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Abstrakt

Insulin jako jeden z dtilezitych hormont lidského organismu se podili na fad¢
metabolickych procesii. Jednou z funkei insulinu je pak regulace hladiny glukosy v krvi
a jejiho vstupu do tkani, ale i stimulace ristu bunék. Insulin mé velmi podobnou primérni
i tercialni strukturu s rastovymi faktory IGF-1 a IGF-2, jejichZ primarni funkci je regulace
rustovych procest organismu. Zprostiedkovani uc¢inku téchto tfi hormont na bunécné
urovni je zajisténo diky jejich specifickym receptoriim (mitogenni isoformé receptoru
insulinu IR-A, metabolické isoform¢ IR-B a receptoru pro IGF-1), coz mize, diky
podobnosti téchto receptorti i hormontl, vést ke kiizovym interakcim mezi nimi. Poruchy
tohoto systému mohou vést k zavaznym onemocnénim. NejrozsitenéjSim z téchto nemoci
je diabetes mellitus, ale zdvazné jsou i poruchy ristu a rakovinné bujeni. Vytvoreni
takového analogu insulinu, ktery bude selektivni pouze pro isoformu IR-B receptoru
insulinu, by mohlo vést zejména k bezpecnéjsi 1€cbé diabetu.

Tato prace se zamétuje na lepsi pochopeni vyznamu jednotlivych aminokyselin
na danych pozicich v A-fetézci insulinu, u kterych je pfedpokladano, Ze jsou soucasti
vazebného mista hormonu pro receptory. Tyto znalosti by mohly vést k naslednému
lep§imu porozuméni vyznamu téchto aminokyselin ve vazbé na receptory IR-A, IR-B
a IGF-1R. Dalsi snahou by nasledné bylo vytvoreni takovych analogl insulinu, které by
m¢ély zvySenou vazebnou selektivitu vici receptoriim.

Byly pfipraveny Ctyfi nové analogy insulinu se zaménami v pozicich A10
(isoleucin za histidin a valin), A13 (leucin za valin) a Al17 (kyselina glutamova
za histidin), které jsou povaZovany za soucast tzv. vazebného mista 2 insulinu. Dalsi dva
analogy, se zaménou v pozicich A12 (serin za histidin) a A17 (kyselina glutamova
za kyselinu asparagovou), se pfipravit nepodatilo, protoZe vlozené mutace mély zcela
negativni vliv na schopnost fetézct insulinu skladat se do nativni konformace. VSechny
analogy mély vice ¢i mén¢€ snizené vazebné afinity vici obéma isoformach receptoru
insulinu, coz demonstruje citlivost vazebného mista 2 vii¢i modifikacim. Je zajimavé,
Ze oba analogy s valinem v pozici A13 ¢i A10 vykazovaly vzhledem k insulinu lidskému

mirn€ zvySenou vazebnou specificitu viici isoformé A receptoru insulinu.

Klic¢ova slova: Insulin; receptor insulinu, isoforma receptoru; analog insulinu; vazebna
afinita
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Seznam zkratek a symboli

A — absorbance

ATP — adenosintrifosfat

BSA — hovézi sérovy albumin

¢ —molarni koncentrace

DIPEA — diisopropylethylamin

DMF - N,N-dimethylformamid

DODT - triethylenglykol dimerkaptan

DTT — dithiotreitol

&— extencni koeficient

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

FBS — fetalni hovézi sérum

GH - rlistovy hormon

GuaHCI — guanidinhydrochlorid

HAc — kyselina octova

HBTU - hexafluorofosfat

HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova kyselina
HI — lidsky insulin

HOBt — N-hydroxybenzotriazol

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie
IGF — ,,Insulin-like growth factor®, tj. insulinu podobny rtstovy faktor
IGF-1 - IGF typu 1

IGF-1R —receptor pro IGF-1

IGF-2 — IGF typu 2

IR — insulinovy receptor

IR-A — isoforma A insulinového receptoru

IR-B — isoforma B insulinového receptoru

K4 — disociaéni konstanta

[ — délka kyvety

M; — relativni molekulova hmotnost

RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi



SEM - standardni chyba priiméru

TFA — kyselina trifluoroctova

TIS — triisopropylsilan

Tris — tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

Vi— celkovy objem kolony

Déle jsou vyuzivany tfipismenné ¢i jednopismenné zkratky L-aminokyselin podle

doporuceni [IUPAC-IUB(1).



1 Uvod

Insulin, IGF-1 a IGF-2 jsou hormony vychézejici z podobné primarni struktury, které
spolecné se svymi receptory tvoii specificky biologicky systém. Insulin je dilezitym
hormonem regulujicim mnoho procest v lidském téle. Tyto procesy maji jednak
metabolicky charakter, ale insulin mize stimulovat i rist bun¢k. Oproti tomu piibuzné
rustové faktory IGF-1 a IGF-2 s obdobnou strukturou se podileji pievazné na fizeni
rustovych procest. IGF-1 se projevuje jak v prenatdlnim obdobi, tak 1 v ristu
a v dospélosti. IGF-2 je dileZity v postnatalnim obdobi a v dospélosti. Uéinek systému
téchto tfi hormonti je zprostfedkovan na bunécné urovni pomoci jejich povrchovych
specifickych receptor. Podobnost jejich struktur ma za nasledek kiizové reakce
s receptory a tim 1 nésledny caste¢ny prekryv funkci.

Vsechny tfi hormony, tzn. insulin, IGF-1 a IGF-2 se mohou s riznymi afinitami
vazat na dva rizné receptory insulinu (isoformy IR-A a IR-B) a na receptor pro IGF-1(2)
(IGF-1R) a vyvolavat podobné, ale ne stejné efekty(3,4). Jakakoliv porucha v systému
insulinu, IGF a jejich receptorii mize vést k zdvaznym onemocnénim jako je diabetes
¢i rakovinné bujeni (2). Z tohoto diivodu je dilezité pochopit, jakym zplisobem se vazou
tyto hormony a riistové faktory na receptory insulinu a receptor pro IGF-1. Takova znalost
by mohla naptiklad vést k navrhu a ptipravé analogi insulinu, které by se nevazaly
k navrhu analogti IGF, které by se nevazaly na receptory insulinu a mohly by byt pouzity
k 1é¢bé riistovych onemocnéni bez nebezpeci interference s metabolismem glukosy.

Tato studie je soucasti komplexniho planu, kdy budeme paralelné a systematicky
modifikovat aminokyseliny pfislusnych vazebnych mist pro receptor v insulinu, IGF-1
1 IGF-2 a ur€ovat vazebné afinity analogli vii¢i isoformam IR-A a IR-B receptoru insulinu
a receptoru pro IGF-1. Motivaci celého projektu je 1épe pochopit vyznam jednotlivych
aminokyselin v hormonech pro vazbu na receptory a piipadné ziskat takové informace,
které by mohly vést k navrhu analogl se zvySenou vazebnou selektivitou vici
receptorim. Pro tuto bakalafskou praci byly vybrany aminokyseliny insulinu GluA17,
LeuAl3, SerAl12 a IleA10, které jsou ohledné své dulezitosti pro specifitu insulinu
pomérné malo prozkoumény(5) a jsou pravdépodobné soucasti tzv. vazebného mista 2
insulinu (Obr. 4, str. 17)(5). Tyto aminokyseliny budou zaménény za aminokyselinu

histidin, ktera se svym charakterem vyrazné odliSuje od aminokyselin pfitomnych



v téchto pozicich a méla ¢i mohla by analogiim udé¢lit velmi odliSné vlastnosti. Zaroven
budou aminokyseliny GluA17, LeuA13, SerA12 a IleA10 nahrazeny za aminokyseliny
podobné, tzn. Glu za Asp, Leu, Ser za Thr a Ile za Val. Cilem zde neni zcela negovat
interakce pivodnich aminokyselin, ale spiSe jemnéji modulovat vlastnosti jednotlivych
analogli. Celkem by tak mohlo byt pfipraveno az 8 analogl insulinu, coz velmi
pravdépodobné nebude v moznostech této bakalarské prace. Cilem je tedy piipravit
alespoit nékteré z planovanych analogii v zavislosti na casovych mozZnostech

a technickych obtizich.
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2 Cil prace:

Podle casovych a technickych moznosti pfipravit nékteré z analogl insulinu
s modifikacemi AspA17, HisA17, ValA13, HisA13, ThrA12, HisA12, ValA10 a HisA10
a urCit vazebné vlastnosti téchto analogli vii¢i obéma isoformam insulinového receptoru

a pfipadné i receptoru pro IGF-1.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Insulin

Insulin je polypeptidovy hormon hrajici dileZitou roli v lidském t&le. Radi se mezi
takzvané pankreatické hormony podle mista jeho vzniku. Konkrétné je produkovan
B-bunkami Langerhansovych ostrivkl ve slinivce bfisni. Hlavnim ukolem insulinu je
regulace hladiny glukosy v krvi a zajisténi jejiho vstupu do tkané. Dale pusobi jako
anabolicky hormon tim, Ze reguluje tvorbu tukd, cukrt a bilkovin, v pfipadé tuki a cukrti
1 jejich ukladéani. Zaroven ale potlacuje i procesy opacného charakteru. Dal§imi ucinky

insulinu je napf. fizeni metabolismu aminokyselin a lipida (Tab. 1).

