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Abstrakt

Hlavni funkce insulinu jako hormonu je regulace hladiny glukosy v krvi. Tato
regulace se d¢je v riznych buikach téla riznym zplisobem a na rtzné Urovni. SloZitost
regulace je navic zndsobend tkanovou distribuci dvou isoforem insulinového receptoru
(IR), a to IR-A a IR-B. IR-B je zodpovédny pievazné za metabolické efekty a distribuci
v tukové tkani, svalové tkani a hepatocytech, zatim co IR-A se prevazné nachazi
vV lymfocytech, slezin€, mozku, rakovinnych buitkach a ma zejména mitogenni ucinek.

Dnes je 1écba diabetikii zaméfena na terapii insulinovymi analogy, tedy latkami
odvozenymi od insulinu, které¢ maji k IR-A, nebo IR-B riznou vazebnou afinitu. Na trhu je
dnes Sest druhi téchto analogii a déli se dvou skupin — na analogy s rychlym nastupem
u¢inku (fast-acting), a na analogy s dlouhodobym nastupem ucinku (basal). Lécba je
nejcastéji zamefena na kombinaci téchto dvou typt analogi.

V roce 2011 Prof. Belfiore z univerzity v Catanzzaru publikoval ¢lanek o ptimé
souvislosti mezi diabetem mellitem a vznikem n¢kterych druht rakoviny. Tim se zacalo
vefejné diskutovat o vazbé¢ insulinu/insulinovych analogii na mitogenni receptor IR-A nebo
IGF-1R. V tom samém roce dv¢ védecké skupiny danské firmy Novo Nordisk publikovaly
prvni zminky 0 receptorové selektivnich IR-A/IR-B analozich.

Tato bakalafskd prace je zamétfena na piipravu novych, receptorové selektivnich
IR-A/IR-B insulinovych analogt, otestovani jejich vazebnych afinit vii¢i obéma isoformam
IR-A a IR-B a urceni jejich schopnosti spoustét signalizacni drahy u pfisluSnych isoforem
receptori. Cilem bylo zjistit vliv C-konce fetézce B na receptorovou selektivitu.
V pozicich B26-B30 (které jsou dtlezit¢ pro vazbu insulinu na IR) byly zaménéné
aminokyseliny za prolin, pfipadn€ hydroxyprolin, které by mély ovlivnit konformaci
peptidové vazby a tim ovlivnit vazbu na receptor. Z literatury je zndm pozitivni vliv
amidace C-konce fetézce B na selektivitu ve prospéch afinity vici IR-B. Proto byly
vyzkouseny kombinace téchto dvou modifikaci.

Byly pfipraveny 4 insulinové analogy se zaménou v pozicich B26-B30, dva
s hydroxyprolinem a dva s amidovanym glycinem na C-konci fetézce B. Byly testovany
jejich vazebné afinity vic¢i obéma isoformam IR-A/IR-B. Tti z téchto analogi vykazuji
jistou selektivitu vii¢i obéma isoformam IR-A/IR-B. Dale byla sledovana mira signalizace
IR témito analogy a studium signalni odpovédi. Bylo zjisténo, ze mira fosforylace IR

a metabolické Akt drahy viceméné odpovida hodnotdm jejich vazebnych afinit.



Studium pozic B26-B30 mize pomoct K lepsimu pochopeni interakci C-konce
fetézce B s obéma isoformami insulinového receptoru. Zaroven tyto informace mizou byt

dalezitym voditkem k navrhu novych, receptorové selektivnich insulinovych analogg.

Kli¢ova slova: insulin, insulinovy analog, C-konec fetézce B, insulinovy receptor,
interakce insulinu s IR, selektivni IR-A/IR-B analogy, isoformy receptoru, enzymaticka

semisyntéza, testovani vazebnych afinit, studium signalni odpovédi.



Abstract

The main function of insulin as a hormone is to control glucose homeostasis in the
blood. This control takes place at different levels in different parts of the body. The
complexity of the regulation of blood glucose levels is manifested through the insulin
receptor (IR) and its two isoforms, IR-A and IR-B. IR-B is responsible for metabolic
effects and the distribution in adipocytes, muscles and hepatic cells, whereas IR-A has,
above all, mitogenic effects with lymphocytes, spleen, brain and cancer cells.

Today‘s treatment of diabetes patients is focused on the use of insulin analogues,
insulin replacemensts with a different IR-A and IR-B binding affinity. Today‘s patients use
two different types of analogues, called fast-acting and basal, with a focus on the
combination of these two types throughout the day.

In 2011, prof. Belfiore from the Universtiry of Catanzzaro published a scientific
article about the close relation between diabetes and some cancer types. This article
triggered extensive debates about the impact of insulin or insulin analogues on
the mitogenic isoform IR-A of the insulin receptor, and IR-A isoform on the insulin-like
growth factor type 1. In the same year, two scientific groups from a Danish company Novo
Nordisk, published the first hints at receptor isoform-selective insulin analogues.

The main goal of this theses is to focus on the synthesis of new receptor isoform-
selective insulin analogues, testing their binding affinity towards both isoforms of the
insulin receptor and to determined their abbility to activate signalisation paths in these two
isoforms of the receptor. The target was to determine the role od C-terminus of the B chain
of insulin on receptor isoform selectivity. In positions B26-B30 (wich are crucial for the
binding affinity) aminoacids were changed to proline, eventually hydroxyproline, aiming
at a change of the conformation of peptide bonds and have an impact on the receptor
binding affinity. It is generally known from literature the positive effect of an amidation of
the C-terminus of the B-chain, so we tried testing the combination of these two
modifications.

Here we present 4 insulin analogues with B26-B30 modifications, two of which
with a hydroxyproline change, and two of which with a C-terminus B-chain amidation.
These analogues were tested for their binding affinities towards IR-A and IR-B. Three of
these have some selectivity towards different types of IR. Another study was to compare

the extent of IR signalisation by these analogues and the isoform-receptor’s response to



these analogues. We found out that the extent of the overal IR signalization and the
metabolic path more or less correspond to their binding affinities.

The study of B26-B30 positions can help to better understand how the C-terminus
of the B-chain interact with the respective insulin receptor isoforms. This information can

be an important clue to design new receptor-selective insulin analogues.

Key words: insulin, insulin analogue, C-terminus of B chain, insulin receptor, interaction
of human insulin with its receptor, receptor-selective insulin analogues, insulin receptor
isoforms, enzymatic semisynthesis, binding affinities studies, study of the signalisation

response.
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Seznam pouzitych zkratek

a-CT segment
ACN

C-koncovy segment a-podjednotky insulinového receptoru

Acetonitril

bp Par bazi (z angl. base pair)

BSA Hov¢zi sérovy albumin (z angl. Bovine serum albumin)

CCD kamera z angl. Charced coupled device camera

CR (doména) Doména bohata na cystein (z angl. Cystein-Rich domain)

kryo-EM kryo-elektronova mikroskopie

DIC N,N-diisopropylkarbodiimid

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF N,N-Dimethylformamid

DOI des[B23-B30]oktapeptid insulinu

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

ESI lonizace elektrosprejem (z angl. Elektrospray lonization)

FBS Fetéalni hovézi sérum (z angl. Fetal bovine serum)

Fmoc 9-fluorenylmethyloxycarbonylova chranici skupina

Fnlll Fibronektin typu 11l

GA Golgiho aparat

HBB HEPES binding buffer

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

HOBt N-hydroxybenzotriazol

ID Insertni doména (z angl. Insert domain)

IDE Insulin degradujici enzym (z angl. Insulin-degrading enzyme)

IGF1/2-R Receptor pro insulinu podobny ristovy faktor 1 (z angl. Insulin-like
growth factor 1/2 receptor)

IGF-I/11 Insulinu podobny rustovy faktor I/11 (z angl. Insulin-like growth factor

/1)

IR Insulinovy receptor (z angl. Insulin receptor)



ITC

kb
Kd
kDa

PA
Pac
PAGE

PEG
pH
PVDF
RER

RP-HPLC

RTK
SD
SDS
SPPS
tBu
TFA
TPCK
TRIS
T-TBS

UOCHB AV
CR

Isotermicka titracni mikrokalorimetrie (z angl. Isothermal titration
calorimetry)

kilobit

Disocia¢ni konstanta

kiloDalton

Neurcené (z angl. non determined)
Penicilin amidohydrolasa
Fenylacetylova chranici skupina

Polyakrylamidova elektroforéza (z angl. Polyacrylamide gel
electrophoresis)

Polyethylenglykol
Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iont
Polyvinylidenfluorid

Drsné endoplazmatické retikulum (z angl. Rough endoplasmatic
reticulum)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na obracené fazi (z angl.
Reverse phase high-performance liquid chromatography)

Tyrosin kinasovy receptor (z angl. Receptor tyrosine kinase)
Smérodatna odchylka (z angl. Standard deviation)

Dodecylsulfat sodny (z angl. Sodium dodecyl sulfate)

Syntéza peptidti na pevné fazi (z angl. Solid-phase peptide synthesis)

tert-butylova chrénici skupina

Trifluoroctova kyselina
6-(1-tosylamido-2-fenyl)ethyl-chloromethyl keton
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

Tris/HCI pufr obsahujici Tween detergent (z angl. Tween-tris buffered

saline) a chlorid sodny

Ustav organické chemie a biochemie akademie véd Ceské republiky

10



1. Uvod

1.1 Historie insulinu

Davno pied objevem insulinu v roce 1922 bylo znamo, ze slinivka bfis$ni vylucuje
sekret, ktery kontroluje metabolismus cukri. Ptipravy jakékoliv latky snizujici hladinu
glukosy v krvi byly neuspésné kvuli toxicit€é a necistoté pripravenych sloucenin.
Kanadského ortopedického chirurga Frederica Bantinga napadlo izolovat ostrivky slinivky
bfisni ze psu. Jeho vedouci, profesor fyziologie John MacLeod mu poskytl na univerzité
v Torontu vlastni laboratof, 10 psi a Bantingovi se s asistentem Charlesem Bestem
podatilo v zafi 1921 dokazat, ze psim S vyjmutou slinivkou, a tudiz rozvinutym diabetem
pomaha injekce, kterou nazval isletin. Tyto injekce obsahovaly extrakt z ostravki
pankreatu, ktery jim snizil hladinu glukosy v krvi. K Bantingovi se koncem roku 1921
ptidal biochemik J.B. Collip, ktery pomohl vy¢istit isletin pro lidské pouziti. Prvni injekce
extraktu ze slinivky byla podana 11.1.1922 14letému kanadskému chlapci a jen mirné
snizila hladinu glukosy v Kkrvi. Az v pravidelnych injekénich davkach isletinu
extrahovaného a vyc¢isténého Collipem, klesla po uréité dobé hyperglykemie a glukosurie
a vymizela ketonurie. V roce 1923 Bantintgovi, Bestovi a MacLeodovi byla udélena
Nobelova cena za fyziologii/medicinu® >,

Po roce 1923 zacala oficialni produkce zviteciho insulinu (nejéastéji vepiového
a hovéziho) zaloZena na precipitaci v isoelektrickém bodé inzulinu (pH 5,4)%.

V 50. letech Frederick Sanger jako prvni provedl sekvenaci molekuly hovéziho
insulinu, a tim uréil jeho primarni aminokyselinovou sekvenci®. Tento objev umoznil
dalsim vyzkumnym skupinam optimalizaci produkce ¢i vyrobu insulinu. Vrcholem byla
ptiprava lidského insulinu v roce 1978 kombinaci dvou samostatné ptipravenych fetézcii
insulinu®. Tuto syntézu navrhnul David Goeddel a jeho kolegové z firmy Genetech.
Ptipravili oba fetézce insulinu A a B rekombinantni expresi Vv Escherichia coli.
V roce 1982 se dostal do produkce prvni pro klinickou praxi rekombinantné pfipraveny
lidsky insulin pro diabetiky, nazvany Humulin® R (rychly nastup u¢inku) a Humulin® N
(normalni nastup ¢inku)®.

Od 80. let 20. stoleti se 1écba diabetikli zamétuje na podani insulinu ve forme tzv.
insulinovych analogt, coZ jsou specifické ndhrady insulinu s rychlym, nebo dlouhodobym

néstupem ucinku’.
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1.2 Struktura insulinu
Insulin patii do rodiny peptidovych hormont. Sklada se z 51 aminokyselin

uspofadanych do dvou fetézcl: fetézec A je tvofen 21 aminokyselinami (A1-A21)
a fetézec B je tvofen 30 aminokyselinami (B1-B30). Retézce jsou spojeny dvéma
disulfidickymi mistky v pozicich CysA7-CysB7 a CysA20-CysB19. Retézec A ma navic
jeden intramolekularni disulfidicky mistek mezi pozicemi CysA6-CysA11 (Obr. 1)8.

Obr. 1 | Primarni struktura insulinu. Retézec A je vyznacen Cervené, fetézec B je vyznacen

modie®.

Vyfeseni primarni struktury Frederickem Sangerem? koncem Sedesatych let
néasledovalo vyfeseni sekundarni a nasledné i terciarni struktury?®.

Dvé molekuly insulinu v koncentraci vyssi nez 10 velmi lehce vytvateji dimer,
a za pritomnosti zineCnatych nebo jinych bivalentnich iontd kovu vytvafeji stabilni
hexamery. Tato agregace je dilezita pro sekreci a skladovani insulinu v lidském télet?.
Predpoklada se, ze insulin je skladovan v B-bunikach Langerhansovych ostrivka slinivky
bfisni jako hexamer. Ovem toto tvrzeni zatim nebylo experimentalné potvrzeno®?,

Ze struktury insulinu bylo zjisténo, ze fetézec A je tvofen dvéma antiparalelné
uspofadanymi a-Sroubovicemi v pozicich A1-A8 a Al3-A19 spojenymi pseudo B-otackou
Vv pozicich A9-A12. Retézec B pak obsahuje jen jednu centralni o-Sroubovici mezi
pozicemi B9-B19 (Obr.2). Prvnich osm aminokyselin fetézce B (N-konec) muze byt
soucasti a-Sroubovice — tato konformace se nazyva R (z angl. relaxed), nebo mize mit
neuspoi-adanou strukturu a nazyva se T (z angl. tensed)2.

