vytézku, nebot syntéza byla provadéna v méritku 200 umol. Naslednou cyklizaci 78
mg (83,3 umol) linearniho peptidu 1 bylo ziskdno 17 mg cyklického peptidu 1 (18,2
umol), coZ odpovida 21,9 % vytézku. Relativni molekulové hmotnosti spolu s vytézky

jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. - Vytézky a relativni molekulové hmotnosti linearnich a cyklickych peptidi
1. Mr (teoretickd) oznacuje vypoctenou monoizotopickou molekuovou hmotnost. Mr

(experimentalni) oznacuje experimentalné zjiSténou monoizotopickou molekulovou

hmotnost.

Peptid Mr (teoreticka) Mr (experimentalni) Vytézek
Linearni 936,3510 936,3516 81,165 %
peptid 1 (surovy

peptid)
Cyklicky 934,3353 934,3364 21,85%
peptid 1 (purifikovany

peptid)
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5.1.2 Syntéza peptidu 2

Analyticky chromatogram surového linearniho peptidu 2 je znazornén na

obrazku 11. Produkt je eluovan ve vrcholu v ¢ase 12,867 min.
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Obrazek 11 - Chromatogram analytické RP-HPLC surového linedrniho peptidu 2 (G-

F-F-C-T-P-C-T). Peptid je eluovan v ¢ase 12,867 min.

Peptid 2 byl poté oxidovan, jak bylo popsano v kapitole 4.2. Obrazek 12

zobrazuje oxidaci peptidu 2 po 23 hodinach, kdy jesté nebyla zcela ukoncena.
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Obrazek 12 - RP-HPLC peptidu 2 po 23 hodinach oxidace. Vychozi linearni peptid ma

vrchol v ¢ase 13,210 min. Produkt méa vrchol v ¢ase 12,937 min.
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Pribéh oxidace a jeji produkty byly analyzovany a vynaseny do piehledného
schématu (obrazek 13). Vychozi linedrni peptid s casem klesa se soucasnym

nartstem cyklického peptidu. Oxidace v tomto pripadé probihala zcela bez michani.

Plocha vrcholu
pFi 218 nm

0 T T
0 10 20 30 40 50
¢as (hod)

Obrazek 13. - Schéma priibéhu oxidace peptidu 2. Modra krivka reprezentuje vychozi

lineadrni peptid 2 (SH), zelend krivka znazornuje cyklicky produkt peptidu 2 (S-S).

Po 48 hodinach byla oxidace ukoncena. PIné oxidovany peptid 2 je zobrazen
na obrazku 14 (c¢as 18,011 min). Za povSimnuti stoji, Ze v piipadé cyklizace (oxidace)
linearniho peptidu 2 nevznikaly dimery (obrazky 12, str. 33 a obrazek 14), jak tomu
bylo pri cyklizaci linedarniho peptidu 1 (obrazek 8, str. 31).
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Obrazek 14. - HPLC plné oxidovaného peptidu 2 na preparativni koloné. Produkt

oxidace ma vrchol v ¢ase 18,011 min.
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Nasledovalo precisténi peptidu 2 a jeho identifikace. Chromatogram
precisténého peptidu 2, s jeho vrcholem v ¢ase 11,951 min, je uveden na obrazku 15.
Hmotnostni spektrum purifikovaného peptidu 2 je na obrazku 16 (str. 36) a v tomto
jediném pripadé bylo provedeno na tandemovém hybridnim hmotnostnim

spektrometru Q-TOF micro firmy Waters (Milford, USA).
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Obrazek 15. - Chromatogram analytické RP-HPLC finalniho cyklického peptidu 2.

Absorbance byla monitorovana pfi 218 nm.
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Obrazek 16. - Hmotnostni spektrum cyklického peptidu 2 mérené na tandemovém
hybridnim hmotnostnim spektrometru Q-TOF micro. Teoreticka relativni molekulova
monoizotopickd hmotnost (v tomto pripadé MH*) je 873,3277. Produktu tedy
odpovida m/z signal (MH*) 873,3760. m/z signal 456,1504 pravdépodobné odpovida

dvojnasobné nabitému produktu s navazanym iontem drasliku.