Tab. 1: Stru¢ny prehled metabolickych procest ovliviiovanych insulinem.

. Glykolyza, glykogensyntaza, lipogeneze, syntéza
Aktivacni efekt ' ‘ _
triacylglycerol, syntéza proteind, bunécna proliferace

Glukoneogeneze, glykogenolyza, lipolyza, St€peni
Inhibi¢ni efekt _
triacylgylcerola

K sekreci insulinu dochéazi nasledkem zvySené hladiny glukosy v plazmé, ktera
zvysi koncentraci glukosy v okoli B-bun€k pankreatu, a déale zptisobi depolarizaci
membran za nahromadéni ATP v B-bunkach, které reaguji sekreci insulinu ze zasobnich
vackl do krevniho obéhu. Nedostate¢na produkce insulinu, resp. insulinova rezistence,
se projevuje trvalym nartistem koncentrace hladiny glukosy v krvi, kterd neni dostate¢né
vstiebavana cilovymi tkanémi a ndslednym onemocnénim diabetem.

Rozlisuji se dva druhy diabetu. Diabetes mellitus 1. typu je zplsoben
nedostate¢nou produkci hormonu v disledku autoimunni destrukce PB-bunék, zatimco
diabetes mellitus 2. typu je disledkem sniZené sensitivity organismu vuci pusobeni
insulinu, ktery je produkovan v normélnim, ale Casto i1 ve zvySeném mnozstvi.
Molekularni mechanismus vzniku diabetu 2. typu je stale nejasny a je predmétem

intenzivniho vyzkumu(6).
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3.2 Struktura insulinu

Velmi dalezitym piedpokladem pro pochopeni vlastnosti a plisobeni proteint a
peptidl je znalost jejich struktury. Insulin se sklada ze dvou polypeptidovych fetézcii
spojenych dvéma disulfidovymi mustky (Cys A7 — Cys B7; Cys A20 — Cys B19).
A-tetézec obsahuje 21 aminokyselin. Je propojen mezi A6 a All tfetim intrachinarnim
disulfidickym mistkem a je tvofen 2 a-helixy spojenymi [-ohybem (Obr. 1, $edg¢).
B-fetézec obsahuje 30 aminokyselin. V jeho centrdlni ¢asti je jeden hlavni a-helix,
C-konec tvoii B-vlakno a N-konec miize byt jednak v neusporadané konformaci T nebo
helikalni konformaci R (Obr. 1, ¢ervené)(5). Pfedpoklada se pohyb obou koncii B-fetézce

pii interakci s receptorem(7).

konformace R

N-konec
fetézce B

C-konec
fetézce B

konformace T

Obr. 1: Terciarni struktura lidského insulinu. A-fetézec je zobrazen Sed¢ a B-fetézec
gervend. Jsou vyznadeny i obé& alternativni konformace N konce fetézce B. Sipkou je
1 naznacen odklon konce C fetézce B od centralni ¢asti molekuly, ke kterému dochazi pii
interakci s receptorem insulinu. Disulfidické mistky insulinu nejsou na obrazku

vyznaceny.

3.3 Insulinovy receptor a jeho struktura

Insulinovy receptor (IR), stejné¢ jako receptor pro IGF-1, se tadi mezi
transmembranové alosterické glykoproteiny s enzymatickou aktivitou. Spadaji
do skupiny receptori tyrosinkinaz(8). Insulinovy receptor téz patii mezi takzvané a-helix

receptory, které prochédzeji skrze membranu pouze prostiednictvim jednoho a-helixu

13



(vjedné podjednotce). Strukturou se jedna o tetramer tvofeny dvéma o a dvéma
B podjednotkami, jez propojuji disulfidické mitstky. Jedna se tedy vlastné o dimer dvou
dimert. Podjednotky o jsou pouze extracelularni a dilezité pro vazbu insulinu.
Podjednotky B, které smétuji dovniti buiiky, jsou tvofeny transmembranovymi helixy
a obsahuji aktivovatelné tyrosinkinazové domény umisténé na C-konci podjednotky B

uvnité buitky(9) (Obr. 2).
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Obr. 2: Schématické zobrazeni struktury receptoru insulinu a sloZeni jeho podjednotek.

Rozdilova sekvence obou isoforem receptoru, tzv. a-CT peptid, je na obrdzku vyznacen

cervené (CT)(10).

3.4 Isoformy receptoru insulinu

Z hlediska modularni struktury je insulinovy receptor kodovan 22 exony a 21
introny. Nasledkem alternativniho sestfihu kratkého exonu 11 dochazi k vytvoreni dvou
isoforem; isoforma A (IR-A, bez exonu 11) a isoforma B (IR-B, obsahujici 11). Tyto
rozdilné isoformy, strukturné se liSici absenci ¢i pfitomnosti pouhych 12 aminokyselin na

C-konci podjednotek a (tzv. a-CT-peptid, Obr. 2), se 1isi hlavn¢ svou afinitou vici
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rustovym faktoriim IGF-1 a IGF-2. Ty sdileji s insulinem spole¢nou evoluci, podobnou
strukturu a podobnou sekvenci. VSechny tii hormony, insulin, IGF-1 i IGF-2, se mohou
s riznymi afinitami véazat na oba receptory insulinu a na receptor pro IGF-1 (IGF-1R)
(Tab. 2). Témito rozdilnymi afinitami a dale dostupnymi koncentracemi hormoni
v tkanich (vedle jest¢ dalSich faktorii) jsou regulovany biologické uc¢inky hormont

zprostiedkované prisluSnymi receptory.

Tab. 2: Vazebné afinity lidského insulinu, IGF-1 a IGF-2 vi¢i obéma isoformam

receptoru insulinu a vaci IGF-1R(11).

Vazebnd afinita vii¢i || Vazebna afinita vi¢i || Vazebnd afinita vici
Hormon IR-A (K4, nM) IR-B (K4, nM) IGF-1R (K4, nM)
Insulin 0,2-0,6 0,6 292
IGF-1 24 224 0,2-0,3
IGF-2 2,9 36 2,3

Zaroven existuje i rozdilné zastoupeni isoforem receptoru insulinu v tkénich.
Isoforma B je zastoupena pievazné v jatrech, ale i svalech a tukové tkani, coz jsou tkang,
které maji insulinem zprostiedkovany vstup glukosy. Isoforma A se pfevazné naléza
v mozku, rakovinotvorné, lymfatické a fetdlni tkani, které nemaji insulinem
zprostiedkovany vstup glukosy. Z toho vychazi pfedpoklad, ze isoforma B reguluje spise

metabolické procesy insulinu a isoforma A reguluje spiSe ristové efekty insulinu(12,13).

3.5 Interakce insulinu s jeho receptorem

Interakce insulinu sjeho membranovym receptorem stidle neni piresné
prostudovana. Nicméné se predpokladd, Ze insulin se vaze na ob& extracelularni
podjednotky o zaroven a to tak, Ze mezi insulinem a jeho receptorem dochazi ke kiizové
interakci pfes dvé vazebna mista receptoru 1 a 2¢, z nich kazdé je umisténé na jiné
z receptorovych a-podjednotek (obr. 3A, str. 16). Tato vazebna mista receptoru interaguji
s ekvivalentnimi vazebnymi misty 1 a 2 v molekule insulinu (1°s 1 a 2° s 2)(10) (obr. 3B,
str. 16). Tento zpiisob vazby zplsobuje vysokou afinitu vazby insulin-receptor a rovnéz
konformacéni zménu v receptoru, kterd spousti aktivitu tyrosin kinazy receptoru (obr. 3C,

str. 16). Poté dojde k autofosforylaci receptoru na jednotlivych tyrosinovych zbytcich
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B podjednotek a postupnému pievedeni signdlu na vnitrobunécné proteiny jejich
fosforylaci a tim ke spusténi aktivacni kaskady a efektti insulinu.