Velky vyznam pro navazani insulinu K receptoru, a dimerizaci maji aminokyseliny
C-konce fetézce B, tj. aminokyseliny B20-B30. Aminokyseliny B20-B23 vytvareji
tzv. B-ohyb a aminokyseliny B24-B30 vytvaieji B-strukturu piimknutou k centralni

12



a-Sroubovici fetézce B. Usporadani celého insulinu vypada tak, ze C-konec fetézce B je
Vv blizkém kontaktu s N-koncem fetézce A. Nepolarni zbytky aminokyselin lleA2, ValA3,
CysAll, LeuAl6, LeuB11 a LeuB15 jsou natoCeny smérem dovniti a vytvareji hydrofobni
jadro molekuly. Konformace v krystalové struktuie je pak stabilizovana vodikovymi

miistky a iontovymi interakcemi48,

’ B1

\{

Obr. 2 | Terciarni struktura insulinu. Tato struktura je odvozena z hexameru insulinu
v konformaci T. A fetézec rizové, B fetézec zeleng, disulfidické mistky Zluté. PDB kod
2A3G. Upraveno v PyMOL 2.0.6.0. dle cit.®.

Insulin hraje nesmirné dialezitou roli v regulaci hladiny glukosy v krvi, zabezpecuje
transport glukosy do bunék a jeji nasledné zpracovani. Ma velmi dilezitou roli také
v regulaci metabolismu proteint a lipida®. Insulin se vaZe na sviij specificky membranovy
receptor, tzv. insulinovy receptor. Dosud nebyl popsan piesny mechanismus vazby
insulinu na sviij receptor?!. Tato vazba je specificka a cely mechanismus vazby insulinu na
jeho receptor a nasledna regulace metabolismu glukosy je komplexni d&j a naruseni této
rovnovihy miize vést K riiznym onemocnénim, jako je diabetes mellitus??, nékteré druhy

rakoviny?*?* a Alzheimerova nemoc?*.
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1.3 Biosyntéza, genova regulace a degradace insulinu

1.3.1 Biosyntéza insulinu
Mistem biosyntézy insulinu je slinivka bfisni neboli pankreas. Pankreas je pro

savce organem dulezitym hlavné pro traveni a udrzeni homeostazy glukosy, ktera je pro né
zdrojem energie. PoSkozeni pankreatu proto vede k onemocnéni diabetes mellitus. Slinivka
bfisni je sloZena z exokrinnich, endokrinnich a duktalnich bun¢k. Exokrinni buiky
produkuji hlavné proteolytické enzymy, které jsou transportovany do tenkého stieva.
Langerhansovy ostruvky, velké 100-200 um, které tvoii endokrinni ¢ast pankreatu, byly
objeveny Paulem Langerhansem v roce 1869. Jsou to ovalné ttvary slozené z nejméné
4 typt bunék: o-, B-, y- a 8-bunék?.

Nejvétsi podil ze vSech bunék maji B-bunky, jez tvori 65-80 % Langerhansovych
ostriivku. Tyto burnky sekretuji zejména insulin, ale obsahuji i jiné peptidy, jako naptiklad
amylin, pancreastatin, betagranin, vesiculin nebo preptin. Tvar B-bunék je polyhedralni
a jsou plné sekre¢nich granuli (Obr. 3). B-buiky jsou také bohaté na vapnik a zinek.
a-builky produkuji glukagon, y-bunky pankreaticky polypeptid a d-bunky somatostatin.
Endokrinni buiky produkujici jiné hormony najdeme i v jinych ¢astech organismu, ale

buiiky produkujici insulin najdeme pouze ve slinivce biigni*?26-28,

Lo aiNeN el
Obr. 3 | Snimek zachycujici B-bufiku potkaniho Langerhansovo ostriivku obsahujici

sekre¢ni granula. Snimek byl pofizen transmisnim elektronovym mikroskopem JeolJem
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1011 ve spolupréci s laboratofi Dr. Romany Hadravové z UOCHB AV CR — laboratof

transmisni elektronové mikroskopie. ISG — insulinové sekre¢ni granula. Zvétseni 25 000 x.

Biosyntéza insulinu za¢ina na ribosomech drsného endoplasmatického retikula
(RER), kde dochazi k translaci insulinového genu na prekurzor insulinu, tzv. preproinsulin.
Preproinsulin je jednofetézcova molekula o velikosti 12 kDa, ktera na N-konci obsahuje 24
aminokyselin dlouhou sekvenci, tzv. signalni sekvenci, jejiz funkci je napomaéhat
transportu vznikajiciho peptidu do nitra endoplazmatického retikula, kde je okamzité
sbalovan do terciarni struktury. Signalni sekvence proto obsahuje mnozstvi hydrofobnich
aminokyselin, které napomdhaji tomuto sbalovani?®. Bé&hem sbalovani, nebo t&sné po ném
je odstépena signalni sekvence specifickou membranovou peptidasou umisténou na vnitini
strané membrany RER¥®. Signélni sekvence je nasledné degradovana v proteasomu na
jednotlivé aminokyseliny. Vznikly proinsulin je transportovan v membranovych vaccich,

které ho chrani pied degradaci v cytoplazmé, k cisterndm Golgiho aparatu (GA) (Obr. 4)%°,
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Obr. 4 | Casovy pribéh zachycujici syntézu insulinu v B-buiikach. Ve spodni ¢asti obrazku
se nachazi Casova osa. Insulin je exocytovan ven zbunky spolu s C-peptidem tzv.

regulovanou sekreci®®
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Proinsulin se skladd ze tii Casti: N-termindlni ¢ast zacind N-koncem fetézce B
insulinu, nasleduje C-peptid (u obratlovct o délce 30-35 aminokyselin) a za nim fetézec A
insulinu. Sav¢i proinsulin ma od 81 (krava) do 86 (¢lovék, kan, potkan) aminokyselin.
Tato variabilita je vzdy zptusobena riznou délkou C-peptidu. Teoreticky viilbec neni nutné,
aby délka C-peptidu byla kolem 30 aminokyselin. Z ptedeslych vyzkumi vyplyva, ze pro
spravnou terciarni strukturu proinsulinu, a tudiz i insulinu musi byt délka vmezefeného
C-peptidu minimalné 5-8 aminokyselin. C-peptid je pak spolu s insulinem vyluc¢ovan do
krve. Aminokyselinova variabilita C-peptidu naznacuje, ze pravdépodobné nema Zzadnou
vyznamnou fyziologickou funkci®L.

Po translokaci a odstépeni signalniho peptidu se molekula proinsulinu rychle slozi
do spravné 3D konformace a vytvoii se disulfidické mustky. Takto sbaleny proinsulin je
transportovan z Cis cisteren do trans cisteren GA, kde se proinsulin koncentruje
Vv sekreCnich granulich. GA hraje nezbytnou roli pfi zpracovani a tfidéni proteind ve vSech
sekre¢nich buiikach®. Vtrans cisternich GA zadinaji pudet nezrald granula
s proinsulinem. Ta jsou mirné kysela a obsahuji hodné proinsulinu a malo insulinu. Jak
granula dozravaji, prostfedi je kyselejsi, coz zpusobi aktivaci proteas konvertujicich
proinsulin na insulin®.

Vsechny zndmé proinsuliny maji nékolik bazickych aminokyselin spojujicich
C-peptid s fetézci insulinu. C-konec fetézce B a N-konec C-peptidu spojuje nejcastéji
dipeptid Arg-Arg a C-konec C-peptidu s N-koncem fetézce A spojuje dipeptid Lys-Arg.
K vystépeni C-peptidu a konec¢né konverzi jsou zapotiebi dva enzymy. Jeden z nich je
endopeptidasa se specificitou podobnou trypsinu, tzv. ,.trypsin-like® enzym, ktery §tépi za
pary bazickych aminokyselin. U lidského proinsulinu je to za parem Arg32 a Arg65.
Druhym enzymem je exopeptidasa, ktera odstranuje z C-konce fetézce B a C-konce
C-peptidu dvé bazické aminokyseliny Arg31, Arg32 a Lys64, Arg653+3,

Vznikly insulin je pak skladovan v sekreCnich granulich jako hexamer pii
pH 5,0 - 5,5. Tento komplex je stabilizovan diky vzajemnym interakcim Sesti glutamovym
kyselinam v pozici B13. Pti vylouceni do krve, ktera ma pH 7.4, dochazi k deprotonaci
karboxylu, a tim k ztrat€¢ koordinace okolo zinec¢natych iontli. To zplsobi rozpad krystalil
Vv krevnim séru. Samotné vylouceni insulinu z B-bunék je exocytéza, a je zejména

regulovana hladinou glukosy v Krvi®.
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1.3.2 Genova regulace
Insulinovy gen byl poprvé charakterizovan v roce 1977%. Lidsky genom obsahuje

jen jednou kopii genu pro insulin. Gen je umistnény na kratkém raménku chromozomu 11
v regionu p15, sklada se ze 3 exonti a 2 intrond (Obr.5)%®. Je veliky asi 19 kb a obsahuje
1430 part bazi (bp). Genu pro insulin na chromosomu piedchazi gen kodujici
tyrosinhydroxylasu ve vzdalenosti 2,7 kb, a za nim ve vzdalenosti 1,6 kb nasleduje gen
kédujici insulin-like growth factor 11 (IGF-11)%.

Insulinovy gen

- . x
S Insulinova mRNA

Proinsulin

B

Obr. 5 | Znazornéni insulinového genu. Zelen€ je vyznacen gen pro fetézec A, modie gen
pro fetézec B, Cervené gen pro C-peptid. Dalsi ¢asti jsou signalni sekvence potiebné pro

transkripci a exony, které se vystepujiz®.

Je zajimavé, ze mutace zptisobené aminokyselinovou substituci jsou mnohem vic
Cast¢ na usecich kddujicich C-peptid a signdlni sekvenci, nez na ftetézcich A a B.
V priibéhu let bylo také identifikovano nékolik bodovych mutacich na fetézcich A a B.
Jsou to neaktivni insuliny, které byly nazvany podle mista, kde byly objeveny, napf.
insulin Los Angeles (zdména B24Phe — B24Ser), insulin Chicago (zaména B25Phe —
B25Leu) a insulin Wakayama (zaména A3Val — A3Leu). Nizka biologicka aktivita téchto
mutantll je zplsobend tim, ze mutace se nachazeji na pozicich, které jsou piimo

zodpovédné za vazbu insulinu na insulinovy receptor?C.

1.3.3 Degradace insulinu
Za degradaci insulinu je zodpovédna jedina proteasa, ktera mutize §tépit insulin bez

nutnosti redukce disulfidovych mustkt. Na konci 80. let dostal tento enzym konecny
nazev, a to insulin degradujici enzym (IDE). Tento enzym se vyskytuje v ruznych

tkanich?®. Je to metaloproteasa se Zn?* iontem v aktivnim mist&*!. Insulin je pro IDE
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substrat s nejvyssi afinitou, avSak IDE dokaze vézat i jiné substraty, jako napt. glukagon
nebo IGF-11"**3, IDE se nachazi v rGiznych tkanich, byl identifikovan v peroxisomech,
v cytosolu, v endosomech a ¢asteéné i na plasmatické membrang bungk#%4445,

Primarni misto insulinové degradace je v jatrech, kde se metabolizuje 80 %
cirkulujiciho insulinu. Druhé nejvyznamnéjsi misto insulinové degradace jsou ledviny, kde
se odbourdava asi 50 % insulinu cirkulujiciho v perifernim obé&hu. Ledviny také

46 Dal3im

metabolizuji proinsulin a vétSinu C-peptidu mechanismem glomerularni filtrace
dilezitym mistem je sval. V malych mnozstvich k degradaci dochazi také v adipocytech,
fibroblastech a lymfocytech*'~°.

Vazba insulinu na receptor spousti kaskadu reakci, které umozni vstup glukosy do
bunky, zarovenn se vSak spousti kaskada reakci zodpovédna za degradaci insulinu.
Insulinovy receptor sam o sobé insulin nedegraduije, jen ho vystavuje ptisobeni IDE®.

Urcitd ¢ast insulinu se i1 zvnittku bunky vraci nedotena, nebo Castecné

degradovéna zpét do krevniho obéhu. Takovy insulin se pak muze znovu vézat na

insulinovy receptor a ovlivitovat metabolizmus glukosy>..

1.4 Insulinovy receptor

Vazba insulinu na cilovou buriku je zprostiedkovana insulinovym receptorem (IR).
V 80. letech byly rekombinantné¢ pfipraveny prvni IR a chvili na to byl gen
i osekvenovan®2. Gen pro lidsky IR se nachazi na 19. chromosomu a zahrnuje 22 exontl
a 21 intronii. Receptor je syntetizovany jako jednofetézcovy protein o délce 1380
aminokyselin, ktery je nasledné¢ sbalovan a posttranslaéné upravovan. Konecnym
vysledkem alternativniho sestfihu exonu 11 vznikaji dvé isoformy IR, které se 1isi absenci
(IR-A) nebo piitomnosti (IR-B) 12 aminokyselin, které jsou soucasti a-CT podjednotky,
neboli a-CT segmentu (aminokyseliny 717-728)%3,

Tyto dvé isoformy maji rozliSnou tkanovou distribuci. Zatimco IR-B ma zejména
metabolické ucinky a nachazi se v tkanich zejména s metabolickym Ucinkem, jako jsou
jatra (>95%), kosterni svalstvo, a podkozni tuk, IR-A mé hlavné¢ mitogenni ucinek

a nachézi se napf. v embryonalni, lymfatické tkani nebo v rakovinnych butikiach>*>°.

Insulinovy receptor (IR, zangl. Insulin receptor) patii do rodiny receptort

s tyrosinkinasovou aktivitou (RTK). Strukturou je to glykosylovany transmembranovy

homodimer, skladajici se =ze dvou extracelularnich a-podjednotek a dvou
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transmembranovych f-podjednotek spojenych tfemi disulfidickymi mustky (Obr. 6).
Extraceluldarni ¢ast IR tvoii a-podjednotka a 194 aminokyselin p-fetézce. Cast
B-podjednotky pak tvoii jednoduchou transmembranovou sekvenci a 403 aminokyselin
vytvaii cytoplasmatickou doménu s tyrosinkinasovou aktivitou. Vazba ligandu

v a-podjednotce stimuluje vznik tyrosinkinasové aktivity v p-podjednotce® >,

L1

CR

B B _Fniia
D —» %
Frlll-20 —>

Fnlll-2a

i
Fnlll-3—» ’ —

Trans @

e —>] T
Juxtamembranova ¢ast ? YQA—F 1D-ox
CT

Tyrosinkinasova doména —»

Ckonec — U iVA

Obr. 6 | Znazornéni insulinového receptoru. Na levé strané se nachazi model rozlozeni
jednotlivych proteinovych domén, cernymi horizontalnimi ¢arami jsou zndzornény
disulfidické vazby spojujici podjednotky o a B. Na pravé strané¢ se nachazi terciarni
struktura IR. L1 a L2 — domény bohaté na leucin; CR — doména bohata na cystein; FnlII-1-
3 — fibronektinové domény; TM — transmembranova ¢ast; TK — tyrosinkinasovd doména;
ID-a/B — insertni doména. Molekula insulinu je vlozena pro porovnani velikosti ligandu

a receptoru. Pielozeno a upraveno dle cit.>,

V roce 2006 byla usp&sné vyfesena krystalova struktura extracelularni ¢asti IR%C.
Extracelularni ¢ast se sklada ze dvou podjednotek a, které jsou propojeny disulfidickymi
mustky. Podjednotka a obsahuje na N-konci dvé globularni domény bohaté na leucin, L1
a L2 (aminokyseliny 1-158 a 309-469), které jsou oddéleny oblasti bohatou na cystein
(CR, z angl. Cysteine-Rich region). C-konec ektodomény se sklada ze tii domén slozenych
z fibronektinu 11 (Fnlll-1, Fnlll-2, Fnlll-3). Tyto domény maji velikost asi 100
aminokyselin. Doména Fnlll-2 obsahuje insertni doménu (ID, zangl. Insert
Domain) o velikosti 124 aminokyselin a je tvofena C-koncem a-podjednotky

a N-koncem B-podjednotky.