Celkové mulzZeme shrnout, Ze manudlni syntézou bylo ziskdno 130 mg
»surového” linedrniho peptidu 2 (148,7 pmol), coz odpovida 74 % vytézku, nebot
syntéza byla provadéna v méritku 200 pmol. Naslednou cyklizaci 65 mg surového
linearniho peptidu 2 (74,3 pmol) bylo ziskdno 29,2 mg purifikovaného cyklického
peptidu 2 (33,5 umol), coZ odpovida vytézku 45 %. Relativni molekulové hmotnosti
spolu s vytézky jsou uvedeny v tabulce 4 (str. 37).
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Tabulka 4. - VytézKky a relativni molekulové hmotnosti peptidi 2. Mr (teoreticka)
oznacuje vypoctenou monoizotopickou molekuovou hmotnost. Mr (experimentalni)

oznacuje experimentalné zjiSténou monoizotopickou molekulovou hmotnost.

Peptid Mr (teoreticka) Mr (experimentalni, po Vytézek
odecteni vodikového

protonu, H)

Linearni 874,3353 Nebylo urceno 74,34 %
peptid 2 (surovy peptid)
Cyklicky 872,3197 872,3680 45,02 %
peptid 2 (purifikovany
peptid)

5.2 Semisyntéza insulinovych analogi

CyKklické peptidy 1 a 2 byly vyuzity pro enzymové semisyntézy analogi 1 a 2
popsané v kapitole 4.3. Pribéh semisyntéz byl priibézné sledovan pomoci RP-HPLC.
Identifikace analogii byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie.

Obecné se pro obé semisyntézy da konstatovat, Ze jejich pribéh a analyzy
jejich pribéhu byly komplikovany nizkou rozpustnosti reaktantd, pravdépodobné
hlavné cyklickych peptidi 1 ¢i 2. Velmi rychle po pridani vSech slozek doslo ke

ztuhnuti reakéni smési, ktera byl jen obtiZné rozmichatelna.

5.2.1 Semisyntéza analogu insulinu 1

Po ukonceni semisyntézy byla smés analyzovana pomoci RP-HPLC.
Chromatogram purifikace reakéni smési po enzymové reakci je uveden na obrazku 17
(str. 38). Pro prehlednost jsou uvedena ¢isla jednotlivych frakci. Produkt se nachazel

ve frakcich 3 a 4 vyznacenych Sipkami na obrazku 17 (str. 38).
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Obrazek 17. - Chromatogram RP-HPLC reak¢éni smési po enzymové semisyntéze
analogu 1. Frakce 1 oznacuje peptid 1, frakce 2 byla identifikovana jako DOI. Frakce 5
a 6 byly identifikovany jako necistoty. Frakce 3, 4 byly identifikovany jako frakce s

obsahem produktu a jsou oznacené Cervenou Sipkou. Absorbance byla monitorovana

pii 218 nm.

Frakce 3 a 4, ve kterych se nachazel produkt a jejichZ chromatogramy jsou

ukazany na nasledujicich obrazcich 18 a 19 (str. 39), byly dale precistény.
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Obrazek 18. - RP-HPLC frakce 3. Produkt se nachazel ve vrcholu piku 2 s ¢asem

27,777 min oznac¢eném cervenou Sipkou. Absorbance byla monitorovana pti 218 nm.
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Obrazek 19. - RP-HPLC frakce 4. Produkt byl v piku 1 s vrcholem v ¢ase 27,710 min

oznacCeném Cervenou Sipkou. Absorbance byla monitorovana pii 218 nm.

Pik 2 z frakce 3 a pik 1 z frakce 4 obsahujici produkt byly nasledné spojeny.

Chromatogram vysledného purifikovaného analogu 1 je uveden na obrazku 20.
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Obrazek 20. - RP-HPLC precisténého produktu semisyntézy , analogu 1 (¢as 27, 703

min). Absorbance byly monitorovana pii 218 nm.

Identita produktu byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie (obrazek

21, str. 40).
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Obrazek 21 - Hmotnostni spektrum purifikovaného analogu insulinu 1. Teoreticka
relativni molekulova monoizotopickd hmotnost (Mr) je 5778,4976 coZz odpovida
signalu m/z 5778,5025, ktery je viditelny v detailu spektra vlevém dolnim rohu

obrazku.