Vroce 2013(14) a 2014(15) byly publikovany prvni komplexy insulinu
s fragmentem jeho receptoru. Tyto struktury odhalily zptsob, jakym spolu oba proteiny
interaguji prostfednictvim jejich vazebnych mist 1 a 1°. Komplexy ale neodhalily zpisob
interakce vazebnych mist 2 a 2°, nebot se nepodafilo pfipravit komplexy
s fibronektinovymi doménami receptoru, které pravdépodobné tvoii vazebné misto 2°
receptoru. Nicmén¢, na zaklad¢ diive publikovanych vysledkl s analogy insulinu by
vazebné misto 2 insulinu mélo byt tvofeno aminokyselinami, [leA10, SerA12, LeuAl3,
GluA17, HisB10, GluB13 a LeuB17 a pravdépodobné¢ i ThrA8 (Obr. 4, str. 17)(5).
Vazebné misto 2 receptoru insulinu je zajimavé a dalezité také proto, Ze po jeho interakci
s vazebnym mistem 2 insulinu by mélo dochdzet ke strukturnimu pohybu receptoru
a aktivaci jeho vnitrobunécné tyrosinkinazy. Schematicky je model interakce receptoru

s insulinem a aktivace receptoru rovnéz zobrazena na obr. 5 (str. 17).

2I 2! 2I 2!
a a a a i
1 1 P 1!
k, ks
k; ks
B B B B
QRO

A B C

Obr. 3: Model zndzornujici interakci insulinu se svym receptorem. (A) Samostatny
insulinovy receptor slozeny z dvou a-podjednotek a dvou B-podjednotek. (B) Pocatecni
vazba insulinu (zeleny objekt): tzv. priméarni vazebné misto 1 insulinu se vaze na vazebné
misto 1’ prvni podjednotky IR. (C) Insulin se svym vazebnym mistem 2 vaZe na vazebné
misto 2° druhé podjednotky receptoru, to je piedpokladem formovani aktivniho komplexu
vykazujicitho vysokou afinitu. Pfi této interakci musi dojit ke konformaéni zméné
receptoru a aktivaci (autofosforylaci) podjednotek 3(16).
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Obr. 4: Struktura insulinu pfi interakci s vazebnym mistem 1° receptoru insulinu
tvofenym L1 doménou (hnéda) a o-CT peptidem (zeleny). Retézec A insulinu je zobrazen
modie a fetézec B Zluté. Aminokyseliny patfici do vazebného mista 1 insulinu jsou
vyznaceny fialové a n¢které z aminokyselin patfici do pravdépodobného vazebného mista
2 insulinu Cervené. ThrA8 insulinu je oznafen cern¢, nebot’ neni jisté, zda patii

do vazebného mista 1 ¢&i 2.

0

Aktivni
receptor

Nektivni receptor

Obr. 5: Schematické zobrazeni aktivace receptoru insulinu po interakci s insulinem.
Upraveno podle(17). 1° a 2° oznacuji pfedpokladané umisténi vazebnych mist 1¢ a 2°

receptoru.
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3.6 Riistové faktory IGF-1 a IGF-2

IGF-1 a IGF-2 (,,insulin-like growth factors®) jsou rastové faktory a hormony
podobné insulinu(18). Nazev IGF vychdazi ze strukturni homologie s insulinem, oba IGF
vSak vznikaji jinde a maji i1 rozdilné, 1 kdyz podobné funkce. Jejich produkce je
vyvolavana v jatrech rtistovym hormonem (GH, ,,growth hormone*) krom¢ prenatalniho
obdobi, kdy je produkce IGF na GH nezévisla. IGF-1 je dulezity pro vyvoj plodu, pro rist
organismu, vyvoj kosti a svaloviny a hojeni ran(19). Funkce IGF-2 jsou mnohem méné
prozkoumany, ptedpokladaji se ale dulezité funkce v mozku(20). Jak IGF-1, tak IGF-2 se
v plasm¢ vazi na specifické vazebné proteiny. Ve form¢ navazané na tyto vazebné
proteiny se nachéazi az 99% IGF, coz vyvazuje jejich mnohondsobné vyssi koncentrace
ve srovnani s koncentraci insulinu(21). Oba IGF se vazou na receptor IGF-1R
s tyrosinkindzovou aktivitou, ktery je velmi podobny receptoru insulinu (Obr. 2, str. 14).
Strukturné se IGF od insulinu ¢aste€né 1iSi. Jsou sloZeny pouze z jediného fetézce
obsahujiciho 4 domény: A-, B-, C- a D-, z nichz A- a B-domény jsou obdobou fetézcti A
a B insulinu(22). VSechny tfi hormony si zachovaly pomérné zna¢nou homologii
primérnich sekvenci v doménach A- a B- (Obr. 6) a zarovei se navzdjem podobaji svymi

3D strukturami (Obr. 7, str. 19).

1 5 10 15 20 25 30 35 40
IGF-2 AYRPSETLCGGELVDTLOQFVCGDRGFYFSRPASR--VSRRS--R
1 5 10 15 20 25 30 35 40
IGF-1 GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEFYFNKPTGYGSSSRRAPQT
Insulin FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGEFYTPKT
1 5 10 15 20 25 30
-« 5 > < o >
45 50 55 €0 65
IGF-2 GIVEECCFRSCDLALLETYCA--TPAKSE

45 50 55 60 65 0
IGF-1 GIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA

Insulin GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
1 5 10 15 20

>
-+ o »

A D

Obr. 6: Porovnani primarnich sekvenci lidského insulinu, IGF-1 a IGF-2. Homologni
pozice a aminokyseliny jsou podbarveny Sed¢€. Pozice v insulinu obménované v této praci

jsou podbarveny rizove.
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A-fetézec

N-konec B-fetézce

D-doména

Obr. 7: Porovnani 3-D struktur lidského insulinu (hnédy) a lidského IGF-2 (modry).

Disulfidické mistky jsou vyznaceny zlut¢.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie a biologicky material

acetonitril — Fischer Scientific, Leics, UK

bunécna linie IM-9 — ATCC, Manassas, USA

bunéénd linie R™? - poskytnuty Dr. A. Belfiorem a R. Basergou, Univerzita Catanzaro,

Italie

bunééna linie R /IR-B — poskytnuty Dr. A. Belfiorem a R. Basergou, Univerzita
Catanzaro, Italie

diethylether — Penta, Chrudim, CR

diisopropylethylamin (DIPEA) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
N,N-dimethylformamid (DMF) - Macron Fine Chemicals, Center Valley, USA
3,6-dioxa-1,8-octanedithiol (DODT) - Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japonsko
dithiotreitol (DTT) - Thermo Scientific, Rockford, USA

ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Lachema, Neratovice, CR
Fmoc-chranéné aminokyseliny — Iris Biotech (Marktredwitz, Némecko)

fenol — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
fetalni hoveézi sérum - Gibco, USA

glukosa — Sigma, St. Louis, USA

glycin — Sigma, St. Louis, USA

guanidinhydrochlorid (GuaHCI) - Sigma, St. Louis, USA
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofosfat (HBTU) -
Novabiochem, Lucern, §V}'Icarsk0
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova kyselina (HEPES) - Sigma, St.
Louis, USA

N-hydroxybenzotriazol (HOBt) - Sigma, St. Louis, USA

hydrogenuhli¢itan amonny — Sigma, St. Louis, USA

hydroxid sodny — Penta, Chrudim, CR

chlorid draselny — Sigma, St. Louis, USA

chlorid sodny — Penta, Chrudim, CR

kyselina chlorovodikova — Penta, Chrudim, CR
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. .. 125 :
lidsky IGF-1 znaceny radioizotopem I, Perkin Elmer, Waltham, USA

lidsky insulin znaceny radioizotopem 1251, Perkin Elmer, Waltham, USA
kyselina octova 99 % (HAc) - Penta, Chrudim, CR

L-glutamin — Gibco, USA

médium DMEM - Gibco, USA

N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) - Merck, Kenilworth, USA

octan sodny — Lachema, Neratovice, CR

penicilin — Invitrogen, Kalifornie, USA

puromycin — Gibco, USA

Sephadex G10, Sephadex G 50 — Pharmacia, Uppsala, Svédsko

sifi¢itan sodny — Sigma, St. Louis, USA

siran hofe¢naty — Fluka, Buchs, Svycarsko

streptomycin — Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA

teleci sérum (BSA) - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
tetrathionan sodny — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

thioanisol — Fluka, Buchs, SV}'Icarsko

trifluoroctova kyselina (TFA) - Fluka, Buchs, Svycarsko
tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris) - Sigma, St. Louis, USA
triisopropylsilan (TIS) - Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

trypsin — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Wangova pryskyrice substituovanid Fmoc-Asn(Trt) - Wang resin, Novabiochem,

Lucern, Svycarsko

Ostatni béZzné chemikalie byly dodany firmami Merck-Sigma-Aldrich-Fluka (USA),

Invitrogen (USA) ¢i Thermo Scientific (USA).
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4.2 Pristroje
Automatizovany syntetizator peptidit ABI 433A (Applied Biosystems, USA)