19



ID spojuje o a p podjednotky cysteinovym mustkem v pozici a-C647 a f-C860. ID
Vv a-podjednotce pak obsahuje tii disulfidické mustky v pozicich C682, C683 a C685.
Doména Fnlll-1 také obsahuje a-o disulfidicky mustek v pozici C524 (Obr. 6, str. 19).
B-podjednotky jsou dale tvofeny transmembranovou c¢asti, juxtamembranovou ¢asti,
tyrosinkinasovou doménou (aminokyseliny 980 — 1225) a C-koncem obsahujicim dvé
fosforyla¢ni pozice (aminokyseliny 1316, 1322)%3:55:5,

Fnlll-3 )

Obr. 7 | Struktura ektodomény IR s barevné rozliSenymi doménami. L1 a L2 — leucinové
domény; CR — doména bohatd na cystein; Fnlll-1-3 — fibronektinové domény; ID —

insertni doména; a-CT peptid je vyznaden fialové. Pievzato z cit.”’.

Krystalografické studie dale ukézaly tvar ektodomény, kterd je uspotfddand do
pismena obracen¢ho ”V*. Jedna ¢ast je tvofena doménami L1, CR a L2, druha je tvofena
linearnim uspotfadanim Fnlll-1 — Fnlll-3 domén (Obr. 7). Dale bylo ukazano, Zze
C-konec jedné a-podjednotky, nazyvany a-CT peptid, ktery je nesmirné dilezity pro vazbu

insulinu na IR, lezi na B-sklddanych listech domény L1 druhé a-podjednotky®2°357-60,

1.4.1 Interakce insulinua IR
Jednou z hlavnich tuloh insulinu je snizovani hladiny glukosy v krvi, a to inhibici

glukoneogeneze a glykogenolyzy. Insulin se tak vaze na IR a zplsobuje konformacni
zménu IR, ktera vyustuje ve fosforylaci tyrosinovych zbytkt v intracelularni ¢asti IR

a v ptipadé metabolického efektu k naslednému vychytavani glukosy z krve®t,
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Nékolik poslednich let bylo pokrokovych pro vyzkum interakce insulinu a IR.
Podatilo se urcit krystalovou strukturu ektodomény IR, ¢imz byla zjisténa vazebna mista
IR pro insulin®®. V roce 2013 byly publikovany prvni vysledky interakce insulinu s IR za
pomoci pouziti analogii s vy3si vazebni afinitou, neZ je lidsky insulin®?.

Urceni krystalové struktury ektodomény IR bylo prilomové, protoze se podarila
presnéjsi lokalizace vazebnych mist na receptoru®®°2,

Byly tak ureny 2 vazebna mista na receptoru — receptorové vazebné misto 1 a 2
(site 1 a 2). Nahrazovanim jednotlivych aminokyselin IR pomoci alaninu (tzv. alanine
scanning mutagenesis) bylo zjisténo, Ze navazani insulinu nastava za situace vysoce
afinitniho stavu IR, ktery vznika pfi vzajemném kontaktu vazebnych mist 1 a 2. Taktéz se
muze vazat 1 druhd molekula insulinu na tzv. vazebné misto 2. Tato vazba mize zaroveil
oslabit prvni vazbu insulinu®?,

Vazebné misto 1 na IR je tvofeno doménou bohatou na leucin, CR doménou a a-CT
peptidem. CR doména lezi mezi doménami bohatymi na leucin; pfi studiu pomoci
chimerickych IR/IGF-1R receptorti bylo zjisténo, ze jeji vyznam spociva spise pii vazbé
IGF-1 na IGF-1R%.

Dulezitost a-CT peptidu pro interakci insulinu s IR byla dokazana hned né€kolika
studiemi. Experimentem s navazanymi foto-aktivovanymi skupinami byly dokazany
kontakty ValA3, ThrA8, PheB25, PheB27 s a-CT peptidem®. Cilena mutace Phe714 za
Ala714 ukézala na velky vyznam této pozice (Obr. 9C, str. 22)%. Byly provedené &etné
studie pomoci isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC) a bylo zjisténo, ze nepfitomnost
0-CT peptidu vyrazné snizuje vazbu ligandu na receptor®®. Nejnovéjsi pozorovani ukazuji
na strukturu a-CT peptidu jako na trubici o vysoké elektronové hustoté lezici na L1

doméné (Obr. 8)°.
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Obr. 8 | Schematické znazornéni a-CT peptidu jako valce o vysoké elektronové hustoté
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leziciho napii¢ L1 doménou. Sedé je vyznadena elektronova hustota domén IR. Vpravo se

nachazi pohled z jiného uhlu. Pfevzato a upraveno z cit.%,

Vazebné misto 2 (site 2) je tvofeno zejména doménami Fnlll-1 a Fnlll-2. Studie
chimerickych IR/IGF-1R receptori, foto-aktivovatelnych skupin a vysledky vazebnych
studii potvrdili vyznam B-smy¢ek domény FnllI-1 pii vazbé insulinu na IR%®%3,

Insulin pii vazbé na IR musi podstoupit jistou konformacni zménu, a to prejit do
aktivni formy. Aktivni forma insulinu neni dodnes pln¢€ objasnéna. Vi se vSak, ze prvni
kontakt s IR je pomoci C-konce fetézce B, nejpravdépodobngéjsi je kontakt postranniho
fetézce PheB25 (tato ¢ast molekuly je oddélena od a-helixu)®?®’. Po vykrystalizovani
ektodomény receptoru IR byla identifikovany dvé vazebna mista, ktera jsou zodpovédna za
vazbu insulinu na IR (Obr. 9A,B). Prvni vazebné misto obsahuje aminokyseliny
GlyAl-ValA3, GInA5, TyrAl9, LeuBll, ValB12, GluB15, PheB24 a PheB25, druhé
vazebné misto zahrnuje aminokyseliny SerAl2, LeuAl3, GluAl7, HisB10, GluB13
a LeuB17. Pti konformacni zméné se odklani C-konec fetézce B od molekuly insulinu tak,
aby byla umoznéna interakce N-konce fetézce A s kliGovymi aminokyselinami na IR,
Také se ukazuje, ze aminokyseliny B26-B30 nejsou nezbytné pro vazbu na IR®. Jednim
z diikkazu je vysokoafinitni vazba zkracenych analogti na IR a dalSim dikazem jsou cilené
mutageneze glycinem v pozicich B27, B28, B29, B30. Analog [GlyB27, GlyB28, GlyB29,
GlyB30]-insulin vykazoval 86% vazebnou afinitu viiéi IR (100 % = lidsky insulin)>®%7°,
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Obr. 9 | Znazornéni vazebného mista 1 a vazebného mista 2. Vazebné misto 1 je tvotfeno
aminokyselinami GlyAl-ValA3, GInA5, TyrAl9, LeuBll1, ValB12, GluB15, PheB24
a PheB25 (A). Vazebné misto 2 je tvofeno aminokyselinami SerA12, LeuA13, GluAl17,
HisB10, GluB13 a LeuB17 (B). Pohled na pozici 714, ktera je nezbytna pro vazbu insulinu
na IR (C). Upraveno v PyMOL 2.0.6.0.; PDB kéd: 40GA dle cit?.
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1.4.2 Aktivacni kaskada

Navazani insulinu zptsobi konforma¢ni zménu na IR, ktera vyustuje ve fosforylaci
tyrosinovych zbytka v intracelularni ¢asti IR. To dale zpiisobi fetézovou reakcei, ktera vede
bud’ k metabolickému nebo k mitogennimu efektu. VSechny tyrosiny jsou od sebe
vzdaleny tak, aby se zabranilo fosforylacni smycce. Mapovani pomoci fosfopeptida (tzv.
phosphopeptide mapping) a zamérné mutace ukazali, ze na IR se nachazeji 8 tyrosind,
které se aktivné fosforyluji: tfi jsou v juxtamembranové ¢asti (aminokyseliny 953, 960,
972), tii vkatalytické doméné (aminokyseliny 1146, 1151, 1152) a dva v C-koncové

vvvvvv

v katalytické doméng® 'L,

Aktivovany IR dale fosforyluje substraty, kterymi byvaji intracelularni proteiny
IRS: IRS-4 (z angl. Insulin Receptor Substrate), IRS-5/DOK4, IRS-6/DOKS5, Shc Gabl,
Cbl, APS (z angl. Associate Protein Substrate) a nékteré ¢leny rodiny proteint regulujicich
signalizaci. Fosforylované proteiny se pak vaZou na efektory pomoci SH2 domén (z angl.

Src homology 2) a ta vyGstuje ve dv€é mozné drahy, a to metabolickou nebo mitogenni
(Obr. 10)%.

Obr. 10 | Signaliza¢ni cesty tyrosinkinasového receptoru po jeho aktivaci riznymi ligandy.

Pievzato a pielozeno z cit.”%.
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Jako prvni je ozna¢ovana metabolicka draha fosfoinosid 3-kinasy (PI3K)/Akt, ktera
je zodpovédna za metabolicky efekt, napf. pro snizeni hladiny glukosy v krvi. Protein Akt
(protein kinasa B) je také zodpovédny za aktivaci nékterych enzymu glykolyzy, aktivaci
GLUT-4 transportnich vacka v cytoplazmé, aktivaci FoxO proteinti
FoxO1,-2,-3,-4 (z angl. Forkhead Box ‘Other’ proteins), které jsou regulatory
metabolismu, apoptdzy a inhibitory bun&ného ristu®>73,

Druhd signalizacni drdha se nazyva Ras/ERK, protoze se spousti aktivace
Ras/Raf/MAPK/ERK1/2 kaskady, ktera vyustuje v proliferativni efekt, zprostfedkovany
na urovni transkripcnich faktord. Po aktivaci IRS a SH2 proteind se aktivuji tzv. Grb2
proteiny (z angl. growth-factor receptor-bound proteins), které pak vytvari komplex
Grb/Sos. Tento komplex spousti aktivaci GTPasy p2lras. Protein p2lras patii do rodiny
Ras proteint, které aktivuji MAPK kinasu (z angl. mitogen-activated protein kinase), jez
nasledné aktivuje celou fadu substratu jako jsou SRC1, Pax6, STAT3, cFOS, c-myc a Elk1

proteiny. Tyto proteiny jsou v pfimém spojeni s regulaci transkripce®>>7274,

1.5 Insulinové analogy

V minulosti se pro 1é¢bu diabetikii vyuzivali zvifeci insuliny zejména z hovéziho
nebo veptového pankreatu. Kvuli neCistotam se u diabetikii Casto vyskytovaly rizné
alergie a insulinové rezistence spojené se zvysenim specifickych protilatek proti insulinu.
v 80. letech se zacal insulin vyrabét rekombinantni cestou, a to bud’ v Escherichia
coli nebo v Saccharomyces cerevisiae™.

Bohuzel, i pfes léta vyzkumu, intenzivni lé¢bu diabetikii, sledovani jejich
glykemického indexu, ovliviiovani piijmu potravy a celosvétoveé vzdélavacim programim
pro diabetiky je jesté stale velmi vysoka morbidita a mortalita, nejen v rozvinutych

zemich®.

1.5.1 Soucasné insulinové analogy
Pro 1é¢bu diabetiki 1. typu jsou dnes nejvic vyuzivané tzv. insulinové analogy.

Jsou to latky odvozené od insulinu, které vznikaji zdaménou aminokyselin v primarni
sekvenci, ¢imZ poskytuji pozménéné biologické a fyzikaln¢ chemické vlastnosti. Jejich
primarni Gcel je zlepSovat kvalitu a délku Zivota diabetikil. Sekundirnim ucelem je

studium interakce insulinu a insulinového receptoru’®’’,
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Insulinové analogy se déli do dvou zékladnich tfid — s rychlym nastupem ucinku
(fast-acting) a dlouhodobym nastupem uc¢inku (basal) (Obr. 11). Lécba diabetikt je dnes
zaméfena zejména na kombinaci tdchto dvou typt analoga’’.

Jako prvni analog s rychlym nastupem tG¢inku byl insulin Lispro, ktery je komeréné
v prodeji od roku 1996 pod nidzvem Humalog® (Obr.12, str. 26). V tomto insulinu jsou
zaménéné dvé aminokyseliny, a to ProB28 a LysB29 za LysB28 a ProB29, ¢imz se ztraci
pfirozend schopnost insulinu tvofit dimery. V roce 2000 pfiSel na trh analog s ndzvem
Aspart (Novolog®) od firmy Novo Nordisk. Prolin v pozici B28 je zaménén za aspartat,
¢imz se opét ztraci schopnost tvotit dimery’’.

Nejnovéjsim prirGstkem je analog Glulisin (Sanofi®), dostupny od roku 2006.
V tomto analogu jsou zaménéné aminokyseliny lysin v pozici B29 za kyselinu glutamovou
a asparagin v pozici B3 za lysin. Klinické vyzkumy ukazuji, ze analogy Aspart a Glulisin

maji farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti velice podobné lidskému insulinu’’.

Aspart, lispro, glulisine

Lidsky insulin

NPH
Detemir

Glargine

Koncentrace insulinu v plazmé

ﬂ- - 2 ) 4 ] ) B - '|U- 12 ) 1l. . lS- 18 n 21. . 2!‘
€as / hod
Obr. 11 | Graf znazorfujici i¢innost analogt v ¢ase. Aspart, Lispro, Glulisin jsou analogy
s rychlym nastupem Uc¢inku, takZe maji rychlej$i nastup ucinku neZ lidsky insulin. NPH,
Detemir a Glargine jsou basalni analogy, maji dlouhodoby uc¢inek. Upraveno a pielozeno

dle cit.”.