Celkové mutzeme shrnout, Ze bylo ziskano 49 pg finalniho analogu 1 (0,00845 pmol),
coz odpovida vytézku 0,32 %. VytéZek byl pocitan vzhledem k limitujici sloZce reakce
DOI (2,67 pmol) a byl urcen spektrofotometricky (viz kapitola 4.3.1.). Relativni

molekulové hmotnosti a vytézek jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce 5 (str. 41).
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Tabulka 5. - VytéZek a relativni molekulové hmotnosti analogu insulinu 1. Mr
(teoretickd) oznaCuje vypoctenou monoizotopickou molekulovou hmotnost. Mr
(experimentalni) oznacuje experimentalné zjiSténou monoizotopickou molekulovou

hmotnost.

Mr (teoreticka) Mr (experimentalni) Vytézek
Analog 1 5778,4976 5778,5025 0,32%

5.2.2 Semisyntéza analogu insulinu 2

Po ukonceni semisyntézy analogu insulinu 2 byla smés preparovdna pomoci
RP-HPLC. Chromatogram, s vyznaCenymi Cisly odebiranych frakci, je zobrazen na
obrazku 22. Produkt s obsahem necistot byl identifikovan ve frakci 6 s retencnim
¢asem 29,137 min. Frakce 1 byla identifikovana jako peptid 2. Ve frakci 3 byl
identifikovan DOI. Ostatni frakce neobsahovaly ani produkt reakce ani jeho

prekurzory.
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Obrazek 22. - RP-HPLC preparace reakéni smeési po enzymové semisyntéze. Produkt s
obsahem necistot se nachazel ve frakci 6 oznacené Cervenou Sipkou. Absorbance byla

monitorovana pri 218 nm.

Frakce 6 byla dale purifikovana, za GuCelem precisténi vysledného produktu
(analogu 2). Chromatogram frakce 6 je zndzornén na obrazku 23 (str. 42). Produkt se

nachazel v 5. piku frakce s casem 26, 760 min.
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Obrazek 23. - Chromatogram RP-HPLC frakce 6. Produkt se nachazel v piku s

vrcholem v ¢ase 26,760 min. Absorbance byla monitorovana pii 218 nm.

Chromatogram findlniho preciSténého analogu 2 je na obrazku 24 (pik s casem

26,389 min) a hmotnostni spektrum produktu na obrazku 25 (str. 43).
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Obrazek 24. - RP-HPLC vysledného preciSténého analogu 2. Absorbance byla

monitorovana pri 218 nm.
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Obrazek 25 - Hmotnostni spektrum purifikovaného cyklického analogu 2. Teoreticka
relativni molekulova monoizotopickd hmotnost (Mr) je 5716,4820 coZ odpovida

signalu m/z 5716,4879, ktery je viditelny v detailu spektra v levé dolni ¢asti obrazku.

Celkové miizeme shrnout, Ze bylo ziskdno 19 pg analogu insulinu 2 (0,00336
umol), coZ odpovida 0,068% vytézku. VytéZek byl vypocitdn na zakladé limitujici
slozky DOI (4,95 pmol) a byl urcen spektrofotometricky (viz kapitola 4.3.2.). Relativni

molekulové hmotnosti a vytézek jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. - VytéZek a relativni molekulové hmotnosti analogu 2. Mr (teoreticka)
oznacuje vypoctenou monoizotopickou molekuovou hmotnost. Mr (experimentalni)

oznacuje experimentalné zjiSténou monoizotopickou molekulovou hmotnost.

Mr(teoreticka) Mr(experimentalni) Vytézek
Analog 2 5716,4820 5716,48791 0,068%
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5.3 Urceni hodnot vazebnych disociacnich konstant analogt insulinu 1 a 2
vuci obéma izoformam receptoru insulinu

V posledni fazi experimentl byly urceny hodnoty disociacnich konstant (Kaj)
obou analogt insulinu viici izoformam IR-A a IR-B receptoru insulinu.

Pii testovani vazebné afinity k IR-A byly insulinové analogy testovany na
bunécné linii lidskych lymfocytd IM-9, ktera exprimuje vyhradé IR-A, podle postupu
popsaného v kapitole 4.5.3. Vazebné testy byly provadény v duplikatech. U analogu 1
ve dvou opakovanich a u analogu 2 pouze jednou. Insulin byl testovan ctytikrat. Ze
ziskanych dat byly vytvoreny vazebné kiivky pomoci programu GraphPad Prism 5 a
programu Excel, jak je taktéZ popsano v kapitole 4.5.2.