Syntetizator SpyderMark II (vyvijeny ve Vyvojovych dilnach UOCHB, druhy prototyp)

HPLC: cerpadlo Water 600, UV/VIS detektor Waters 2487 (Waters, USA)
Preparativni kolona pro HPLC Luna C18, 250x21,2 mm (Phenomenex, USA)
Analyticka kolona pro HPLC Nucleosil 120-5-C18, 250x4 mm (Watrex, CR)
Preparativni lolona pro HPLC Nucleosil 120-5-C18, 250x21 mm (Watrex, CR)
Semipreparativni kolona pro HPLC Nucleosil 120-5-C18, 250x8 mm (Watrex, CR)
Semipreparativni kolona pro HPLC Nucleodur C18 HTec, 250x10 mm (Macherey-
Nagel, Némecko)

Spektrofotometr Lambda 25 UV/VIS Spektrometr (Perkin Elmer, USA)
Lyofilizace FD3 Freeze Dryer (Heto Holten A/S, Dansko)

Hmotnostni analyzator LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, USA)

Ptistroj na méteni radioaktivity Wizard 1470 Automatic Gamma Counter (Perkin
Elmer, USA)

Centrifuga Trigon plus (Jouan, USA)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

Peristaltickd pumpa Minipuls 2 (Gilson, USA)

Peristaltickd pumpa Minipuls 3 (Gilson, USA)
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4.3 Metodika

4.3.1 Syntéza A-fetézci
4.3.1.1 Syntéza a Stépeni A-Fetézce insulinu

Retézce lidského insulinu s mutacemi HisA17 a HisA12 byly syntetizovany
na servisnim pracovisti Syntéza peptidt UOCHB AV CR na piistroji ABI433A v méfitku
100 pumol na pryskyfici typu Wang (Merck) presubstituované s aminokyselinou
Fmoc-Asn(Trt) s nizkou mirou substituce (LL, cca 0,3 mmol/g).

Retézce lidského insulinu s mutacemi ValAl3, HisAl13, HisAl2, ValAl0
a HisA10 byly syntetizovany na pfistroji SpyderMark II (vyvijeny ve Vyvojovych
dilnach UOCHB, druhy prototyp) v mé&fitku 100 pmol na stejné pryskyfici.

Syntéza byla provedena za pomoci ¢inidel HBTU/HOBT (10 ekvivalent), DIPEA
(15 ekvivalent) v N-methyl-pyrrolidonu jako rozpoustédle pti laboratorni teploté.
Synteticky cyklus (45 min) byl pro kaZdou aminokyselinu jeSt¢ jednou opakovan
za stejnych podminek. Chranici N-koncovéa skupina Fmoc byla v kazdém cyklu $tépena
pomoci 20 % piperidinu v DMF (5 a 20 min).

Na pryskyfici pfipravené fetézce byly St€peny za pomoci Stépici smési (10 ml
91,5 % TFA, 0,25 ml H>0, 0,25 ml thioanisol, 0,125 ml DODT, 0,25 g fenol, 0,05 ml
TIS) a ponechany na pryskyfici za michani pii laboratorni teploté 2 hod. Po uplynulé dobé
byla smés prefiltrovana ptes fritu velikosti S3 do 300 ml ledového diethyletheru
a proveden priplach pryskyfice 10 ml TFA do téhoz etheru. Vytvofena sraZzenina peptidu
v etheru byla priefiltrovana ptes fritu velikosti S4, sraZenina proplachnuta 300 ml
ledového etheru a vysuSena. V nékterych ptipadech byly peptidy S$tépeny stejnym
zpusobem, jak bylo popsdno vySe, avsak Stépici smes (5 ml) byla po Stépeni a odfiltrovani
z pryskyfice nalita do 45 ml ledového diethyletheru a centrifugovana po dobu 11 minut
ptfi 8000 g pii 4 °C, ether byl poté odstranén a na srazeninu pfidano novych 45 ml
studeného etheru. V meziCase byla pryskyfice proplachnuta 5 ml TFA a ta pfidana
k etheru na srazenin€. Smés byla znova centrifugovana a ether odstranén. Proplachnuti
srazeniny diethyletherem a centrifugace byly jesté jednou zopakovany. SraZzenina peptidu

byla kratce (cca 20 min) vysuSena v exsikatoru za snizeného tlaku.
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4.3.1.2 Konverze na S-sulfonaty

Sucha srazenina peptidu byla hned po vysuseni rozpusténa v 30 ml sulfitolyzacni
smési (pfipraveno 50 ml: 0,1 M tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris), 0,25 M sificitan
sodny, 0,08 M tetrathionan sodny, 7 M guanidin hydrochlorid, pH 8,6) za ucelem
pievedeni volnych -SH skupin na cysteinech na S-sulfonaty (S-SO3;H). Cela smés byla

michana 3 hod pfi laboratorni teplot¢.

4.3.1.3 Gelova chromatografie

Po provedeni sulfitolyzy bylo peptidovy fetézec tfeba odsolit. Proto byla smés
po pievedeni na S-sulfondty nanesena na kolonu Sephadexu G-10 o celkovém objemu
500 ml. Jako mobilni faze byl pouzit 50 mM hydrogenuhli¢itan amonny. Chromatografie
probihala za laboratorni teploty a stalého tlaku. Prutok cinil zhruba 0,7 ml/min
(peristalticka pumpa Gilson Minipuls 2) a frakce byly zachytavany po cca 10 ml
na automatickém sbéraci. V jednotlivych frakcich byla po ukonCeni chromatografie
zmétena absorbance na UV/VIS spektrometru Lambda 25 pfi vinové délce 276 nm.

Frakce s fetézci byly spojeny a podrobeny lyofilizaci.

4.3.1.4 RP-HPLC

Nasledné byly lyofilizované vzorky ze sloufenych frakci rozpustény v 10 %
kyselin€ octové a 80 % acetonitrilu v poméru 2:1 v koncentraci asi 10 mg/ml. Rozpusténé
vzorky byly purifikovany a ¢iStény na RP-HPLC na preparativni koloné Luna C18
¢i Nucleosil C18 za pouziti gradientu michaném z mobilni fdze A (0,1 % TFA) a
z mobilni fdze B (80 % acetonitril s 0,1 % TFA). Byl pouZit gradient néasledujiciho
sloZeni (min/% (v/v) B): 0/10; 30/60; 31/100; 31,1/10 pf1 pratoku 9 ml/min. Absorbance
byla prométfovana pfi vinovych délkach 276 nm a 218 nm. Jednotlivé frakce byly jimany
manualné a lyofilizovany. Identita fetézcl byla ovéfena pomoci hmotnostni spektrometrie

na servisnim pracovisti UOCHB.
4.3.2 Rekombinace fetézciu insulinu

Nasledovné byla provedena rekombinace purifikovanych A-fetézcii s B-fetézcem

veptového. Pii této metod€ jsou propojeny oba fetézce insulinu A a B prostfednictvim
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dvou disulfidickych mistka a zaroven dochazi k vytvoreni tretiho mistku na A-fetézci
(23).

S-sulfonat fetézce B veptového insulinu (od lidského se 1isi jen zaménou ThrB30
za AlaB30) byl jiz diive pfipraven v laboratofi Dr. Jirdcka sulfitolyzou vepiového

insulinu a naslednou purifikaci fetézcl. Tato pfiprava nebyla soucasti této prace.

4.3.2.1 Redukce a oxidace

V prvni ¢asti rekombinace dochazi na fetézcich k redukci S-sulfonatii na thiolové
skupiny. Nasleduje popis typického piikladu redukéni faze rekombinace fetézcii insulinu.

Bylo odvazeno okolo 30 mg S-sulfonatu A-fetézce a rozpusténo v2 ml
odvzdu$néného 0,1M Gly/NaOH pufru o pH 10,5. Cast vzorku (cca 0,02 ml) byla
20x nafedéna pufrem a byla zméfena absorbance pfi 280 nm. Z ni byla zjisténa
koncentrace vzorku dle vzorce A =c=x[lx¢g za pouziti extinkéniho koeficientu
3480 M'.cm!. Dale bylo odvazeno okolo 15 mg S-sulfonitu B-fetézce vepiového
insulinu a rozpusténo v 1 ml stejného pufru a vypocitana koncentrace roztoku podle
stejného postupu jako u A-fetézce, ale za pouziti extinkéniho koeficientu o hodnoté
3230 M'.cm™!. Oba roztoky fetézct byly smichany a bylo k nim pfidano takové mnozstvi
1 M roztoku DTT (alikvotovany od firmy Pierce, katalogové ¢islo 20291) v pufru
ptedstavujici pfesné 1,1 ekvivalentu celkového moldrniho mnozstvi S-SOsH skupin obou
fetézcl v roztoku. Smés byla ponechana za michani 1 hodinu pfi laboratorni teploté
v uzaviené nadobé.