Analogy s dlouhym nastupem ucinku neboli basalni insuliny, maji neméné
dillezitou roli v 1é¢bé diabetiki. Ulohou basalnich insulinti je napodobit fyziologicky
glykemicky profil glukosy u ¢loveéka. Primarni myslenka baséalnich insulinil tkvi v snizeni
rozpustnosti insulint po subkutannim podani’’.

Od roku 2001 je na trhu dostupny basélni insulin Glargin (Lantus®, Sanofi®). Tento
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analog je prodlouZen navic o dva argininy v B31 a B32, ¢imz je zménén jeho isoelektricky
bod. Po vpichnuti do kiize se insulin srazi, jakozto latka nachazejici se Vv prostfedi svého
isoelektrického bodu a nasledné zaéina jeho pomalé uvoliiovani do krve’”’8,

Vyzkum syntézy insulinovych analogl se dnes zamétuje riiznym smerem. Vznikla
mysSlenka navazani fetézce mastné kyseliny na insulin. Insulin se miize navazat na krevni
protein albumin, ze kterého se postupné uvolnuje. Takto byl piedstaven firmou Eli Lilly
lipidovany insulin s navazanym zbytkem kyseliny palmitové na lysin v pozici B29 (nazev
W99-S-32), nebo firmou Novo Nordisk insulin s navazanym zbytkem kyseliny myristové
na LysB29 a odstranénym threoninem v pozici B30 (tzv. LysB29-myristyl desB30-insulin).
V roce 2006 byl analog schvéilen pod nazvem Detemir’”°,

Poslednim pfirGstkem do rodiny basalnich analogi jsou insuliny Decludec
a Peglispro. Decludec je desB30-insulin s navazanou postranni acetylovanou mastnou
kyselinou na lysinu B29. V jeho pfitomnosti se nachazi molekuly fenolu a Zn?* ionty. Po
subkutannim podani se fenol oddisociuje a analog vytvaii se Zn?" ionty velké oligomerni
struktury, ze kterych se pomalu oddéluje analog. V roce 2013 byl schvalen v Evropské unii
a 2015 v USA. Insulin Peglispro (LY2605541, Eli Lilly) je derivat insulinu s navazanym
linedrnim fetézcem polyethylenglykolu (PEG) o velikosti 20 kDa. M¢l velmi slibné
vysledky diky 36 hodinovému nastupu i¢inku a hepatoselektivni akci”™ ",

V klinické fazi III se objevili problémy se ztratou vahy testovanych pacienti
a znepokojivé jaterni testy se zvySenymi hodnotami jaternich enzymi. Proto Eli Lilly po

této klinické fazi ukoncilo jeho testovani a tento analog se nikdy nedostal do komeréniho

prodeje®.

Lidsky insulin :

rasedi insulin C3E0 A
ovézi insulin AV A

Glargine G RR
Detemir O

S N N2

H

Obr. 12 | Obrazek piehledné znazoriujici dnes pouzivané insulinové analogy a jejich

zamény V primarni sekvenci. Pfevzato a pielozeno z cit.””.
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1.5.2 Selektivni insulinové analogy
Jak jiz bylo zminéno vySe, vysledkem alternativniho sestfihu insulinového

receptoru jsou dv¢ isoformy IR, lisicich se absenci (IR-A), nebo pfitomnosti (IR-B) 12
aminokyselin, nazyvanych o-CT segment. Tento segment je nesmirné¢ dulezity pro
navazani insulinu na IR, protoze ptimo interaguje s C-koncem fetézce B insulinu pii vazbé
na receptor. Obé isoformy se vyznacuji specifickou tkanovou expresi. IR-B je zodpovédny
hlavné za metabolické efekty a nachazi se pfedevSim na hepatocytech (>90%), kosternim
svalstvu (~70%) a podkoznim tuku (~70%), zatimco IR-A ma predominantni mitogenni
efekt a nachazi se v mozku, slezing, embryonalni tkani a rakovinnych butikdach®,

V poslednich letech se vyzkum insulinovych analogti zamé&fuje pravé na selektivitu
vaci obéma isoformam, IR-A/IR-B. Je to zpusobeno nékolika fakty: (i) byla potvrzena
piima souvislost mezi nékterymi druhy rakoviny (prsu, jater, plic, ledvin, pankreatu,
endometria a kolorektalni druhy) a diabetem?*, (ii) bylo spekulovano o souvislosti mezi
basalnimi insulinovymi analogy (napf. Glargin) a rakovinou prsou’ a (iii) byla potvrzena
souvislost vazby insulinu na IGF-1R, jakozZto vysledek hyperinsulinémie u diabetikt, ¢imz
je spusténa nechténa proliferace bunsk>*8L,

V roce 2011 vyzkumna skupina firmy Novo Nordisk publikovala prvni selektivni
IR-B analogy®?®3. Spravny selektivni analog by mél mit danou snizenou selektivitu k IR-A
a zvySenou k IR-B, coz znamena zvySeni, nebo alespon preferenéni selektivitu k jatrim,
jakozto hlavniho organu zpracovavajici insulin. Skupina pfipravila sérii analogl
s modifikacemi v pozicich A8, B25 a B27. Analog (HisA8, AsnB25, GluB27-desThr30)-
insulin vykazoval selektivitu =10 % k IR-A a =60 % k IR-B, coz vyustilo k ¢tyfndsobnému
zvySeni selektivity vici IR-B. Na zaklad¢ krystalografickych studii bylo zjisténo, ze analog
dosahne své selektivity diky snizeni k IR-A, nez zvyseni selektivity k IR-B>*828,

Minuly rok ptedstavila dalsi védecka skupina Novo Nordisk studii zamé&fujici se na
pozici 718 IR a IGF-1R (u IR-B je zde Lys, u IR-A je zde Pro). Bylo zjisténo, ze tato
pozice je zodpovédna za nizkou vazebnou afinitu IGF-1 a IGF-2 k IR-B. Tento poznatek
muize byt vbudoucnu velice dilezitym ukazatelem Kk navrhu novych selektivnich
analogt®.

Pro navrh selektivnich analogii se nejvice vyuzivd zamén v C-konci fetézce B,
protoze ten pravdépodobné piimo interaguje s a-CT ¢asti 12 pfidanych aminokyselin,
ktery se u IR-A nenachdzi. Bylo pfipraven0 mnoho analogli se zdménou aminokyselin

V této &asti, zejména v pozicich B24-B27. Ve skupiné Dr. Jira¢ka z UOCHB AV CR byly
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pfipraveny analogy se zaménénymi aminokyselinami v pozici B26 za N-methylované
aminokyseliny, nebo D-aminokyseliny, nebo aminokyseliny s karboxyamidaci v pozici
B26. Vysledkem je série analogli s téméf Ctyinasobné vyssi afinitou k IR, nez ma lidsky
insulin. Takto vysokou afinitu ma napft. analog [NMeAla®?6]-DTI-NHz, u kterého vznika
ohyb mezi pozicemi B24 a B26, ktery je spojen s odklonem C-konce fetézce B (Obr. 13A).
Vznikly ohyb je stabilizovany pomoci CO skupiny PheB24 a karboxyamidovou skupinou
v NMeAlaB?®, zaroven otevira nové moznosti kontaktu aminokyselin fetézce A (A1-A3)
pro kontakt sreceptorem a vzajemny kontakt aminokyselin TyrA19 a GInAlS5, ¢imz
vznika zvétSend sty¢na nepolarni plocha pro kontakt s receptorem (Obr. 13B, C). Je velice
pravdépodobné, ze série téchto analogli s B-ohybem velice efektivné napodobuji tzv.
aktivni formu insulinu, tedy fyziologickou formu insulinu vazajici se na receptor.

Zaroven je pomoci B-ohybu znemoznéna tvorba dimert, coz je zakladni podminka pro

piechod insulinu do jeho aktivni formy>8%70.8586,
c
D-Pro CONH,
Ala CONH,
B26 = 28
NMe* £
cO
B28 .,Ln
B25 B24
< ' " \ -
J 825< L

Obr. 13 | A. Znazornéni vysoce aktivniho insulinu Vyli\zzgfejiciho B26 ohyb. Cervené je
znazornény lidsky insulin, fialové - [NMeAlaB%]-DTI-NHy; Zluté - [NMeTyr®%]-insulin;
zelené - [D-Pro®26]-DTI-NH;; modie - [NMeHisB?]-DTI-NH,. B. Detailni struktura na
B26 ohyb zpisobeny N-methylovymi analogy v porovnani s lidskym insulinem. Zelené -
[NMeAlaB%®]-DTI-NH; zlut¢ - [NMeAla®?®]-insulin; rozové - [NMeTyrB?®]-insulin;
W — molekula vody. C. Detailni pohled na B26 ohyb zkracenych analogii [NMeAlaB®%]-
DTI-NHz a [D-Pro®%]-DTI-NH.. Mezi kyslikem CO skupiny PheB24 a dusikem
karboxyamidu N-AlaB26 a D-ProB26 vznika nova vodikova vazba. U D-Pro je vidét
konformaéni zménu zptisobenou chiralitou dané aminokyseliny. Upraveno dle cit®’.

V této védecké skupiné se snazi posledni roky navrhnout analogy, které by
napodobily aktivni formu insulinu. Tyto analogy obsahuji v C-konci fetézce B cyklickou

strukturu, napt. dva cysteiny, které pak néaslednou oxidaci vytvaii cystinovy mustek, ¢imz
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se zafixuje cela Cast fetézce. Druhou moznosti je dnes zna¢né vyuzivana Huisgenova
Cu'-katalyzovana azid-alkynova cykloadice, pro kterou se ustavil nazev “click
chemistry”®. VysledKky jasné ukazuji, ze pokud se zvoli vhodna pozice aminokyselin pro
cyklizaci a spravna délka raménka, dokaze nasledna cyklizace zafixovat aktivni formu

analogu tak, jak je to u vazby insulinu na IR®.

V poslednich letech vyzkumu insulinovych analogi byl vyzkum vénovan nejen
pochopeni vazby insulinu na IR, ale zejména syntéze a navrhim novych analogti. Novou
generaci insulinovych analogl predstavuji praveé receptor selektivni IR-A/IR-B analogy,
vzniklé zejména zaménou aminokyselin v C-konci fetézce B, ¢emuz je vénovana i tato

prace.
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Cil prace
Syntéza a charakterizace insulinovych analogl se zaménou v C-konci fetézce B.

Urc€eni vazebnych afinit pfipravenych analogli insulinu vi¢i obéma isoformam

insulinového receptoru IR-A a IR-B.

Studium aktivace a signalni odpovédi insulinovych analogi viici obéma isoformam

insulinového receptoru IR-A a IR-B
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3. Metody

3.1 Pouzité chemikalie a materialy
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfore¢nan (HBTU)

Novabiochem Merck, Némecko

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

Aceton

Acetonitril (ACN)
Akrylamid

APS

Bromfenolovd modft
Bunécéna linie IM-9

Buné¢na linie R/IR-A

Bunééna linie R/IR-B

D-glukosa

Diethylether
Dichlormethan (DCM)
DMEM médium
Dodecylsiran sodny (SDS)
DTT

Fetalni hovézi sérum (FBS)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Penta, Chrudim, CR

Fischer Scientific, Leics, UK

Fluka, Buchs, gvycarsko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Lachema, CR

ATCC, USA

darovéna prof. Belfiorem, Italie

a prof. Basergou, USA

darovana prof. Belfiorem, Italie

a prof. Basergou, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Penta, Chrudim, CR

Penta, Chrudim, CR

GBCC, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Chlorid Vapenaty CaCl: (pfiprava DOI) Lachema, CR

IGF-1 Tercica, USA

Inhibitory proteas — Protease Inhibitor
Coctail (P8340)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)  Lachema, CR
Penta, Chrudim, CR
Gibco, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Kyselina octova, 99 %

L-glutamin



mono-12I-TyrA14-lidsky insulin
N,N-diisopropylethylamin (DIPEA)
N,N-diisopropylkarbodiimid (DIC)
N,N-Dimethylformamid (DMF)
N-Fmoc-chranéné aminokyseliny
N-hydroxybenzotriazol (HOBLt)
N-methylmorfolin

Octan vapenaty (CaAc?)
Penicilin amidohydrolasa
Piperidin

Ponceau S

Pryskyfice Sieber Amide
Puromycin

PVDF membrany

Sephadex G-50

TEMED

TPCK-trypsin

Trifluoroctova kyselina (TFA)
Triisopropylsilan (TIS)

Tris/HCI

Tween detergent

Perkin Elmer, Waltham, USA

IRIS BIOTECH, Némecko
Novabiochem Merck

Fischer Scientific, Leics, UK
Novabiochem Merck, Némecko
Novabiochem Merck, Némecko
Novabiochem Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Fluka, Buchs, Svycarsko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Novabiochem Merck, Némecko
Gibco, USA

Novabiochem Merck, Némecko
Pharmacia, Svédsko

Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Zinc-free insulin (Insulin zbaveny zinku) Skupina Dr. Jira¢ka, UOCHB AV CR

Ostatni bézn¢ pouzivané chemikalie byly zakoupeny ve firm¢ Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko. Destilovana voda byla vyrobena p¥imo na UOCHB AV CR.
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Tab. 1 | Seznam pouzitich protilatek pro detekci proteint.