K vazebnym testlim ptipravenych insulinovych analogti k IR-B byla pouzita
bunécna linie mysich embryonalnich fibroblastl s blokovanou expresi gent pro mysi
IGF-1R a transfekovanda lidskym IR-B (R-/IR-B), jak bylo popsano v kapitole 4.5.5.
Testovani bylo provadéno v duplikatech. U analogu 1 dvakrat a analogu 2 jednou.
Insulin byl testovan Ctyrikrat.

Nasledné byly urceny disociacni konstanty (Ks) obou analogi insulinu. Afinity
analogti jsou vzdy pocitany viici 100% afinité lidského insulinu. Vazebné afinity a
hodnoty K4 jsou uvedeny v tabulce 7 (str. 45). Reprezentativni vazebné krivky jsou

uvedeny na obrazcich 26 a 27 (str. 46).
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Tabulka 7. - Hodnoty disociacnich konstant analogii 1 a 2 vici IR-A v membranach
lidskych IM-9 Ilymfocyti a vGc¢i IR-B v membranach mysSich fibroblastt
transfekovanych lidskym IR-B a hodnoty relativnich vazebnych afinit (v %) obou
analogli vztazené kvazebné afinité lidského insulinu. Relativni vazebna afinita je
vypocitana podle nasledujiciho vzorce: Kq (lidsky insulin) / K4 (analog) * 100 (%). n je
pocet vazebnych krivek ze kterych byly hodnoty ureny (viz kapitola 4.5.). 2V tomto
ptripadé byla hodnota K4 vypocitdna ze Ctyf hodnot (vazebnych krivek) a ma zde
charakter stiedni hodnoty + standardni chyba. ? V tomto pripadé byla hodnota Kq4
vypocitana ze dvou hodnot (vazebnych krivek) a ma zde charakter priméru * rozptyl

obou hodnot. ¢V tomto piipadé byla hodnota K4 urCena jen z jedné vazebné kiivky.

Protein Kq (nM) vici IR- Relativni Kq (nM) vici IR- Relativni
A vazebna afinita B vazebna
[%] afinita [%]
Lidsky 0,34+ 0,01 100+29 0,47 +£0,19 100 + 40
insulin (n=4)2 (n=3)2
Analog 1 1,24 + 0,01 27+0,8 1,08 + 0,09 43,5+8,3
(n=2)° (n=2)°
Analog 2 5,5 6,2 3,26 14,4
(n=1)¢ (n=1)¢
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Obrazek 26. Inhibice vazby lidského [125]JmonoiodotyrosylA14-insulinu na lidsky IR-
A vmembranach lidskych IM-9 lymfocyti lidskym insulinem (cerné), analogem
insulinu 1 (Cervené) a analogem insulinu 2 (modfe). Jsou ukdzany reprezentativni

krivky pro kazdy z analogt a lidsky insulin.
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Obrazek 27. Inhibice vazby lidského [125]JmonoiodotyrosylA14-insulinu na lidsky IR-
B v membranach mysich fibroblasti lidskym insulinem (¢erné), analogem insulinu 1
(Cervené) a analogem insulinu 2 (modie). Jsou ukdzany reprezentativni kiivky pro

kazdy z analogi a lidsky insulin.
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Relativni vazebna afinita obou analogli vii¢i receptortim insulinu byla ve
srovnani s lidskym insulinem sniZena, a to vice u analogu insulinu 2 neZ u analogu
insulinu 1. Insulinovy analog 1 vykazuje viaci IR-A asi Ctvrtinu vazebné afinity
lidského insulinu a insulinovy analog 2 pouze asi 6% vazebné afinity lidského
insulinu. Avsak u obou analogii insulinu je jejich relativni afinita k IR-B ve srovnani
s lidskym insulinem vyssi nez k IR-A. Analog 1 vykazuje vici IR-B asi 43% vazebné
afinity lidského insulinu a analog 2 asi 14%. V disledku vyssi afinity analogti vici IR-
B ma analog 1 pomér relativnich vazebnych afinit IR-B/IR-A 1,6+10,4 a analog 2
pomér 2,3. Oba analogy tedy vykazuji ve srovnani s lidskym insulinem, ktery je zde

referencni molekulou, jistou vazebnou selektivitu viici IR-B.
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6. Diskuze