V druhé casti rekombinace dochéazi k zastaveni redukce a naslednému
oxidativnimu vytvoteni disulfidickych miistkid mezi cysteiny (CysA7-CysB7; CysA20-
CysB19; CysA6-CysAll) insulinu. Nasleduje popis typického piikladu oxidativni faze
rekombinace fetézcl insulinu.

Po hodin¢ redukce bylo do roztoku obou fetézcl insulinu piidéno 3 ml
provzdusnéného 0,1M Gly/NaOH pufru o pH 10,5. Reakéni smés byla dale michana po
3-4 dny pii 4 °C za ptistupu vzduchu. Po uplynulé dobé€ byla reakce zastavena ptidanim
3 ml 100 % kyseliny octové.
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4.3.2.3 Gelova chromatografie

Nasledna metodika byla provedena podle shodného postupu. Rekombinacni smés
byla aplikovana na chromatografickou kolonu Sephadexu G-50 (V=500 ml). Jako
mobilni faze byla pouzita 1 M kyselina octova, pritok kolonou ¢inil 0,5 ml/min
a chromatografie probihala pii laboratorni teploté a stalém tlaku za pouziti peristaltické
pumpy Gilson Minipuls 3. Frakce byly jimany po zhruba 6 ml.

U jednotlivych frakci byly méfeny absorbance na spektrofotometru Lambda 25
pti 276 nm. Frakce byly spojeny a lyofilizovany.

4.3.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Nasledné byly lyofilizované vzorky ze sloucenych frakci rozpustény v 10 %
kyseliné octové sa 80 % acetonitrilu v poméru 2:1 v koncentraci asi 10 mg/ml.
Rozpusténé vzorky byly purifikovany a ¢istény na semipreparativni RP-HPLC koloné
Nucleosil C18 za pouziti gradientu michaném z mobilni faze A (0,1 % TFA, v/v)
a z mobilni faze B (80 % acetonitril s 0,1 % TFA, v/v) a nasledujiciho slozeni (min/%
(v/v) B): 0/10; 1/35, 21/45; 34/55; 36-37/90; 37.1/10 pti prutoku 3 ml/min. Alternativné
byla pouzita semipreparativni kolona Nucleodur C18 a gradient 0/10; 1/32;21/42; 34/52;
36-37/90; 37.1/10. Absorbance byla prométovana pii vinovych délkach 276 nm a
218 nm. Jednotlivé frakce byly jimany manudlné a lyofilizovany. Identita fetézct byla

ovéiena pomoci hmotnostni spektrometrie.

4.3.3 Testovani vazebné afinity analogi vaci IR-A, IR-B a IGF-1R

U pftipravenych analogl insulinu byla testovana afinita vii¢i obéma isoformam
insulinového receptoru IR-A 1 IR-B, a 1 k IGF-1R. K vazebnym testim vici IR-A byla
pouzita bunécna linie lidskych lymfocyti IM-9 s vysokou mirou exprese isoformy A.
K testovani vazebné afinity vii¢i isoformé B receptoru insulinu (IR-B) a vii¢i IGF-1R byly
pouzity mysi embryondlni fibroblasty s deletovanym genem pro mys$i IGF-1R
a transfekované bud* lidskym genem pro expresi IR-B (oznacované jako R™ IR-B burky),
nebo lidskym genem pro expresi IGF-1R (ozna¢ované jako R" buiiky).

Z insulinu a pfipravenych analogi byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci

100 pg/ml vO0,1 % (v/v) kyseliné octové. Koncentrace byly stanoveny
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spektrofotometricky méfenim absorbance pii vinové délce 280 nm a s pouzitim
extinké&niho koeficientu €250 = 5840 M .cm™.

Na vSechny pokusy byl pouzit vazebny pufr nasledujiciho slozeni: 100 mM
HEPES, 100 mM chlorid sodny, 5 mM chlorid draselny, 1,3 mM siran hofecnaty,

1 mM EDTA, 10 mM glukosy, 15 mM octan sodny a 1 % (w/v) BSA, pH 7,6.

4.3.3.1 Testovani vazebné afinity analogu viici IR-A

Bunééna linie lidskych lymfocyti IM-9 byla péstovana dle pokynti dodavatele
ATCC (Manassas, USA; LGC Standards, Poland). Buiiky byly péstovany v inkubatoru
pii teploté 37 °C ve zvlhcené atmosfére s 5 % (v/v) obsahem CO2 v mediu RPMI-1640
(10 % (w/w) fetalni hovézi sérum, 100 U/ml penicilinu ¢i streptomycinu a 2 mM Gln)
a tiikrat tydné ,,pasazovany“. Pouzivané chemikalie byly zakoupené od spolecnosti
Invitrogen (Carlsbad, Kalifornie, USA). V den testovani byly vypéstované bunky
spocitany v Biirkerové komurce a zfedény na koncentraci 2 miliony bunék/ml.

Testovani vazebné afinity probihd jako kompetice mezi testovanym analogem
a lidskym insulinem radioaktivné zna¢enym s '>’I na TyrA14 nami upravenou metodou
dle De Meytse(12,24). Béhem testovani je ve vSech vzorcich zachovano konstantni
mnozstvi bun¢k a radioaktivné znaceného insulinu a postupné se zvySuje koncentrace
testované latky. V kazdém vzorku bylo 400 pl bun€k o koncentraci 2 miliony/ml,
125L-insulin v mnozstvi 20000 cpm (2200 Ci/mmol) a riizné koncentrace testovaného
analogu, pficemz celkovy reakcni objem byl 500 pul. Reakce byla inkubovana po dobu
2,5 hod pfi 15 °C. Kazdych 30 min byly vSechny vzorky promichéany.

Po skonceni reakéni doby byly ze vSech vzorki vytvoreny duplikaty o objemu 200
pl. Nasledné bylo ke kazdému z vytvoienych vzorkt ptidano 200 pl vychlazeného
vazebného pufru, ¢imZ byla reakce zastavena. Vzorky byly centrifugovany (10 min,
15000 g, 4 °C), poté byl odsat supernatant a zmeétena radioaktivita pelety pomoci
y-pocitace (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, USA).
Kazda zkumavka byla métena po dobu 10 min.

Ziskand data byla analyzovdna v programu GraphPad Prism, 5.0 metodou
nelinearni regrese podle modelu vazby do jednoho vazebného mista (z anglického
oznaceni ,,one site fitting model”). Pro vypoCet K4 analogu byla pouzita hodnota

disociacni konstanty Kq znac¢eného insulinu 0,3 nM. Vysledn4 hodnota K4 analogu byla
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vypocitdna minimalné ze tfi samostatnych méteni (tzn. vazebnych kiivek, tj. parcialnich

hodnot Kj).

4.3.3.2 Testovani vazebné afinity analogu vici IR-B a IGF-1R

Bunécné linie mySich embryonalnich fibroblastl transfekovanych lidskym genem
pro expresi IR-B (R-B) ptipadné IGF-1R (R+) byly poskytnuty Dr. A. Belfiorem
a R. Basergou a péstovany dle jejich pokynt. Bunky byly péstovany v inkubatoru
pii teploté 37 °C ve zvlhcené atmosféie s 5 % (v/v) obsahem CO2 v médiu s vysokym
obsahem glukosy (87,6 % (v/v) DMEM medium s obsahem glukosy 4,5 g/1, 10 % (w/w)
FBS, 2 mM L-Gln, 100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin, 3 pg/ml puromycin)
a trikrat tydné ,,pasazovany*. Dva, pfipadné¢ tii dny pied testovanim byly bunky nasazeny
do 24-jamkovych desticek v koncentraci 3000 respektive 1500 bunék na jamku. Pred
samotnym pokusem bylo buikdm odebrano médium s FBS a nahrazeno ¢istym médiem
kviili zamezeni vlivu peptidl a proteind pfitomnych ve FBS.

Testovani vazebné afinity probiha stejn¢ jako v prvnim piipad¢ kompetici mezi
testovanym analogem a radioaktivné znadenym lidskym !®I-insulinem (pro IR-B)
piipadné lidskym '°I-IGF-I (pro IGF-1R) metodou dle Belfioreho(24). Béhem testovani
je ve vSech vzorcich zachovano konstantni mnozstvi radioaktivné zna¢eného insulinu ¢i
IGF-1 (50 000 cpm '®I-insulinu o specifické aktivité 2200 Ci/mmol pro stanoveni
vazebné afinity k IR-B nebo 45 000 cpm '*I-IGF-I o specifické aktivité 2700 Ci/mmol
pro stanoveni vazebné afinity k IGF-1R) a postupné se zvySuje koncentrace testované
latky. Pocet bun€k v jednotlivych vzorcich se pohyboval v rozmezi 24-26 000 u bunééné
linie RIR-B a 14-16 000 u bun&né linie R™.