De;fg&‘i’ﬁny Nazev protilatky Pivod | Redéni Dodavatel
Primarni protilatka detekujici fosforylovany protein
Phospho-IGF-1 Receptor B (pTyr Cell
?g¥r11$35/1136 1135/1136) Insulin Receptor 3 Kealik | 11000 Signalling
Tvr 1162/1163 IR (1150/1151) (19H7) Rabbit mAb ’ Technology,
Py USA
Phospho-Akt (Thr308) (C31ESE), gie'r'la”in
DAkt Rabbit mAb Kralik | 1:1000 |2'9nalling
Technology,
USA
Primarni protilatka detekujici celkovy obsah proteinu (kontrolni protilatka)
. . . Sigma-
Aktin Anti-Actin (20-33), 19G Fraction OF | g siik | 1:2000 | Aldrich,
Neéemecko
Sekundarni protilatka
f;;tgig(;a.id Anti-Mouse 1gG (whole molecule) Sigma-
rigqérni rﬂ) Alatk Peroxidase antibody produced in Kralik | 1:20000 | Aldrich,
Elyéiho pgvo du Y| rabbit Némecko
fcfoucl;;kéava'ici Anti-Rabbit 1gG (whole molecule) Sigma-
pI'iZIE)’lE’lI'ni pri) dlatku Peroxidase antibody produced in Koza | 1:80000 | Aldrich,
krliciho pavodu | 9°% Nemecko
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3.2 Pouzité pristroje

CCD kamera

Dualni UV/VIS detektor pro RP-HPLC
FlowBox

Lyofiliza¢ni ptistroj

Mala centrifuga

Mikroskop

pH metr

RP-HPLC

Sbérac frakei

Spektrofotometr Lambda 25

Spyder Mark 11

Termostat

Ultrazvukovy homogenizator

Velka centrifuga

Vrtidlo

Zatizeni pro imunopienos

Zdroj pouzity pii elektroforéze a
imunopienosu

y-counter

(Wizard 1470 Automatic y-Counter)

ChemiDoc MP Imaging Systém,
BIO-RAD, USA

Waters 2487; Waters, USA

Spetec GmbH, Erding, Némecko
Heto FD3, Dansko

MiniSpin®, Eppendorf, Némecko
Axiovert 40 CFL, Zeiss, Némecko.
827 pHLab, Metrohm, Svycarsko
Waters 600 Collector; Waters, USA
Waters Fraction Collectos; Waters, USA
Perkin-Elmer, USA

funkéni prototyp, UOCHB AV CR
Memmert, Némecko

Elmasonic S30, Elma, Némecko
Jouan CRa3i, Francie

VELP Scientifica, Italie

Trans Blot SD Cell, BIO-RAD, USA

POWER-Pac 1000, BIO-RAD, USA

Perkin-Elmer, USA
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3.3 Piiprava des[B23-B30]oktapeptidu insulinu (DOI)

Bylo vzato 270 mg vepiového insulinu zbaveného zinku, ktery byl rozpustén v 100 ml
0,06M Tris/HCI pufru o pH 9,1 (9,0-9,2). Bylo rozpusténo 7 mg TPCK-trypsinu
(E.C.3.4.21.4) v 2,5 ml 0,1M CaCl; a ptidano k roztoku insulinu. Reakce byla ponechana
pii 6 °C po dobu 20 hod. Po uplynuti 20 hod bylo pfiddno dalSich 4 mg trypsinu,
a ponechano dalsich 20 hod pfi 6 °C.

Po uplynuti celkové doby asi 40 hod byla pH hodnota roztoku upravena 1M HCI na
hodnotu 5,4 (hodnota isoelektrického bodu insulinu). Reakéni smés byla centrifugovana po
dobu 20 min pfi 2000 x ¢. Supernatant byl odd¢len a sediment obsahujici
des[B23-B30]oktapeptid insulin (DOI) byl rozpustétn v 10% kyseliné octové

a zlyofylizovan.

3.3.1 Izolace a cisténi DOI gelovou chromatografii
Na separaci byla pouzita kolona Sephadex G50 (rozméry 100 x 7 cm) a separace

probihala pii teplot¢ 6 °C. Jako mobilni faze byla pouzita 10% kyselina octova. Jako
pritokova pumpa byla pouzitd pumpa znacky miniPuls 3 firmy Gilson a pro sbér frakci byl
pouzit automaticky kolektor firmy Waters. Frakce byly sbirany v objemech 10 ml.

U vsech frakci byly méfeny absorbance pii vlnové délce 280 nm nebo 276 nm

spektrofotometrem Lambda 25. Frakce obsahujici DOI byly spojeny a zlyofilizovany.

3.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni
fazi (RP-HPLC)

Purifikace peptidl, kontrola vzniku produktli, semipreparace a kontrola cistoty
latek byla provadéna pomoci RP-HPLC od firmy Waters. Pro analyticka stanoveni byla
pouzita analyticka kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil 120-5 C18, 250 x 4 mm,
pritok 1 ml/min), pro purifikaci produktd enzymatickych semisyntéz byla pouzita
semipreparativni kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil 120-5 C18, 250 x 8 mm, pritok
3 ml/min) a pro purifikace peptidi byla pouzita kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil
120-5 C18, 250 x 21 mm, pratok 9 ml/min).

Pro preparaci peptidt byl pouzit gradient uvedeny v tabulce 2, pro purifikaci
produkti semisyntéz byl pouzit gradient v tabulce 3 a pro analytickou kontrolu pribéhu
reakce a Cistoty latek byl pouzit gradient v tabulce 4. Jako slozky gradientu byly pouzity
roztoky A (0,1 % (v/v) TFA ve vodé) a B (80 % ACN (v/v) s 0,1 % TFA ve vodg).
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Tab. 2 | Gradient pro ¢isténi peptidii na preparativnim provedeni RP-HPLC, pouzita byla
preparativni kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil 120-5 C18, 250 x 21 mm, pritok

9 ml/min). Absorbance byla métena pii 218 nm a 258 nm.

Gradient
Cas [min] 0 30 31
Koncentrace
B [%], (vIv) 10 100 10

Tab. 3| Gradient pro Ccisténi peptidi na semipreparativnim RP-HPLC, pouzita byla
semipreparativni kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil 120-5 C18, 250 x 8 mm, pratok

3 ml/min). Absorbance byla métena pii 218 nm a 258 nm.

Gradient
Cas [min] 0 1 21 34 36 37 37,1
Koncentrace
B [%], (v/v) 10 35 45 55 90 90 10

Tab. 4 | Gradient pro ¢iSténi peptidi na analytickém RP-HPLC, pouzita byla analyticka
kolona firmy Macherey-Nagel (Nucleosil 120-5 C18, 250 x 4 mm, pratok

1 ml/min). Absorbance byla méfena pti 218 nm a 258 nm.

Gradient
Cas [min] 0 1 21 34 36 37 37,1
Koncentrace
B [%], (VIv) 10 35 45 55 90 90 10
3.5 Syntéza linearnich peptidii na pevné fazi

Syntéza peptidi byla provadéna syntézou na pevné fazi (SPPS) podle Merrifielda®®.
Syntéza byla provadéna na automatickém syntetizatoru Spyder Mark II. Celkové
syntetizované mnoZzstvi bylo 200 umol, samotnd syntéza probihala v plastové stiikacce
s fritou. Jako polymerni nosi¢ byla pouZita Sieber amidova pryskyfice.

Pro syntézu byly pouzité aminokyseliny s a-aminoskupinami s 9-fluorenylmethyl-
oxycarbonylovou (Fmoc) chranici skupinou odstépujici se v bazickém prostiedi. Pro
chranéni postrannich skupin aminokyselin byly pouzity tert-butylova skupina (tBu)
chranici hydroxylovou skupinu threoninu a fenylacetylova skupina (Pac) chranici
g-aminoskupinu lysinu.

Kazdy kondenzacni cyklus (coupling) byl opakovan celkem dvakrat. Kazdy cyklus

trval celkem 2 hodiny, v kazdém cyklu byl pfidan celkem 10-ti nasobek N-chranéné
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aminokyseliny, ktera byla rozpusténa v ekvimolarnim mnozstvi N-hydroxybenzotriazolu
(6 % HOBt (w/v), roztok HOBt byl ptipraven rozpusténim 3,82 g pevného HOBt v 62,4 ml
dimethylformamidu (DMF)). Jako kondenzaéni ¢inidla byly mimo HOBt pouzity roztoky
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium  hexafluorfosforecnan  (HBTU),
N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), N,N-diisopropylkarbodiimid (DIC) a piperidin. HBTU
bylo pfipraveno rozpusténim 4,58 g v 24,2 ml DMF (20%, (w/v)), roztok DIPEA byl
ptipraven smichanim 4,21 ml DIPEA s DMF v celkovém objemu 24,2 ml (17%, (v/v)),
roztok DIC byl piipraven smichanim 1,89 ml DIC s DMF v celkovém objemu 24,2 ml
(8%, (v/v)) aroztok 20% piperidinu byl pfipraven smichanim 12 ml piperidinu s DMF do
celkového objemu 60 ml. Jako promyvaci roztok byl po dobu syntézy pouzit DMF.

Stépeni peptidu ze Sieber amidové pryskyfice probihalo v 5 ml $tépici smési
(TFA:deionizovana voda:TIS v poméru 98:1:1 (v/v/v)) za stalého michani pti laboratorni
teploté po dobu 2 hodin.

Produkt byl po 2 hodinach pfiefiltrovan do studeného diethyletheru, srazenina byla
centrifugovana (6 500 x g, 10 min). Supernatant byl odlit a srazeny produkt byl nasledn¢
promyt v dal$ich 50 ml chlazeného diethyletheru a centrifugovan 10 min pii 6 500 x g .
Srazeny peptid byl zlyofylizovan.

3.6 Enzymaticka semisyntéza
Enzymaticka semisyntéza byla provedena rozpusténim des[B23-B30]oktapeptidu

insulinu (DOI) (30 mM) ve smési 55% (v/v) DMF a 50mM (m/V) octanu vapenatého. Ke
smési byl ptidan peptid (150 mM) a TPCK-trypsin rozpustény v 50 pul 50mM (m/V) octanu
vapenatém. Mnozstvi TPCK-trypsinu bylo voleno tak, aby pomér TPCK-trypsin/DOI
(enzym/substrat) byl vpoméru 1/50. Celkovy objem reakéni smési byl
200 pl.

N-methylmorpholinem (3-9 ul) bylo upraveno pH na hodnotu v rozmezi 6,9-7,1.
Reakce probihala pti laboratorni teploté, nebo pii teploté 37 °C, a to v ¢asovém rozmezi
5-24 hod. Prubéh reakce byl po celou dobu monitorovan analytickym provedenim
RP-HPLC. Cela reakce byla nasledné zastavena ptidanim 1 ml acetonu, ktery zpusobil
vysrazeni peptidovych produkti. Smés byla nésledné centrifugovand 10 min pfi
12 000 x g. VysuSeny sediment byl rozpustén v 10% kyselin¢ octové a produkt i vychozi
latky byly vyc€istény semipreparativnim provedenim RP-HPLC. Byla sledovana

absorbance pfi vinové délce 218 nm a 258 nm. Identifikace hmotnosti produktu probihala
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hmotnostni spektrometrii a Cistota vzorku byla zkontrolovana analytickym provedenim

RP-HPLC.

3.7 Enzymatické odstranéni fenylacetylové skupiny

Odstranéni fenylacetylové skupiny chranici g-aminoskupiny lysinu probihalo
pusobenim enzymu penicilin G acylaza (penicilin amidohydrolasa (PA) izolovana
z Escherichia coli). Deprotekce probihala rozpusténim celého mnozstvi vzorku ziskaného
z enzymatické semisyntézy v 1,5 ml K-fosfatového pufru (150 mM, pH 7,5) a naslednym
pfiddnim 5 pl PA. Pribéh vzniku odchranéného produktu byl sledovan v pravidelnych
casovych intervalech analytickym provedenim RP-HPLC. Podle potieby bylo jesté pfidano
1-5 ul PA nebo se upravila teplota a reakéni smés probihala ve 37 °C po dobu 6-48 hod.
Purifikace vzniklého produktu probihala pouzitim semipreparativni kolony na RP-HPLC.
Produkt byl identifikovdn hmotnostni spektrometrii a dCistota byla zkontrolovana

analytickym provedenim RP-HPLC.

3.8 Hmotnostni spektroskopie

Hmotnostni spektra peptidl, produktu semisyntéz a kone¢nych produktt ve forme
insulinovych analogti byly méfeny v Laboratoti hmotnostni spektrometric UOCHB AV CR
pomoci piistroje LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Némecko, USA) metodou

ESI v pozitivnim iontovém modu.

3.9 Vazebné testy in vitro

Princip vazebnych testll spoc¢iva v kompetici analogu a lidského insulinu zna¢ené¢ho
isotopem %[ navazaného na zbytku tyrosinu v pozici A14 o vazebné misto na insulinovém

receptoru.

3.9.1 Priprava roztoki analogii pro vazebni testy
Zasobni roztoky insulinovych analogii byly rozpustény v 0,1% kyseliné octové

o koncentraci 100 pg/ml. Poté byly ur¢eny pfesné koncentrace latek spektrofotometricky
pfi vinové délce 280 nm. Extinkéni koeficient pro jednotlivé analogy se spocital dle
vzorce: g0 = 1280.xTyr + 120.XCys.

Roztoky ligandli (analogl 1 insulinu) byly pfed pouzitim fedény na koncentrace
v rozmezi 10°M-10"'"M HBB pufrem (z angl. HEPES binding buffer) o slozeni 100mM
HEPES, 100mM NaCl, 5mM KCI, 1,3mM MgSO4, 1ImM EDTA, 10mM glukosa, 15mM
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octan sodny a 1 % (w/v) hovézi sérovy albumin (BSA). pH roztoku bylo upraveno na

hodnotu 7,6.

3.9.2 Priprava bunék pro testovani vazebné afinity k IR-A
Ke stanoveni vazebné afinity insulinovych analogl k receptoriim IR-A byla pouzita

bunécna linie lidskych lymfocyti IM-9 exprimujicich vyhradné tyto receptory. Buniky byly
kultivovany v médiu RPMI-1640 obsahujicim 100 IU/ml penicilinu, 100 pg
streptomycinu, 10 % FBS a 2mM L-glutamin. Bunky byly péstovany pii teploté 37 °C
Vv prostiedi 5% COy, tfikrat tydné pasazovany. Vypéstované buiiky byly nasledné spocitany
Vv Biirkerové komtirce a fedény HBB pufrem na vyslednou koncentraci 2 miliony

bunék/ml.

3.9.3 Stanoveni vazebné afinity insulinovych analogii k IR-A

Testovani probihalo za vzdy stejného mnozstvi bunék a ?°I-HI, zvySovala se jen
koncentrace testovaného ligandu.

Do kazdé zkumavky bylo ptidano 400 pl bunék o koncentraci 2 miliony bunék/ml,
konstantni mnozstvi 12°I-HI, a stale se zvysujici koncentrace daného analogu. Kompetice
probihala pfi teploté 15 °C po dobu 2,5 hod a kazdych 30 min byly zkumavky promichény.
Celkovy objem reakéni smési byl 500 pl. Po uplynuti 2,5 hod byla reak¢éni smés rozdélena
do 2 centrifuga¢nich zkumavek (vytvoreni duplikati), kde bylo napipetovano 200 ul HBB
pufru (kap. 3.9.1). Poté byly zkumavky centrifugovany pti 13 600 x g po dobu 10 min, pii
teploté 4 °C, ¢imz byla reakce ukoncena.