Existence dvou izoforem receptoru insulinu, IR-A a IR-B, jejich rozdilné
tkanové zastoupeni a pravdépodobné i jejich rozdilné fyziologické funkce vedou
v poslednich letech ke snaze vyvinout takové analogy insulinu, které by se
preferencné vazaly na izoformu IR-B, ktera se nachazi prevazné v jatrech, svalové a
tukové tkani[17], [18]. Svalovda a tukova tkan obsahuji insulinem regulovany
gluk6zovy prenaSe¢ GLUT-4, ktery je aktivovan primo insulinem jako odpovéd na
vy$si hladinu krevni glukézy. Do svald a tukové tkané tedy gluk6za vstupuje primarné
jako odpovéd’ na insulin. Jatra neobsahuji GLUT-4, ale GLUT-2, ktery neni insulinem
regulovany. Do jater tedy glukéza nevstupuje jako odpovéd na ptlisobeni insulinu, ale
pasivné. In vivo jsou ale jatra prvnim mistem plisobeni insulinu kam se dostava
bezprostiedné po sekreci ze slinivky. Vjatrech prostrednictvim IR-B hepatocyti
insulin indukuje radu dulezitych déjd, znichZ je nejdiilezitéjsi inhibice enzymu
glukoneogeneze a tim inhibice syntézy glukézy vjatrech a jejimu uvoliovani do
cirkulace. Inhibici glukoneogeneze tedy insulin v jatrech prispivd ksnizeni
koncentrace krevni glukézy, zatimco ve svalové a tukové tkani aktivné
zprostiedkovava jeji vstup do bunék. Insulin je podavan pacientim vpichem
subkutanné pod kuzi, tudiz do periferie organismu. Jeho prvnim cilem tedy nejsou
primarné jatra jako pri normalnim fyziologickém ptisobeni a nedochazi tedy ihned
k inhibici glukoneogeneze. Insulin navic mize v perifernich tkanich také ptisobit vice
na zde hojné zastoupenou izoformu IR-A, ktera je povaZovana za izoformu
zprostiedkovavajici spiSe mitogenni neZ metabolické efekty insulinu. Analog insulinu,
ktery by se preferencné vazal na IR-B a méné na IR-A by mél tedy vétsi Sanci
napodobit fyziologické plisobeni insulinu a jeho podavani by tedy bylo i pro pacienty
bezpecnéjsi[17][18].

Laboratot Dr. Jira¢ka v UOCHB nedavno publikovala sérii pripravenych
insulinovych analogli s premosténim C-konce B-fetézce pomoci triazolového
miustku[27]. Jeden z analogi s triazolovym miistkem v polohach B26 a B29 (obrazek
3B, str. 15) vykazoval velmi vysokou afinitu vii¢i obéma izoformam IR, ale hlavné vici
IR-B (asi 550% insulinu). Vysledkem byl pomér relativnich vazebnych afinit IR-B/IR-
A asi 2,6 ve srovnani slidskym insulinem, u kterého je tato hodnota 1. Jistého

uspéchu pri modulaci vazebné selektivity analogti insulinu jsme dosahli i v roce 2014,
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kdy jsme pripravili analog insulinu s asparaginem v poloze B26[31]. Inkorporace Asn
do polohy B26 vedla k ohybu C-konce fetézce B, podobné jako tomu bylo u analogt
s triazolovym mitistkem[27]. Tento analog AsnB26 byl v jadru ekvipotentni s lidskym
insulinem a vykazoval pomér relativnich vazebnych afinit IR-B/IR-A asi 1,7. Na
zakladé téchto vysledkG a pozorovani, bylo cilem vyzkouSet strukturni analogii
s premosténim C-konce fetézce B insulinu za pouziti disulfidického mustku. Inspiraci
k tomuto cili byly také poznatky tymu firmy Novo Nordisk A/S, ktera jiZz vytvorila
fadu aktivnich insulinovych analogi se ¢tvrtym disulfidickym mistkem, avsak piimo
se nevénovala C-konci retézce B. Vyhodou inkorporace dvou cysteinii do C-konce
fetézce B insulinu a jejich oxidace na cystin by bylo, Ze se jedna o prirozené
aminokyseliny, takZe by vysledny analog mohl byt pfipravovan i rekombinantné,
pokud by byl farmaceuticky zajimavy.