Narostlé bunky byly 2krat omyty vazebnym pufrem a do kazdé jamky byla
pipetovana reak¢ni smés v pofadi: vazebny pufr, odpovidajici koncentrace testovaného
analogu a '®I-insulin/'>’I-IGF-I s aktivitou 50 000/45 000 cpm. Celkovy reakéni objem
byl 250 pl. Reakce byla inkubovéna pifi 5 °C za stdlého tfepani po dobu 16 hod.
Po ukonceni inkuba¢ni doby byla reakéni smés odsata, buiiky s navdzanymi analogy
promyty vazebnym pufrem a solubilizovany 0,1M NaOH. Roztok se solubilizovanymi
bunikami byl pfenesen do zkumavek a byla zmétena jeho radioaktivita pomoci y-pocitace
(Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, perkin Perkin Elmer, Wellesley, USA). Kazdy

vzorek byl méten po dobu 60 s.
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Ziskana data byla analyzovana a vyhodnocena v programu GraphPad Prism 5.0
metodou nelinedrni regrese podle modelu vazby do jednoho vazebného mista
(z anglického oznaceni ,,one site fitting model®). Pro vypocet K4 analogu byla pouzita
hodnota disociaéni konstanty K4 '*°I-znaceného insulinu 0,3 nM a hodnota 0,2 nM
pro 'PI-znageny IGF-1. Vysledna hodnota K4 analogu byla vypo&itdna minimalné ze ti

samostatnych méfeni (tzn. vazebnych ktivek, tj. parcidlnich hodnot Ky).
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5 Vysledky

5.1 Syntéza A-fetézcu
Zvolend metodika pfipravy fetézci A jednotlivych analogii byla provedena
za stejnych podminek, proto jsou ve vysledcich uvedeny grafy pouze jednoho

reprezentativniho fetézce insulinu, HisA10 A-fetézce.

Tab. 3: Ptehled pripravenych A-fetézcu a jejich vytézka po HPLC precisténi surového
materialu ptipravené¢ho v méfitku 100 pumol. Déle jsou v tabulce uvedeny teoretické
a experimentalni monoizotopické molekulové hmotnosti A-fetézcii insulinu ptipravenych

v této praci.

Analog Teoreticka M, Experimentalni M, Vytézek [%]
HisA10 A-fetézec 2725,80 2725,6 22
ValA10 A-fetézec 2687,81 2687,76 5al8
HisA12 A-fetézec 2751,87 2751,83 13
ValA13 A-fetézec 2687,81 2687,80 13
HisA17 A-fetézec 2709,96 2709,79 7
AspAl7 A-fetézec 2687,81 2687,4 5a7

Jednotlivé modifikované A-fetézce byly syntetizovany na pevné fazi podle popisu
v kapitole 4.3.1.1. Takto ptfipravené A-fetézce byly Sté€peny Sté€pici smesi a jejich volné
-SH skupiny byly pievedeny na S-sulfonaty. Nasledné byly surové fetézce odsoleny na
gelové chromatografické koloné¢ Sephadex G-10 a zméfena absorbance jednotlivych
frakei pti vlnové délce 276 nm podle podminek popsanych v kapitole 4.3.1.3. Na zaklad¢
chromatogramii (ptiklad na obr. 8, str. 31) byly spojeny frakce obsahujici pfislusny

odsoleny A-fetézec.
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Obr. 8: Chromatogram odsolovani S-sulfonatu A-fetézce insulinu s modifikaci HisA10
na koloné¢ Sephadexu G-10, V; = 500 ml. Eluce byla provedena v 50 mM roztoku
NH4HCO:s. Spojeny frakce 19-25 oznacené Cervene.

Takto vzniklé vzorky byly nésledné preparovany preparativnim provedenim RP-
HPLC (Obr. 9) za podminek popsanych v kapitole 4.3.1.4. Vytézky jednotlivych fetézct
pfipravenych v ramci této prace byly mezi 5-22 % v zéavislosti na zvolené mutaci.
U analogli ValA10 a AspA17 nebyl vytézek prvni syntézy dostatecny, proto musela byt
syntéza opakovana (Tab. 3, str. 30).

AZﬂB

HisA10-A-fetézec-S-sulfonat

= 22.105

21.739

0.5

: — A

5 10 15 20
¢as [min]

Yo=====
5231 63

N
o

30 35

Obr. 9: RP-HPLC chromatogram S-sulfonatu A-fetézce insulinu s modifikaci HisA10 na
preparativni koloné¢ Nucleosil C18 s pritokem 9 ml/min pii vinové délce 218 nm.

A-fetézec byl eluovan ve 22,105 min.
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Vypreparované frakce ze vzorkli byly vysuSeny na lyofilizaci a analyzovéany
hmotnostni spektrometrii na servisnim pracovisti UOCHB AV CR (Obr. 10). Na zakladé
hmotnostni spektrometrie byly identifikovany vSechny ndmi pfipravované A-fetézce

insulinu (Tab. 3, str. 30).
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum S-sulfondtu A-fetézce insulinu s modifikaci HisA10.

Me¢feno v negativnim rezimu. Teoretickd monoisotopickd M; je 2725,80.

5.2 Rekombinace Fetézcu insulinu

Redukce a oxidace pfipravenych A-fetézclii insulinu s B-fetézcem veptového
insulinu byla provedena podle postupu popsaném v kapitole 4.3.2. Po probéhnuti reakce
byla vyslednd smés nanesena na kolonu Sephadexu G-50 a zméfena absorbance
jednotlivych frakci podle podminek popsanych v kapitole 4.3.2.3 pfi vinové délce 276

nm. Na obr. 11, str. 33, analogu je zobrazen graf elu¢niho profilu HisA10 insulinu.
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Obr. 11: Elucni profil po rekombinaci B-fetézce vepirového insulinu s HisA10 A-fetézce.
Eluce byla provedena na koloné Sephadex G-50 o objemu 500 ml za pritoku 0,5 ml/min
s IM kyselinou octovou jako mobilni fazi. Byla pouzita peristaltickd pumpa Gilson
Minipuls 3. Sbirani frakci bylo provedeno po cca 6 ml. Absorbance byla méfena na
spektrofotometru Lambda 25 pii 276 nm.
Frakce z elu¢niho profilu na Obr. 11 byly analyzovany pomoci RP-HPLC. Z ¢asti
oznacené Cervené byl izolovan analog podle podminek v kapitole 4.3.2.3. Prubéh RP-

HPLC purifikace je ukdzan na Obr. 12. Produkt byl identifikovan hmotnostni

spektrometrii (Obr. 13A, str. 35) podle teoretické hodnoty M; (Tab. 4, str. 37).
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Obr. 12: RP-HPLC chromatogram rekombina¢né vytvofeného analogu vepiového
insulinu s modifikaci HisA10. Preparace byla provedena na semipreparativni koloné
Nucleosil C18. Vysledny produkt mél elu¢ni vrchol v ¢ase 21,5 min.

Stejnym zpusobem se provadély rekombinace vSech analogii z pfislusnych

A-fetézci popsanych v kapitole 4.3.2 s B-fet¢zcem vepfového insulinu. Analogy
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HisA10-insulin, HisA17-insulin, ValA10-insulin a ValA13 insulin se podafilo pfipravit
v dostatecném mnozstvi potiebném pro biologické testy. Vytézky rekombinantnich
reakci téchto analogii jsou uvedeny v Tabulce 4 (str. 37). Hmotnostni spektra téchto
analogli spole¢né s analytickym provedenim HPLC ukazujicim cistotu téchto analogt
jsou na Obr. 13 (str. 35) a obr. 14 (str. 36). Cistota nami pfipravenych analogi insulinu
byla mezi 94-97 %.

Analogy AspAl7-insulin a HisAl2-insulin se nepodafilo pfipravit. Zaznam
elu¢niho profilu z kolony Sephadexu G50 po rekombinacni reakci je zobrazen na obr. 15

(str. 37).
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Obr. 13: Hmotnostni spektra Gispé$né pfipravenych analogl insulinu s modifikacemi

HisA10 (A), ValA10 (B), ValA13 (C) a HisA17 (D).
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Obr. 14: Analytické RP-HPLC chromatogramy tspés$né pripravenych analogti insulinu
s modifikacemi HisA10 (A), ValA10 (B), ValA13 (C) a HisA17 (D) pro ovéteni Cistoty.
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Tab. 4: Piehled ptipravenych analogii jejich teoretické a experimentalné zjisténé M;

a vytézky vztazené k pouzitému mnozstvi limitujiciho B-fetézce.