Po centrifugaci byl supernatant odsat a zbytkova radioaktivita v peleté byla méfena
pfistrojem y-counter. Doba méfeni jednoho vzorku byla 5 min. Vazebna kiivka jednoho
analogu byla meétena vzdy tiikrat. Hodnoty disociacni konstanty (Kg) byly ziskany
pouzitim modelu vazby do jednoho vazebného mista (z angl. ,,one site fitting model*)
metodou nelinedrni regrese za soucasného zohlednéni deplece ligandu v programu

GraphPad Prism 5.0.

3.9.4 Priprava bunék pro testovani vazebné afinity k IR-B
Pro testovani vazebnych afinit byla pouzitd buné¢na linie mySich embryonélnich

fibroblastii s blokovanou expresi genti pro mysi IGF-IR a transfekovana lidskym

IR-B (R/IR-B).
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Buiiky byly kultivovany pfi teploté 37 °C v prostiedi obsahujici 5 % CO2 a v médiu
DMEM, ktery obsahoval 10% FBS, 25mM glukosu, 100 mU/ml penicilinu, 3 pg/ml
puromycinu, 100 pg/ml streptomycinu a 2mM L-glutamin. Bunky byly pasazovany tiikrat
tydné. Den pfed samotnym testovanim byly buiiky nasazeny do 24-jamkovych desticek, o

koncentraci 12 000 bunék na jamku.

3.9.5 Testovani vazebné afinity insulinovych analogii k IR-B
Aby nedoslo k ovlivnéni méfeni, 6 hod pred samotnym testovanim byly buiky

ponechdny v médiu bez séra. Nasledn¢ byly bunky dvakrat omyty vazebnym pufrem HBB
(kap. 3.9.1). Testovani probihalo v jednotlivych jamkach v duplikatech a smés vzdy
obsahovala puft, konstantni koncentraci *?°I-HI a zvysujici se koncentrace insulinového
analogu v rozmezi 10°M-10"M. Celkovy objem reakéni smési byl 250 ul. Desticka se
inkubovala 16 hodin pfi teploté 6 °C za stalého michani. Po uplynuti inkubacni doby byly
jamky 3x promyty fyziologickym roztokem, aby doslo k odstranéni nenavazaného '?°I-HlI
a buiiky byly solubilizovany 200 ul 0,1M NaOH, ¢imzZ byla reakce ukoncena. Obsah jamek
byl kvantitativné pfenesen do zkumavek a u téchto zkumavek byla pak métena zbytkova
radioaktivita y-countrem. Cas méfeni kazdé zkumavky byla 1 minuta.

Vazebna kiivka jednoho analogu byla méfena vzdy tiikrat. Hodnoty disociacni
konstanty (Kq) byly ziskany pouzitim modelu vazby do jednoho vazebného mista (z angl.
,one site fitting model) metodou nelinearni regrese za souc¢asného zohlednéni deplece

ligandu v programu GraphPad Prism 5.0.
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3.10 Metodika studia signalizace IR analogy
a studium signalnich odpovédi

3.10.1 Priprava bunék pro testovani aktivace IR-A, IR-B
a naslednych signalnich odpovédi
Pro studium aktivace byly pouzity mysi embryondlni fibroblasty s vyfazenym

IGF-1 genem a vlozenymi lidskymi geny pro IR-A (bunééna linie R7/IR-A), IR-B
(R/IR-B). Nasledné probihala kultivace téchto fibroblastt v DMEM médiu obsahujicim
10% FBS, penicilin a streptomycin o koncentraci 100 IU/ml, puromycin (0,3 pg/ml)
a L-glutamin (0,2 mol/1). Inkubace probihala v termostatu s konstantni teplotou 37 °C a 5%
pristupem CO>. Kazda bunééna linie byla nasazena na 24-jamkové desticky o poc¢tu 40 000
bunck na jamku. Po inkubaci trvajici celou noc bylo nasledujici rano odebrdno médium
obsahujici FBS a vyménéno za médium neobsahujici FBS. Pro vytraceni jakéhokoliv
signalu byly buniky ponechany jest¢ 4 hodiny v inkubatoru a az poté byly stimulovany.
Experiment byl opakovan celkem c¢tyrikrat, tedy byly vytvofeny Ctyfi testovaci varky

u kazdé bunééné linie.

3.10.2 Priprava roztokii ligandi pro stimulaci receptori bunék
Ptiprava zasobnich roztoki analogu probihala stejné, jako ptiprava ligandi

na vazebné testy. Byly pouzité stejné extinkéni koeficienty a métfena absorbance pii vinové

délce 280 nm. Analogy, HI a IGF-1 byly nafedény na koncentraci 10°M (10 nM).

3.10.3 Stimulace IR-A a IR-B jednotlivymi analogy

Pfipravené roztoky ligandi o danych koncentracich byly vzdy pipetovany
Vv pravidelnych ¢asovych intervalech do jednotlivych jamek desticky. Pro kazdou bunéénou
linii probihala stimulace 10 min. Nasledné byla stimulace zastavena (vakuovym) odsatim
média, vyplachnutim desticky pomoci fyziologického roztoku (0,9% NaCl) a politim
kapalnym dusikem. Desti¢ky byly nésledné uloZeny do mraziciho boxu o teploté -80 °C.

3.10.4 Priprava lyzati bunék pro SDS-elektroforetickou separaci
Vzorkovy pufr pro polyakrylamidovou elektroforézu v ptitomnosti dodecylsiranu

sodného (tzv. SDS-PAGE), ktery byl pouzit pro lyzi bunék, byl obohacen o inhibitory
proteas. Skladal se z 62,5nM TRIS/HCI pH 6,8; 2% SDS (w/v); 10% glycerolu (v/v);
0,01% bromfenolové modti (w/v); 0,1M DTT (w/v), S0OmM NaF, ImM NaszVOs; 0,5 %
inhibitorti proteas. Po pfidani 50 pl do kazdé jamky byla desticka sonifikovdna po dobu
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I min, ¢imz byly bunky lyzovany. Bunétné lyzaty byly kvantitativné pteneseny do
mikrozkumavek a uchovavany pii -20 °C. Pro SDS-PAGE bylo odebrano 10 pl vzorku,
ktery byl zahiat po dobu 1 min pti 100 °C.

3.10.5 Polyakrylamidova gelova elektroforéza proteinii z bunéénych

lyzata v pritomnosti SDS (SDS-PAGE)

Separace proteint z bunééného lyzatu pomoci SDS-PAGE byla provedena
standardnim zptsobem, a to v prostiedi polyakrylamidového gelu (10%) a dodecylsiranu
sodného (SDS). Objem nanaseného vzorku byl 10 pl. Separace probéhla v 0,025M
Tris/0,192M glycinovém elektrodovém pufru s obsahem 0,01% (w/v) SDS. Limit
elektrického proudu byla nastavena 24 mA. Pocatecni napéti elektroforézy bylo 100 V, po
10 min bylo napéti zvySeno na hodnotu 200 V, pficemz Uplna elektroforetickd separace

trvala pfiblizn¢ 1 hod.

3.10.6 Pienos elektroforeticky separovanych proteinu z gelu
na membranu
Po dokonceni elektroforetické separace byly proteiny pteneseny na PVDF membranu

pomoci techniky pfenosu. Na zacatku byly gely ponechdny 30 min v pifenosovém pufru
obsahujici 0,1% SDS (w/v), 20mM Tris, 189mM glycin, 10% methanol (v/v). PVDF
membrany byly aktivovany pomoci methanolu, oplachnuté destilovanou vodou a vloZené
do pienosového pufru po dobu 30 min. Filtraéni papiry pro pfenos byly také nasdknuté
ptenosovym pufrem.

Poté byl sestaven tzv. pfenosovy sendvi¢. Pienos probihal pfiblizné¢ 90 min
Vv piistroji pro polosuchy ptenos za konstantniho napéti 12 V. Limitni difuzni proud byl

nastaven na 1,5 mA/cmZ.

3.10.7 Detekce proteinii pomoci protilatek
Po dokonceni pfenosu byly membrany obsahujici proteiny reverzibilné obarveny

pomoci roztoku Ponceau S 0 0,1% (v/v) koncentraci a podélné rozstiizeny v oblasti mezi
molekulovymi hmotnostmi 75 kDa a 50 kDa. Proteiny o hmotnosti vétsi nez 75 kDa
slouzily k detekci receptord, proteiny se stifedni hmotnosti 50 kDa-75 kDa k detekci Akt
proteind a proteiny s hmotnosti mensi nez 50 kDa slouzily ke kontrole mnozstvi nanasky
vzorktl. Casti membrany byly ponechany v5 % BSA v T-TBS (0,1% Tween-20 (V/v),
20mM Tris/HCI pH 7,5; 140mM NaCl) po dobu 1 hod pfii laboratorni teploté za stalého

michani.
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Membrany byly tfikrat oplachnuty po dobu 5 min pomoci T-TBS pufru a nasledné
byly inkubovany s primarni protilatkou pfes noc pii teploté 5 °C. Byly pouzity protilatky
detekujici fosforylovany receptor a protein Akt, protilatka detekujici celkovy obsah aktinu.
Primarni protilatky byly fedény v 5% BSA v T-TBS pufru a jsou uvedeny v Tab. 1.

Pro detekci intenzity vyvolaného signalu byl pouzit chemiluminiscenéni substrat,
ktery byl inkubovan s membranou po dobu 3 min. Pro detekci chemiluminiscence byla
pouzita CCD kamera ChemiDoc MP Imaging System, k méfeni kvantifikace signalu bylo
vyuzito programu Image-Lab™. Jako kontrolni vzorek, ke kterému byly hodnoty intenzit
prouzku vztazeny, byl pouzit lidsky insulin o koncentraci 10 mM (pro IR). Proto byla
hodnota relativni stimulace nastavena jako 1 (tedy 100 %). VSechna data byla zpracovana

pomoci programu GraphPad Prism 7.04. Experiment byl opakovan celkem Ctytikrat
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4. Vysledky

4.1 Priprava des[B23-B30]oktapeptidu insulinu (DOI)

4.1.1 lzolace a ¢iSténi DOI gelovou chromatografii
Ze sedimentu byl des[B23-B30]oktapeptid insulinu separovan pomoci gelové

chromatografie za pouziti kolony Sephadex G-50 (rozméry 100 x 7 cm), pumpy miniPuls 3
firmy Gilson a automatického kolektoru firmy Waters. Eluce probihala za pfitomnosti 10%
kyseliny octové. Absorbance byla méfena spektrofotometrem pii vinové délce 280 nebo

276 nm. Vytézek des[B23-B30]oktapeptidu insulinu byl 65 %.
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Obr. 14 | Mefeni absorbance jednotlivych frakci po gelové chromatografii. Frakce
obsahujici DOI jsou vyznaceny cCervené. Tyto frakce byly spojeny a zlyofilizovéany.

Vyhodnoceni dat probihalo v programu OriginPro®.
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Obr. 15 | Hmotnostni spektrum des[B23-B30]oktapeptidu insulinu (DOI). Teoreticka
hmotnost DOI je 4862,178. Experimentalné zjisténa hmotnost je 4862,196.

4.2 Syntéza linearnich peptidi na pevné fazi
Byly ptipraveny 4 peptidy se zaménénymi aminokyselinami v pozicich B26-B30
a C-koncovou karboxyamidaci (Tab.5). VSechny peptidy byly izolovany
RP-HPLC preparativni kolonou Nucleosil C18. Cistota produktil byla kontrolovana
analytickym RP-HPLC s kolonou Nucleosil C18. Cistota viech peptidii pfesahovala 90 %.

Jejich hmotnost byla ur¢ena hmotnostni spektrometrii v ESI pozitivnim iontovém modu.

Tab. 5 | Seznam syntetizovanich peptidi na pfistroji Spyder Mark II, jejich vytézky

a charakterizace hmotnostni spektrometrii.

Peptid (Pac) [MHeor [MH']exp  Vytézek [%]
1. GFFHypTPK(Pac)T-NH,  1027,17 1027,60 81,5
2. GFFHypTHypK(Pac)T-NH, 1043,17  1043,50 79,35
3. GFFYPK(Pac)TG-NH; 1033,18  1033,60 60
4. GFFYPK(Pac)TGG-NH; 1089,53  1090,53 20
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Obr. 16 | Preparativni RP-HPLC peptidu 1 (GFFHypTPK(Pac)T-NH). Peptid 1 byl

eluovan v Case 22,370 min. Absorbance byla métena pfi vinové délce 218 nm.

2686ES 174 (3.229) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 1x3.00); Sm (Mn, 1x3.00); Cm (174:185-(44:63+29:43)) TOF MS ES+
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Obr. 17 | Hmotnostni spektrum peptidu 1 (GFFHypTPK(Pac)T-NH2). Teoreticka
molekulova hmotnost je 1027,17. Naméfend hmotnost je 1027,60. Hmotnost 1049,6

odpovida peptidu 1 s jednim atomem sodiku.
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Obr. 18 | Chromatogram zachycujici eluci peptidu 2 (GFFHypTHypK(Pac)T-NHy) v ¢ase

21,179 min. Byla méfena absorbance pii vinové délce 218 nm.

2449ES 230 (4.268) AM (Cen.2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 1x3.00); Sm (Mn, 1x3.00); Cm (230:247-(167:180+56:70)) TOF MS ES+
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Obr. 19 | Hmotnostni spektrum peptidu 2 (GFFHypTHypK(Pac)T-NH.). Teoreticka
hmotnost je 1043,17. Namétena hmotnost peptidu je 1043,50. Signdl o hmotnosti 1065,50

odpovida peptidu 2 s jednim atomem sodiku.
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Obr. 20 | Preparace peptidu 3 (GFFYPK(Pac)TG-NH2) preparativnim RP-HPLC. Eluce

probihala v ¢ase 23,046 min pii métfeni absorbance pti vinové délce 218 nm.
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Obr. 21 | Hmotnostni spektrum peptidu 3 (GFFYPK(Pac)TG-NHz). Teoreticka relativni
hmotnost peptidu je 1033,18, experimentalni hmotnost je 1033,60. Pik o hmotnosti 1055,5

odpovida peptidu 3 s jednim atomem sodiku.
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Obr. 22 | Chromatogram zachycujici eluci peptidu 4 (GFFYPK(Pac)TGG-NH2) v case

27,636 min. Byla méfena absorbance pii vinové délce 218 nm.