Automaticka syntéza linearniho peptidu 1 na pevné fazi probéhla s vytézkem
asi 81 % (,,surovy” peptid) a po jeho cyklizaci byl vytéZek purifikovaného peptidu 1
po oxidacni reakci asi 22 %. Syntéza linedrniho peptidu 2 probéhla s vytéZkem
,surového” peptidu asi 74 %. VytéZek finalniho purifikovaného peptidu 2 byl asi 45
%. Linearni peptidy 1 a 2 nebyly purifikovany, aby se zabranilo jejich nespecifické
oxidaci (formace cystinu) béhem purifikace.

U manudlni syntézy linearniho peptidu 2 byla jeho finalni ¢istota niZsi nez u
linearniho peptidu 1 syntetizovaného automaticky, nicméné uspokojujici. Divodem
ktera probiha pomaleji a je zde vyS$si pravdépodobnost vedlejsich reakci jako je napft.
racemizace. Oproti automatické syntéze také miize riist pravdépodobnost malych
chyb diky lidskému faktoru, kdy spiSe dojde pri praci k moZnému zneciSténi reakéni
smési Ci nepiresnému davkovani reaktantt.

Pro cyklizaci peptidli a zaroven jako rozpoustédlo byl pouzit DMSO v mirné
kyselém prostiedii DMSO je zndm jako mirny oxidant podporujici tvorbu
disulfidickych mistki vzdusnym Kkyslikem v peptidech[32][33]. Vyhodou pouziti
DMSO jako solventu je i moZnost jeho odstranéni lyofilizovanim. Odparovani na
vakuové odparce je obtizné z divodu vysokého bodu varu DMSO (189°C). Nizsi
vytézek cyklizace linearniho peptidu 1 byl zplisoben tim, Ze to byl prvni pokus

cyklizace tohoto typu, a postupy byly teprve testovany a optimalizovany. V tomto
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pripadé bylo rozpoustédlo DMSO z reakéni smési postupné ,odlyofilizovano”, kdeZto
v druhém pripadé (cyklizace linearniho peptidu 2) bylo vyuZito kolony s C18
sorbentem k jeho elegantnéjsimu a k peptidu SetrnéjSimu odstranéni (viz kapitola
4.2.2.). Vytézek po prvni cyklizaci (peptid 1) byl proto niZsi, protoze pti zdlouhavé
lyofilizaci DMSO dochazelo ke ztratdam. V druhém pripadé jsme jiz védeéli jakym
zplsobem postupovat a odstranili jsme DMSO po zachyceni peptidu na C18 sorbent, a
proto i findlni vytéZek peptidu 2 je viditelné (dvakrat) vyssi. V piipadé linearniho
peptidu 1 jsme také reakéni smeés prvnich 22 h michali, coz prispélo k vzniku dimert
insulinu (obr. 6, str. 29 a obr. 7, str. 30). V druhém pripadé byla reakce nechana stat
bez michani a vznikal v podstaté jen oxidovany monomer insulinu (obr. 12, str. 33 a
obr. 13, str. 34).

Syntetizované cyklické peptidy 1 a 2 byly nasledné vyuZity pro enzymovou
semisyntézu analogtli 1 a 2. Analog 1 byl ptipraven s vytézkem 0,32 % (pouze 49 ug) a
analog 2 s vytézkem 0,068 % (pouze 19 ug). Nizké vytézky analogl insulinu byly
nejspisSe zplsobeny jejich Spatnou rozpustnosti vsemisyntetické reak¢ni smési.
V pripadé obou reakci dosSlo po smichani takika okamzité k ztuhnuti reak¢ni smési.
2, tzn. jejich malou rozpustnosti za danych podminek. Zajimavé je, Ze jsme také
museli pridavat relativné vy$$i mnoZstvi N-methylmorfolinu (asi 5 ul), aby bylo
upraveno pH na hodnotu 7. To by mohlo byt zptsobeno pouzitim DOI purifikovaného
za pomoci HPLC. I po lyofilizaci mohlo v lyofilizatu DOI zistat jisté mnozstvi zbytkové
TFA, kterda tak mohla prispét kvysSi pocatecni kyselosti reakéni smési a nizsi
rozpustnosti reaktantt jiz se nepodarilo zvratit pridanim N-methylmorfolinu.