Analog Teoreticka M | Experimentalni M | Vytézek [%] | Vytézek [mg]
HisA10-insulin 5797,6 5797,61 5,7 1,0
ValA10-insulin 5759,61 5760,8 59 1,1
HisA12-insulin 5823,65 - 0 0
ValA13-insulin 5759,61 5759,61 5,0 1,2
HisA17-insulin 5781,64 5781,64 1,2 0,2
AspAl7-insulin 5759.,61 - 0 0
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Obr. 15. Elu¢ni profil po nelspésné rekombinaci B-fetézce vepfového insulinu

a A-fetézce lidského insulinu s modifikaci v pozici AspAl7. Eluce byla provedena na

koloné Sephadex G-50 (Vi= 500 ml) za pratoku 0,5 ml/min s 1M kyselinou octovou jako

mobilni fazi. Byla pouzita peristaltickd pumpa Gilson Minipuls 3. V Zadné z frakci se

pomoci RP-HPLC nepodafilo identifikovat Zadany produkt.
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5.3 Testovani vazebné afinity analogii viici IR-A, IR-B a IGF-1R

U analogti pripravenych v dostatecném mnozstvi byly provedeny testy vazebné
afinity vi¢i obéma isoformam insulinového receptoru (IR-A a IR-B) a IGF-1 receptoru
(IGF-1R). Byly testovany 4 ptipravené analogy insulinu (Tab. 5, str. 39). Pro HisA10-
insulin byly zméfeny vazebné afinity vii¢i vSem tfem receptortim, u analogii ValA10-
insulinu a ValA13-insulinu vii¢i obéma isoformdm IR a u analogu HisA17-insulinu jen
vuci IR-A z divodu nedostatku pfipraveného materialu.

Testovani vazebné afinity pfipravenych analogti viici IR-A (obr. 16, str. 40 a 17,
str. 40) bylo provedeno na bunécné linii IM-9 podle postupu popsaném v kapitole 4.3.3.1.
K testovani vazebné afinity viici isoformé B (obr. 18, str. 41 a 19, str. 41) a vici IGF-1R
(obr. 20, str. 42) byly pouzity mysi embryonalni fibroblasty s deletovanym genem pro
mysi IGF-1R. Testovani bylo provedeno podle postupu popsaném v kapitole 4.3.3.2.
Testy byly provedeny nejméné ve tfech nezdvislych métenich s pouzitim stejné varky
radioligandu a porovnany s referen¢ni molekulou lidské insulinu ¢i IGF-1 méteného
soucasn¢. Ziskana data byla analyzovana v programu GraphPad Prism, 5.0. Z nich byly

nasledné ziskany hodnoty disocia¢nich konstant Kq (Tab. 5, str. 39).
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Tab. 5: Vazebné afinity ptfipravenych analogt insulinu vii¢i IR-A, IR-B a IGF-1R.

Kd je rovnovazna disociac¢ni konstanta. SEM je standardni chyba primeéru. Data byla

ziskana ze tfech riznych sérii testovani métenych v riznych obdobich s rozdilnou varkou

radioligandu 125I-HI pfi kterych se vazebna afinita referen¢niho lidského insulinu vaci

IR-A pohybovala v rozmezi 0,12-0,32 nM a vuci IR-B v rozmezi 0,26-0,40 nM. (n) poCet

meteni. Relativni vazebnd afinita analogu (v %) je definovéna jako Kd insulinu ¢i IGF-

1/ Kd analogu x 100.

RA | i || B | Retationt | ISR | Relaivni
Peptid || Kat SEM YAl Ky £ SEM YU &, + SEM vn
M vazebna M vazebna M vazebna
[(MIM) | finita o] | MO | afinita o] | M@ | afinita o)
Lidsky || 0,12-0,32 0,26-0,40 292 +31
-y 12" 100,00 15" 100,00 ® 0,082
Lidsky ; ; - - 0,11 ? .05 100,00
IGF-1 (5)
HisA10- || 0,74 0,24 1,23 40,25 451 %53
insulin 4) 15,5 3) 213 3) 0,025
ValA10- || 0,44 0,06 0,66 % 0,37
insulin (3) 72,3 ) 529 i )
ValA13- || 0,35+ 0,07 0,78 £ 0,30
insulin ) 018 3) 44,8 i i
HisA17- || 3,77+ 0,30 - ] . ) ]
insulin 3) ’
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Obr. 16: Kiivka specifické vazby lidského insulinu, His10-insulinu a ValA10-insulinu

na IR-A. Kde ¢ je koncentrace méfené latky. Data analyzovéana v programu GraphPad

Prism, 5.0.
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Obr. 17: Kiivka specifické vazby lidského insulinu, ValA13-insulinu a HisA17-insulinu
na IR-A. Kde ¢ je koncentrace méefené latky. Data analyzovana v programu GraphPad

Prism, 5.0.
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Obr. 18: Kiivka specifické vazby lidského insulinu, HisA10-insulinu a ValA10-insulinu

na IR-B. Kde c je koncentrace méfené latky. Data analyzovana v programu GraphPad

Prism, 5.0.
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Obr. 19: Kiivka specifické vazby lidského insulinu a ValA13-insulinu na IR-B. Kde ¢ je

koncentrace métené latky. Data analyzovana v programu GraphPad Prism, 5.0.
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Obr. 20: Kiivka specifické vazby lidského insulinu, IGF-1 a HisA10-insulinu

na IGF-1R, kde ¢ je koncentrace méfené latky. Data analyzovéana v programu GraphPad
Prism, 5.0.

Vazebné afinity jednotlivych analogli byly porovnany s lidskym insulinem, (Tab.
5, str. 39). Analog HisA10 byl jedinych analogem testovanym vu¢i vSem tiem
receptoraim. U vSech mél snizenou afinitu vzhledem k insulinu lidskému. Vu¢i IR-A
a IR-B m¢l zhruba pétinovou afinitu (16 a 21%), vici IGF-1R mél afinitu asi tfetinovou
v porovnanim s lidskym insulinem.

Zameéna isoleucinu a leucinu v pozicich A10 a A13 za valin méla pomérné maly
vliv na afinitu vici IR-A: 72 % a 92 %. Oproti tomu afinita viici IR-B klesla na zhruba
polovinu: 53 % a 45 %, ¢imz se ukazal negativni vliv kratsiho fetézce valinu na vazbu
k isoform¢ B insulinového receptoru. Posledni testovany analog, HisA17-insulin mé¢l
nejnizsi afinitu vici IR-A ze vSech pripravenych analogt. Jeho afinita byla pouze 7 %.
Kvili malému pfipravenému mnozstvi tohoto analogu z divodu obtizné rekombinaéni

reakce (Tab. 4, str. 37) nebyl tento analog dale testovan ani vii¢i IR-B ani IGF-1R.
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6 Diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo pfipravit analogy insulinu se zaménami
aminokyselin v oblasti dalezité pro vazbu na receptor insulinu a urcit vazebné afinity
téchto analogl viici obéma isoformam receptoru, IR-A a IR-B, a ptipadné i vii¢i receptoru
pro IGF-1 (IGF-1R). Tato prace je soucasti komplexné&jsi studie probihajici v laboratofi
Dr. Jira¢ka v UOCHB AVCR, zaméfujici se na pochopeni mechanismu interakci mezi
insulinem, IGF-1, IGF-2 a jejich receptory, IR-A, IR-B a IGF-1R. Soucasti projektu je
snaha porozumét uloze jednotlivych aminokyselin ve specifickych pozicich vsech tii
hormont na vazebnou selektivitu vii¢i receptorim. Diky podobnosti primarnich sekvenci
a 3D struktur insulinu a obou IGF (Obr. 6, str. 18) tak mohou byt studovany ekvivalentni
pozice hormoni paralelné a definovan tak jejich vliv na vazebné afinity viici receptorim.
Duikladné pochopeni role jednotlivych aminokyselin jednotlivych hormonti na vazebné
afinity by mohlo vést k navrhu takovych analoglh hormont, které by byly selektivnéjsi ve
vazbé vici jednotlivym receptorim. Takové latky, napi. analogy insulinu selektivné se
vazici na IR-B, by mohly najit uplatnéni napft. pii 1écbé diabetu.