071117servisHR_3+ #59-63 RT: 1.65-1.76 AV: 5 NL: 1.12E7
T: FTMS + p ESI Full ms [350.00-2000.00]
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Obr. 23 | Hmotnostni spektrum peptidu 4 (GFFYPK(Pac)TGG-NH>). Teoreticka relativni
molekulova hmotnost je 1089,53. Pik o hmotnosti 1090,53 odpovida peptidu 4 s atomem

vodiku.
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4.2 Enzymaticka semisyntéza
Enzymatickd semisyntéza probihala za katalyzy TPCK-trypsinu v prostiedi 55%

DMF a pH optima trypsinu tak, jak je popsano v kapitole 3.6. Jednotlivé semisyntézy
probihali 5-30 hod, pii laboratorni teploté, nebo pfi teplot¢ 37 °C. Prabéh reakce byl
monitorovan analytickym RP-HPLC za pouziti kolony Nucleosil C18. Separace produktu,
DOI a peptidu byla provedena semipreparativnim RP-HPLC s kolonou Nucleosil C18.
Vysledny produkt byl z reakéni smési izolovan a zlyofylizovan. Hmotnost produktu byla
ur¢ena hmotnostni spektrometrii v ESI pozitivnim iontovém moddu. Vytézky jsou

vztazeny vzhledem k DOI. Vysledky semisyntéz jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6 | Vytézky semisyntéz jednotlivych insulinovych analogl, jejich teoretické,

a experimentaln¢ uréené hmotnosti. Zkratka n.d. — z angl. non determined — neuréeno.

Analog Doba ok
_ reakce o

(DOI-peptid(Pac)) [MH"Jteor [MHJexp [hod] %]
1. DOI-GFFHypTPK(Pac)T-NH; 5870,688 n.d. 23,5 12,6
2. DOI-GFFHypTHypK(Pac)T-NH,  5886,678  5886,560 55 4.8
3. DOI-GFFYPK(Pac)TG-NH> 5876,68 5876,69 55 16,4
4. DOI-GFFYPK(Pac)TGG-NH2 5933,69 5933,72 6,5 20,2
™M

2.0+ 5 N

1.5+

‘;31.0—
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Obr. 24 | Chromatogram semipreparativni RP-HPCL reakéni smési po semisyntéze.
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Elu¢ni vrchol 1 obsahoval peptid 1, elu¢ni vrchol 2 obsahoval DOI, elu¢ni vrchol 3

obsahoval insulinovy analog 3. Byla méfena absorbance pfi vinové délce 218 nm.
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40
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Obr. 25 | Chromatogram zachycujici separaci reak¢éni smési semipreparativnim RP-HPLC.

Elu¢ni vrchol 1 obsahoval peptid 2, eluéni vrchol 2 obsahoval DOI, eluéni vrchol 3

obsahoval insulinovy analog 2 s ¢asem eluce 25,170 min. Hmotnostni spektrum potvrzuje

vznik produktu. Byla métena absorbance pii vinové délce 218 nm.
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Obr. 26 | Hmotnostni spektrum insulinového analogu 2 (DOI-GFFHypTHypK(Pac)T-

NH>). Teoretické molekulovd hmotnost je 5886,678, naméfena experimentalni hmotnost

je 5886,560.
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Obr. 27 | Chromatogram zachycujici separaci reak¢éni smési semipreparativnim RP-HPLC.
Elu¢ni vrchol 1 obsahoval peptid 3, elu¢ni vrchol 2 obsahoval DOI, elu¢ni vrchol 3
obsahoval insulinovy analog 3 s ¢asem eluce 28,317 min, jehoz hmotnost byla nasledn¢

potvrzena hmotnostni spektrometrii.
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Obr. 28 | Hmotnostni spektrum insulinového analogu 3 (DOI-GFFYPK(Pac)TG-NH>).

Teoreticka hmotnost analogu je 5876,68, experimentalni hmotnost je 5876,69.
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Obr. 29 | Chromatogram zachycujici separaci reak¢éni smési semipreparativnim RP-HPLC.
Eluéni vrchol 1 obsahoval peptid 4, elu¢ni vrchol 2 obsahovala DOI, elu¢ni vrchol 3
obsahovala insulinovy analog 4 s ¢asem eluce 28,667 min, jehoz hmotnost byla nasledn¢

potvrzena hmotnostni spektrometrii.
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Obr. 30 | Hmotnostni spektrum potvrzujici vznik insulinového analogu 4. Teoreticka

hmotnost analogu je 5933,69, experimentalni hmotnost je 5933,72.
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4.3 Odstranéni fenylacetylové skupiny

Fenylacetyova skupina (Pac) chrani e&-aminoskupinu lysinu a zabrafiuje nechténym

reakcim této skupiny S dalSimi latkami ve smési. D4 se jednodusSe odstranit pomoci

penicilin amidohydrolasy (PA).

Reakce probihala dle postupu v kapitole 3.7. Reakce probihala 6-48 hod

za laboratorni teploty, nebo za teploty 37 °C. Prub¢h reakce byl sledovan analytickym

RP-HPLC. Kone¢ny a nezreagovany produkt byly separovany semipreparativnim

RP-HPLC. Jejich hmotnost byla ur€ena hmotnostni spektrometrii v ESI pozitivnim

iontovém modu. Experimentalni hmotnosti a vytézky, které jsou vztazeny k pocateCnimu

latkovému mnozstvi nezreagovaného produktu, jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7 | Teoretické a experimentalné zjisténé hmotnosti odchranénych insulinovych

analogt a jejich vytézky.

Doba

g(r]:I:Ziny produkt) [(MH Jir [MH Jew rﬁ? (l)(g]e V%Zﬁek
1. DOI-GFFHypTPKT-NH: 5752,648 5752,658 21 54
2. DOI-GFFHypTHypKT-NH2  5768,638 5768,652 6 73
3. DOI-GFFYPKTG-NH: 5758,64 5758,66 24 15
4. DOI-GFFYPKTGG-NH:2 5815,65 5815,68 48 8
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Obr. 31 | Chromatogram semipreparativni RP-HPLC reakéni smési po odstranéni

fenylacetylové skupiny insulinového analogu 1 (DOI-GFFHYpTPKT-NH>).

produktu nastala v ¢ase 21,790 min. Byla méfena absorbance pii 218 nm.

Eluce
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Obr. 32 | Hmotnostni spektrum koneéného odchranéného insulinového analogu 1 (DOI-

GFFHypTPKT-NHz). Teoreticka hmotnost je 5752,648, experimentaln¢ uréena hmotnost

je 5752,658.
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Obr. 33 | RP-HPLC semipreparace reakéni smési insulinového analogu 2 (DOI-

GFFHypTHYpKT-NH). Odchranény produkt eluoval v ¢ase 21,336 min. Byla méfena

absorbance pii 218 nm.
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Obr. 34 | Hmotnostni spektrum insulinového analogu 2 (DOI-GFFHypTHypKT-NH>).
Teoreticka hmotnost je 5768,638; experimentalné ur¢ena hmotnost je 5768,652.
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Obr. 35 | RP-HPLC chromatogram zachycujici separaci produktu zreakéni smési
po odchranéni insulinového analogu 3 (DOI-GFFYPKTG-NH2). Byly sbirané 4 frakce
S vyznacenymi retenénimi casy. Byla méfend absorbance pii 218 nm. Hmotnostni

spektrometrie potvrdila vznik produktu s eluénim vrcholem v ¢ase 23,707 min.
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Obr. 36 | Hmotnostni spektrum odchranéného insulinového analogu 3 (DOI-GFFYPKTG-
NH>). Teoretickd hmotnost je 5758,64, experimentalni hmotnost je 5758,66.
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Obr. 37 | RP-HPLC chromatogram zachycujici separaci produktu z reakéni smési po
odchranéni insulinového analogu 4 (DOI-GFFYPKTGG-NH.). Byla méfena absorbance

pii 218 nm. Hmotnostni spektrometrie potvrdila vznik produktu s eluci v ¢ase 22,680 min.
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Obr. 38 | Hmotnostni ~ spektrum  odchranéného insulinového analogu 4 (DOI-

GFFYPKTGG-NHy). Teoreticka hmotnost je 5815,65, experimentalni hodnota je 5815,68.
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4.4 Testovani vazebné afinity vii¢i obéma isoformam IR
in vitro

Testovani vazebnych afinit probihalo jako kompetice insulinového analogu
s radioaktivné znadenym lidskym insulinem (}®1-TyrAl4-HI) o vazebné misto na
insulinovém receptoru.

Pro testovani vuci IR-A byla pouzitda buné¢na linie lidskych lymfocyta IM-9
exprimujicich vyhradné tyto receptory. Pro testovani vii¢i IR-B byla pouzita bunécna linie
mySich embryonalnich fibroblasti S blokovanou expresi genti pro mysi IGF-1R
a transfekovana lidskym IR-B (R/IR-B).

Méieni afinity kazdého analogu probihalo celkem tfikrat, méieni afinity lidského
insulinu probihalo celkem c&tytikrat (Obr. 39, str. 60; Obr. 40, str.61). Z vysledka
vyhodnocenych programem GraphPad Prism 5.0 byla vypocitana hodnota disocia¢ni
konstanty K¢ (nM); nasledné byla uréena hodnota relativnich vazebnych afinit (%)
vztazenych k vazebné afinité lidského insulinu k IR (100 %). Hodnota relativni vazebné
afinity (%) byla vypocitana nasledovné: [Kq lidsky insulin / Kq analog] x 100.

Zaména tyrosinu za hydroxyprolin v pozici B26 (analog 1) zpusobila snizeni
vazebnych afinit vi¢i obéma isoformam IR. Zameéna dvou pozic — hydroxyprolinu
Vv pozicich B26 a B28 (analog 2) sniZila vazebnou afinitu vi¢i obéma isoformam na
polovinu. Naopak, pozitivné ptisobi zimeéna threoninu v pozici B27 za prolin a threoninu
v pozici B30 za glycin s amidaci C-konce (analog 3) a prodlouzeni fetézce o dalsi glycin s
karboxyamidaci v pozici B31 (analog 4). Tyto analogy nejenze vykazuji zvySenou
vazebnou afinitu vic¢i IR-A a IR-B (analog 4), také ale vykazuji selektivitu vic¢i obéma

isoformam IR-A a IR-B.
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Tab. 8 | Hodnoty disociac¢nich konstant (Kq¢) jednotlivych analogii zmétené vici obéma
isoformam insulinového receptoru a hodnoty relativnich vazebnych afinit (%) jednotlivych
insulinovych analogi. Hodnoty K¢ byly ziskané ztii nezavislych méfeni,
a proto maji tvar stfedni hodnoty = SD (z angl. standard deviation, smérodatna odchylka).
Hodnota Kq pro lidsky insulin byla ziskana celkem ze ¢tyf nezavislych méfeni. Hodnota
relativnich vazebnych afinit byla vypocétena nasledovné: [Kq lidsky insulin / Kq analog] x
100. M¢éieni pro IR-A probihalo na bunécné linii lidskych lymfocytd IM-9, pro méteni
vaci IR-B byla pouzitd buné¢na linie mySich embryonalnich fibroblastti s blokovanou

expresi gentl pro mysi IGF-1R a transfekovana lidskym IR-B (R/IR-B).

IR-A IR-B
Kg £ SD Afinita Kg+ SD Afinita
Analog [nM] (%] [nM] (%]
| DOI-GFFYTPKT 0,349 + 0,045 100 0,407 £ 0,047 100

DOI-GFFHypTPKT-NHz 3,763 + 1,283 121 |3,853+0295| 12,9
DOI-GFFHYpTHYpKT-NH2 | 1,045 + 0,298 436 |0981+0,471 | 537
DOI-GFFYPKTG-NH; 0,676 + 0,184 674 | 0496+0,198 | 100

> wonv o= I

DOI-GFFYPKTGG-NH: 0,255 + 0,054 136,9 0,249 £ 0,021 | 163,5
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Obr. 39 | Vazebné kfivky insulinovych analogi zméfené vii¢i IR-A. Cerné — lidsky insulin
(HI). Analog 1 — [HypB26]insulin-NH>; analog 2 — [HypB26,B28]insulin-NH>; analog 3 —
[ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30]insulin-NH3; analog 4 — [ProB27,LysB28,ThrB29,Gly
B30,GlyB31]insulin-NHo.
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Obr. 40 | Vazebné kiivky insulinovych analogii zmétené vuc¢i IR-B, z kterych byla
odectena hodnota Kg. Cerné — lidsky insulin. Analog 1 — [HypB26]insulin-NHz; analog 2 —
[HypB26,B28]insulin-NH>; analog 3 — [ProB27,LysB28, ThrB29,GlyB30]insulin-NH>;
analog 4 — [ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30,GlyB31]insulin-NHo.

4.5 Metodika studia signalizace IR analogy
a studium signalnich odpovédi
Pro studium aktivace byly pouzité mysi embryonalni fibroblasty s vyfazenym

IGF-1 genem a vloZzenymi lidskymi geny pro IR-A (bunééna linie R7/IR-A), IR-B
(R/IR-B). Byly pouzité analogy, HI a IGF-1 o koncentraci 10°M (10 nM). Doba samotné
stimulace byla 10 min a reakce byla zastavena vakuovym odsatim média a politim desticky
tekutym dusikem.

Kontrola stejné nandsky vzorkii pro SDS-PAGE byla detekovana protilatkou
méfenou proti aktinu. Jak z Obr. 41 na str. 62 plyne, hodnoty s nizkou SD ukazuji na stejné
hodnoty chemiluminiscenénich signalu, které se pohybuji v rozmezi kolem 2 x 10°.

Byla sledovana mira autofosforylace receptorti a fosforylace proteinu Akt patficiho
k signaliza¢ni kaskadé IR. Schopnost jednotlivych analogti aktivovat receptory odpovida
zhruba jejich vazebnym afinitam. Analog 1 ([HypB26]insulin-NH.) zpisobil nizkou
autofosforylaci obou receptor a Akt signaliza¢ni kaskady. Analog 2 ([HypB26,B28]-
insulin-NH2) zptsobuje autofosforylaci a fosforylaci Akt kaskady ptimétené odpovidajici
jeho vazebné afinité vici obéma isoformam IR. Analogy 3 a 4 maji autofosforylaci
primérné odpovidajici autofosforylaci HI vii¢i obéma isoformam IR a efektivné spousti
fosforylaci Akt signaliza¢ni kaskaddy obou isoforem IR, u kazdého vSak trochu jinak. Je
potieba pocitat s velkou smérodatnou odchylkou. Pro srovnani byl k signaliza¢nim studiim

ptidan IGF-1, ktery ma hodnotu vazebné afinity vici IR cca. 1 %. Z toho je mozné usoudit,
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7e nenastava specificka vazba IGF-1 na IR, ktera by spoustéla nezadouci proliferaci bunék
(Obr. 42, str. 63).