Oba analogy insulinu mély vdisledku obtizného pribéhu jejich
semisyntetické pripravy velmi nizké vytézky, ziskana mnoZstvi vSak stacila k
vazebnym testlim. V pripadé analogu 1 ziskané mnozstvi stacilo pro dvé vazebné
krivky (kazda z duplicitnich bodi) pro kazdou zizoforem IR. V pripadé analogu 2
jeho ziskané mnozstvi stacilo pouze pro jednu vazebnou krivku (z duplicitnich bodi)
pro kazdou z izoforem IR. Dvé ¢i dokonce jen jedna vazebna kiivka nejsou postacujici
pro spravné statistické vyhodnoceni vysledki (stiedni hodnota + standardni chyba),

ale i tak poskytly informaci o vlastnostech analogt.

50



Oba analogy insulinu byly nasledné testovany k urceni specifity viici IR-A a IR-
B izoformé receptoru. Oba insulinové analogy, jak viici IR-A tak IR-B, mély znatelné
niz$i vazebnou afinitu vzhledem kinsulinu, nicméné stile v nanomolarnich
koncentracich. Nicméné jejich vazebné afinity k IR-B byly v obou piipadech méné
sniZené neZ k IR-A ve srovnani s lidskym insulinem. Pomér vazebnych afinit pro IR-B
a IR-A (IR-B/IR-A) byl mél u analogu 1 hodnotu 1,6 a u analogu 2 hodnotu 2,3. Pro
referencni lidsky insulin je tato hodnota poméru jeho vazebnych afinit 1. To znamen3,
Ze zejména u analogu 2 doslo k zajimavému posunu jeho vazebné selektivity viici IR-
B, a to na uroven analogu s triazolovym miustkem (Ref. [27]) diskutovaném vySe, i
kdyz analog 2 pripraveny v této praci ma znatelné nizsi afinity viici receptorim nez
analog s triazolovym mitistkem. Analog 1 vykazuje pomér afinit IR-B/IR-A v hodnoté
asi 1,6 coZ je podobné AsnB26-insulinu citovanému vyse[31]. Je také zajimavé, Ze
vyssi vazebnou selektivitu poskytl analog 2 s cysteiny v polohach 26 a 29, coz byly
vychozi pozice pro premosténi i v pripadé insulinového analogu s triazolovym
miustkem a stejnou selektivitou[27].

[ pres syntetické potize a nizké vytézKky analogli se nam tedy podarilo
dosahnout zajimavych vysledk, které by mohly vyustit v navrh a piipravu dalsich
analogt s vyssi selektivitou vici IR-B. V laboratori Dr. Jiracka bylo nedavno zjisténo,
Ze prodlouZeni C-konce retézce B insulinu o jednu ¢i dvé aminokyseliny znatelné
zvySuje selektivitu analogli ve prospéch IR-B (nepublikované vysledky, manuskript
v revizich). DalSim experimentalnim postupem by tedy mohlo byt napf. prodlouZeni

C-konce tetézce B s posunutim disulfidického mistku do poloh 28-31 ¢i 29-31.
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7. Souhrn

V této bakalarské praci byly pripraveny dva analogy insulinu s disulfidickym
muistkem na C-konci ftetézce B. Analog 1 s disulfidickym mistkem mezi
aminokyselinami B27 a B29 a analog 2 s disulfidickym mistkem mezi polohami B26 a
B29. I pres jejich nizké vytézky byla u obou analogli urcena vazebna afinita viici IR-A
a IR-B. Pomér vazebnych afinit IR-B/IR-A mél v ptipadé analogu 1 hodnotu 1,6 a v
pripadé analogu 2 hodnotu 2,3, coZ je oproti hodnoté lidského insulinu 1 v obou
piipadech vice selektivni viici IR-B, avSak absolutné byla hodnota afinit k jednotlivym
izoformam vici insulinu viditelné nizsi. Lze tedy ¥ici, Ze tato analogie na zakladé
poznatkli s pfemosténim pomoci triazolového mustkl prinesla obzvlasté v pripadé
analogu 2 obdobnou selektivitu. I pres jisté komplikace béhem semisyntézy a nizké
vytézky jsou tyto vysledky hodnotné a prispély k tomu, Ze jsme se naucili pripravovat
insulinové analogy se Ctvrtym disulfidickym mustkem. Do budoucna lze poznatky z
této prace vyuzit k pripravé analogii s prodlouZenym C-konce fetézce B a posunutym
disulfidického mtistku do poloh 28-31 ¢i 29-31, které by mohly umoznit vyraznéjsi

zvySeni afinity a selektivity viici IR-B.
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