V této praci jsme se zaméfili na tzv. vazebné misto 2 insulinu (kap. 3.5: Obr. 3,
str. 16), o kterém se predpokladd, Ze interaguje s takzvanym vazebnym mistem 2°
receptoru insulinu. Interakce téchto €asti obou proteind, insulinu a receptoru, nebyla jesté
strukturné prostudovana a vazebné misto 2 insulinu bylo pfedb&zné lokalizovano jen na
zéklad¢ mutace jednotlivych aminokyselin (kap. 3.5). Nicméné¢ se piredpoklada, ze praveé
interakce vazebnych mist 2 a 2° vytvaii vysoce afinitni komplex a vede k aktivaci
receptoru. V této studii se jednalo o analogy insulinu s modifikaci na A-fetézci insulinu,
konkrétné v pozicich IleA10, SerAl12, LeuAl3, GluAl7, které nejsou jesté prilis
prozkoumany. Planem studie bylo pivodni aminokyseliny nahradit za aminokyselinu
histidin, kterd se svym charakterem (velikost postranniho fetézce, parcialni aromaticky
charakter, schopnost vytvaret vodikové vazby) vyraznég li§i od plivodnich aminokyselin
v A-fetézci a mohla by novym analogiim (HisA10, HisA12, His A13 a HisA17) udélit
necekané vlastnosti. V minulosti byly zajimavé vysledky jiZz ucinény s histidinem

v pozici B24 insulinu (5,25).
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Druhym planem této studie bylo piivodni aminokyseliny IleA10, SerA12, LeuAl3
a GluA17 nahradit za aminokyseliny podobné, tzn. Ile za Val (ValA17), Ser za Thr
(ThrA12), Leu za Val (ValA13) a kone¢n¢ Glu za Asp (AspAl7). Ideou bylo jemné
modulovat vlastnosti analogli ve smyslu posileni (napf. afinity vic¢i IR-B) ¢i potlaceni
(napf. afinita viici IR-A ¢i IGF-1R). V soucasné dob¢ probihaji ve skupiné Dr. Jiracka
prace na charakterizaci analogli IGF-1 a IGF-2 modifikovanych v ekvivalentnich
pozicich. Tyto studie jeste ale nebyly uzavieny a nejsou soucasti této bakalatské prace.

Z Casovych dliivodl se v rdmci této bakaldiské prace nepodatilo pfipravit vSech 8
modifikovanych A fetézcl insulinu a fetézce ThrAl2 a HisAl13 nebyly prozatim
piipraveny. V jejich ptipravée se bude pokracovat mimo ramec této prace. Z ptipravenych
A-tfetézcli (HisA10, ValA10, HisA12, ValAl13, HisAl17, AspAl7) poskytly zejména
fetézce modifikované v pozici A17 nizsi vytézky nez fetézce ostatni (Tab. 3, str. 30). Je
zde ale tézké usuzovat, pro¢ by modifikace v této pozici mély mit vyraznéjsi vliv na
kvalitu syntézy na pevné fazi ¢i nésledujici sulfitolyzaéni krok. Je mozné, Ze se jedna jen
o dusledek ndhodnych manipulaci pti syntéze.

Jednotlivé analogy byly pfipraveny rekombina¢ni reakci analogu lidského S-
sulfonatu A-fetézce s vepfovym S-sulfonatem B-fetézce. B-fetézec insulinu se lisi od
lidského jen pfitomnosti Ala v poloze B30 na rozdil od ThrB30 v insulinu lidském. Tato
modifikace nemé Zzadny vliv na vazebnou afinitu (26),proto mohl byt vepiovy insulin
vhodnym zdrojem fetézce B pro syntézy.

Vytézek rekombinaénich reakci analogii insulinu se v naSi laboratofi obvykle
pohybuji okolo 10 %. V ptfipadé¢ rekombinace fetézcli lidského insulinu, ale také
v pfipad€ nékterych zameén, okolo 0 % ¢i az 25 %, a to v zavislosti na poloze mutace (27).
Vyté€zky v této praci (Tab. 4, str. 37) se pohybovaly o okolo 5 az 6 % pro oba analogy
s modifikaci v poloze A10 a pro ValAl3-insulin. Analog HisA12 se viibec nepodafilo
pfipravit a z obou analoghh modifikovanych v pozici A17 pouze HisAl7-insulin s velmi
nizkym vytézkem. I kdyZ chybi data pro analogy ThrA12 a HisA13 (nebyly pfipraveny),
muzeme konstatovat, Ze v porovnani s lidskym insulinem, modifikace kazdé¢ z pozic zde
ma negativni vliv na pfirozenou schopnost fetézcli formovat disulfidické mustky. Je
zajimavé, Ze nejmensi negativni vliv byl pozorovan u pozice A10, ktera je tésné€ vedle

cysteinu v poloze Al1 a kde by se dal spiSe o¢ekavat opak. Nicméné zda se dulezité, ze
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vSechny modifikované pozice lezi v malo flexibilni ¢asti insulinu v blizkém okoli
cysteinll v polohach A11 a A20 a tim padem ptislusnych disulfidi.

Vysledky testovani vazebné afinity jednotlivych analogi byly porovnany s lidskym
insulinem, v pfipadé testovani vici IGF-1R i s IGF-1 (Kap. 5.3: Tab. 5, str. 39). Analog
HisA10 byl jedinym analogem testovanym vici vSem tfem receptoriim a vici vSem
receptoriim mé¢l sniZzenou afinitu. Oba analogy ValA10-insulin a ValA13-insulin maji
snizené vazebné afinity vici obéma isoformam receptoru insulinu, nicméné se znatelné
citelngj$Sim snizenim vuci isoformé B. Posledni testovany analog, HisA17-insulin mél
nejnizsi afinitu viici IR-A ze vSech pfipravenych analogh. Jeho afinita byla pouze 7 %.
Kwvtli nedostatku materialu nebyl tento analog testovan ani na IR-B, ani na IGF-1R.

Celkové je zfejmé, ze zdména puvodnich aminokyselin v pozicich A10 ¢i A17
za histidin méla v zasad¢ velmi negativni vliv ve vazb¢ na jednotlivé receptory, at’ uz IR-
A, IR-B nebo IGF-1R. U analogii ValA10 a ValA13 byly zamény Ile za Val a Leu za Val
tolerovany mnohem Iépe a je zajimavé, Ze hlavné isoformou A. V tomto piipad¢ se tedy
zd4, ze zamény vedly k mirnému zvysSeni vazebné selektivity ve prospéch IR-A.
bude nutné se pokusit pfipravit a otestovat zbyvajici dva analogy, které nebyly z ¢asovych
davodu pfipraveny v ramci této prace; HisA13-insulin a ThrA12-insulin. Nicméné se zda,
ze pozice tzv. vazebného mista 2 insulinu substituované v této praci, A10, A12, Al3
a A17 jsou velmi citlivé vii¢i zameéndam, a to spiSe v negativnim smyslu tzn., Ze zpisobuji
redukci vazebnych aktivit. To je zajimavé zjiSténi, nebot’ je znadmo, ze zdména Thr
v pozici A8 za His vede k velmi vyraznému zvySeni vazebné afinity vici IR-A.
Podobnych zvySeni vazebnych afinit bylo dosazeno v rdmci modifikaci pozic B24-B26
insulinu(26). Neni ovSem zcela jasné, jestli pozice A8 patii do vazebného mista 2,
¢1 vazebného mista 1 a pozice B24-B26 patii zcela jisté¢ do vazebného mista 1(5). Na
zakladeé téchto vysledkl se tedy zd4, Ze vazebné misto 2 je mnohem vice citlivé vici
zménam nez vazebné misto 1. V budoucnu bude rovnéz zajimavé porovnat vysledky
dosaZené v této bakalarské praci s vysledky studii s IGF-1 a IGF-2, které probihaji
paraleln€. Tzn. zjistit, zda se prokaZze podobny negativni ¢i jiny dopad ekvivalentnich

mutaci i na tyto dva pfibuzné hormony.
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7 Zavér
V této bakalarské praci byly pfipraveny c¢tyfi nové analogy insulinu se zdménami
v pozicich A10, A13 a A17, které jsou povazovany za soucast tzv. vazebné¢ho mista 2
insulinu. Dalsi dva analogy, se zdménou v pozicich A12 a A17, se ptfipravit nepodafilo,
protoze vlozené mutace mély zcela negativni vliv na schopnost fetézcli insulinu skladat
se do nativni konformace. VSechny analogy mély vice ¢i méné snizené vazebné afinity
vuci obéma isoformach receptoru insulinu, coz demonstruje citlivost vazebného mista 2
vuci modifikacim. Je zajimavé, ze oba analogy s valinem v pozici A13 ¢i1 A10 vykazovaly
mirn¢ zvySenou vazebnou specificitu vici isoformé A receptoru insulin vzhledem
k insulinu lidskému. Celkové mizeme konstatovat, ze v této studii bylo vykonano velmi
nadstandardni mnozstvi prace a bylo dosazeno zajimavych vysledkd, které budou
soucasti §irsi studie o roli tzv. vazebného mista 2 v insulinu a hormonech IGF-1 a IGF-2

pfi interakci s receptory insulinu a receptoru pro IGF-1.
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