Mnozstvi nanasky detekované aktinem  MnoZstvi nanasky detekované aktinem

IR-A IR-B
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Legenda:

mm [HypB26]insulin-NH,
[HypB26,B28]insulin-NH,
[ProB27,LysB28, ThrB29,GlyB30]insulin-NH,
mm [ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30,GlyB31]insulin-NH,
mm IGFA1
B HI - Lidsky insulin

Obr. 41 | Kontrola stejné nanasky pro SDS-PAGE. Jsou vidét pfiblizné stejné hodnoty
intenzity signalu vSech nanaSenych vzorkt. Kontrola byla provedena samostatné, u IR-A
a IR-B. Hodnota intenzity chemiluminiscenéniho signalu je vyjadiend graficky v podobé

sloupcovych graft jako hodnota + SD.
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Obr. 42 | Aktivace receptorti IR-A a IR-B. Je vidét troven fosforylace pTyr1162/1163
Vv intracelularni ¢asti B-podjednotky IR-A/IR-B a pAkt metabolické drahy po stimulaci
insulinovymi analogy, IGF-1 a HI. Koncentrace insulinovych analogu, IGF-1 a HI byly
108M (10 nM). Legenda pod grafy zobrazuje strukturu insulinovych analogti. Relativni
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stupen fosforylace je vyjadien vzhledem k ptirozenému ligandu, tedy lidskému insulinu,

a graficky je znazornén v podob¢ sloupcovych grafii jako hodnota + SD.
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5 Diskuse

Vyzkum névrhu a syntézy nové generace insulinovych analogt se poslednich mélo
let zaméfuje na vyvoj novych receptorové selektivnich insulinovych analogt, s rozdilnou
vazebnou afinitou vi¢i obéma isoformam IR-A/IR-B. Vyzkum téchto analogi zacal v roce
2011, kdy dvé védecké skupiny firmy Novo Nordisk publikovaly analogy, které vykazuji
zvy$enou selektivitu bud’ vii¢i IR-A nebo IR-B82%,

Alternativnim sestiihem IR vznikaji dvé¢ isoformy IR (IR-A a IR-B). Ob¢ isoformy
se vyznacuji specifickou tkanovou expresi. Isoforma IR-B je zodpovédnd hlavné za
metabolické efekty a nachazi se pfedev§im na hepatocytech (>90%), v kosternim svalstvu
(~70%) a podkoznim tuku (~70%). Isoforma IR-A ma piedev§im mitogenni efekt
a nachazi se v mozku, slezing, embryonalni tkani a rakovinnych buiikach. Primarni tlohou
insulinu ve svalové a tukové tkani je aktivace GLUT4 vack, které funguji jako transportni
pfenaSe¢ vychytavajici glukosu z krevniho fecisté. Hepatocyty ale obsahuji zejména
GLUT?2 transportéry, které nejsou regulované insulinem. Ulohou insulinu v hepatocytech
je inhibice enzymi glukoneogeneze a glykogenolyzy, ¢imz se snizuje hladina glukosy
v krvi, respektive se dale nezvySuje. Po subkutdnnim podani insulinu vznikd problém
sregulaci  glukosy, protoze primarn¢ nedochazi kinhibici  glukoneogeneze
a glykogenolyzy, ale dochazi k aktivaci GLUT4 transportéru ve svalové a tukové tkani®.

DalSim problémem zejména diabetikt II. typu byla hyperinsulinémie, kterou trpi
vétSina z nich a kterd muZe byt zvySovana dal§im podavanim insulinu. Vysoké hladiny
insulinu mohou zpiisobit zvySenou vazbu na isoformu IR-A a také na IGF-1R, které mohou
dale zpiisobovat nezadouci proliferaci a diferenciaci bunék. Pfima souvislost mezi
diabetem II. typu a rakovinnym bujenim byla uz prokdzana v mnoha studiich?.
Také existuji spekulace v souvislosti s insulinovymi analogy a vznikem rakoviny?®.

To je divod, pro¢ se dnesni vyzkum zaméfuje na syntézu novych, receptoroveé
selektivnich IR-A/IR-B insulinovych analogii. Analogy, které by mély potlacenou vazbu
na IR-A (pfipadné 1 na IGF-1R) a naopak zvySenou afinitu k IR-B by mohly byt
povazovany za ,.bezpecné* zvlasté pro diabetiky II. typu, jeZ si museji aplikovat insulin.

V roce 2010 byl publikovéan &lanek o predikovani aktivni formy insulinu®’. Insulin
pfed navazanim na svij receptor musi projit konformacni zménou a piejit do tzv. aktivni
C-konec fetézce B, tak i jiné ¢asti molekuly insulinu mohly pfimo interagovat s IR (B26

ohyb). V dnesni dobé se zkousi n¢kolik zpisobu, jak stabilizovat odklon C-konce
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fetézce B do ,,preaktivni formy*, jako je napt. fixace fetézce B pomoci cystinového,
nebotriazolového miistku®. Od prvni uréeni prvni krystalové struktury insulinu
s insulinovym receptorem V roce 2013 (cit.?) se zacalo snavrhem a syntézou novych
insulinovych analogt, kter¢ by mély zajimavé farmakokinetické vlastnosti a byly by
zajimavé pro klinickou praxi. Po této prvni strukturni praci dochazelo ke zptesnovani
interakce insulinu s IR jak daldimi krystalografickymi studiemi®?, nebo v soucasné dobé
moderni Kryo-elektronovou mikroskopii (kryo-EM)®.

Tato bakalaiska prace se zaméiila na syntézu novych insulinovych
analogi modifikacemi na C-konci fetézce B. Cilem téchto zamén byla (i) snaha o
napodobeni aktivni struktury insulinu vnesenim aminokyseliny umoznujici zménu
konformace hlavniho fetézce C-konce fetézce B, (ii) pfiprava takovych analogi, které by
mély co nejvice rozlisnou afinitu vici IR-A a IR-B ve prospéch IR-B. Pro modifikace jsme
zvolili zaménu aminokyselin v pozicich B26-B30 za hydroxyprolin, ktery ma stejn¢ jako
prolin schopnost ovlivnit konformaci hlavniho fetézce a amidaci C-konce fetézce B,
0 které se vi, ze zlepsuje afinitu vuci IR-B.

Ptiprava DOI probéhla s vytézkem 65 %. Po nedostate¢ném Stépeni trypsinem bylo
pfidano dal$i mnozstvi trypsinu, ¢imz se dosdhlo vétsiho vytézku. Cilem bylo zejména
roz$tépit veskery insulin, ktery by mohl pozdé¢ji interferovat pii CiSténi na gelové
chromatografii. Nejvétsi ztraty produktu nastaly hlavné pii ¢isténi gelovou chromatografii,
pfesto je tento vytézek postacujici.

Byly pfipraveny 4 nové insulinové analogy zaménou v pozicich B26-B30 s amidaci
na C-konci (kap. 4.3). Vytézky jednotlivych syntetickych peptidi po purifikaci se
pohybovaly od 20-80 % (Tab. 5, str. 45). Peptid 4 (GFFYPK(Pac)TGG-NH2) m¢l vytézek
jen 20 % oproti ostatnim peptidiim, coz bylo pravdépodobné zpuisobeno syntetizovanou
sekvenci. Peptidy a DOI byly néasledné vyuZity pro enzymatickou semisyntézu. Vytézky se
pohybovaly v rozmezi 5-20 % (Tab. 6, str. 50). Pro vyssi vytézek by musela semisyntéza
probihat za kontinualni teploty 37 °C, pii které byl ale hrozilo vétsi riziko vzniku
vedlejSich produktd. Pokud by vytézek reakce nebyl dostacujici, je zde mozZnost
semisyntézu opakovat a poté spojit vysledné produkty. Odstranéni fenylacetylové skupiny
probihalo pfi laboratorni teploté, nebo pii teploté 37 °C po dobu 6-48 hod s vytézkem
8-54 % (Tab. 7, str. 54). Insulinovy analog 4 se odchranoval cca. 48 hod, za pfidani asi 7
mg PA. Na rozdil od ostatnich analogtli, kde byl vysledkem ochranéni lysinu vzdy jeden

produkt, deprotekce insulinového analogu 3 probihalo za vzniku dvou dalSich,
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blize nespecifikovanych produktii.

Nasledné byly vSechny insulinové analogy testované vici obéma isoformam IR,
IR-A a IR-B (Tab. 8, str. 59). Analog 1 ([HypB26]insulin-NH2) vykazuje téméf stejnou
vazebnou afinitu pro oba receptory s pomérem 1,06 ve prospéch IR-B. Vazebné afinity
jsou nizké, 12 % v porovnanim s lidskym insulinem. Analog se stejnou zaménou, ale
zkraceny o 4 aminokyseliny [HypB26,desB27-B30]-insulin-NHz ma 4-8 vyssi afinitu nez
lidsky insulin na ob¢ isoformy HI (nepublikované vysledky). Zda se tedy, Zze zatimco ve
zkraceném analogu zameéna za hydroxyprolin zpiisobila jednak zvySenou afinitu jednak
pomérné vyraznou selektivitu, u pln¢ dlouhé verze tohoto analogu doslo k vyraznému
snizeni obou téchto vlastnosti. Je to tedy pravdépodobné zplsobeno tim, ze zména
konformace zplisobena zavedenim hydroxyprolinu do hlavniho fetézce sto¢i zbylé 4
aminokyseliny do pozice neptiznivé pro interakci analogu s IR.

V analogu 2 ([HypB26,B28]insulin-NH>) byl zaménén jak tyrosin v pozici B26, tak
prolin v pozici B28 za hydroxyprolin. Zaména prolinu v pozici B28 za hydroxyprolin méla
pozitivni vliv a ¢astecné zvysila afinitu oproti analogu 1 a mé polovi¢né snizenou afinitu
vuci HI. Pomér afinit €inil 1,23 ve prospéch IR-B. Pozitivné v tomto misté zfejmé plsobi
hydroxyskupina hydroxyprolinu v pozici B28, ktera nekovalentnimi interakcemi muze
tvofit vazby s receptorem. Faktorem, ktery snizuje afinitu kIR, zistava
hydroxyprolin v pozici B26, ktery zptisobuje konformacni zmény nepiiznivé pro interakci
S receptorem.

Analog 3 ([ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30]insulin-NHz) vykazuje snizenou
afinitu vici IR-A, u IR-B je vazebna afinita srovnatelnd s HI. Pozitivni je pomér afinit
¢inici hodnotu téméf 1,5 ve prospéch IR-B. Delece threoninu v pozici B27 zptisobila posun
prolinu puvodné v pozici B28 do pozice B27. Zda se, ze tato modifikace nema tak sniZujici
efekt na afinitu jako prolin nebo hydroxyprolin v pozici B26. Amidace C-konce fetézce B
u takto modifikovaného analogu také nema velky vliv na afinitu.

Oproti  analogu 3 mé& posledni analog ze  série, analog 4
([ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30,GlyB31]insulin-NHz), vyssi afinitu na obé dvé
isoformy IR, takZe se zd4, Ze prodlouzeni C-konce fetézce B o jednu aminokyselinu a jeji
amidace ma urcité pozitivni vliv na vazebnou afinitu. Pomér afinit je 1,2 ve prospéch
IR-B.

Studium signalizace IR a analogl v této praci je v kvantitativném porovnani

s vysledkem vazebnych testl téchto analogii. Byla sledovéana celkové fosforylace receptoru
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a fosforylace proteinu Akt, ktery predstavuje metabolickou ¢ast kaskady (Obr. 42, str. 63).
Analog 1 je ve shod¢ ve srovnani s vysledky vazebnych testi. Zptisobuje snizenou

fosforylaci celkového receptoru a metabolické kaskady nez HI. Maly rozdil ve vazebnych

afinitach mezi receptory je vidét i v signalni odpovédi u Akt metabolické kaskady.

Analog 2 kvantitativné odpovida velikosti fosforylace celkového receptoru oproti
HI. Ma témér poloviéni hodnoty a u IR-B spousti dokonce silnéjsi signalni odpoveéd’
v metabolické kaskadé, nez je tomu u IR-A, i kdyZ vysledek neni signifikantni.

Vysledky z fosforylace analogti 3 a 4 jsou také srovnatelné s vysledkem vazebnych
testd. Oba dva maji schopnost fosforylace pTyr 1162/1163 i pAkt srovnatelnou s HI na
obou dvou isoformach IR s vyjimkou analogu 4 pii fosforylace pAkt, kde se schopnost
fosforylace analogem 4 jevi niz§i. Kontrola mnozstvi nandsky byla kontrolovana
a detekovana protilatkou proti aktinu. Na Obr. 41, str. 62 je vidét mnozstvi zméfeného
chemiluminiscen¢niho signalu, ktery se pohybuje u kazdého analogu kolem hodnoty
2 x 108, Z toho je mozné usuzovat stejné mnozstvi nanasky v kazdé jamce pfi SDS-PAGE.

Pii slozitosti vazby insulinu na jeho receptor, jehoZ struktura v komplexu dosud
nebyla plné¢ objasnéna, je velmi obtizné designovat strukturu, o které bychom
predpokladali, ze bude mit kyZené vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze se ob¢ isoformy IR 1isi
pouze 0 12 aminokyselin, je velmi obtizné predikovat celkovou interakci insulinu nebo
jeho analogu s receptorem. V této praci jsme uplatnili poznatky z ptedchoziho vyzkumu ve
snaze dale jesté odliSit schopnost vazby na IR-A a IR-B a vytvofit tak selektivni analogy
insulinu. Zjistili jsme, Ze vneseni hydroxyprolinu do pozice B26 u pln€ dlouhého analogu
insulinu ma negativni vliv na interakci s receptorem, kdezto delece ThrB26 a posun prolinu
na pozici B27 tuto interakci nijak neovliviiuje. Opét se nam potvrdilo, Ze prodlouzeni
C-konce fetézce B a jeho amidace mé pozitivni vliv na selektivitu vii¢i isoformé IR-B.

Zavérem lze fici, Ze analogy uvefejnéné v této praci nam prinesly dalsi informace
tykajici se navrhu receptorové selektivnich analogl insulinu a vysledky budou uplatnény
urcit strukturu v komplexu s IR bud’ rentgenostrukturni nebo kryo-EM analyzou. Takovato
data by urcité pfispela k navrhu novych, receptorové selektivnich IR-A/IR-B insulinovych

analogu.
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6 Zavér

V této studii se podafilo pripravit nové IR-A/IR-B insulinové analogy. Tfi z nich
dokonce vykazuji ur¢itou receptorovou selektivitu. Ukazalo se, Zze vlozeni prolinu nebo
hydroxyprolinu do pozic B26-B30 ovlivnilo malo receptorovou selektivitu na rozdil od
amidace glycinu v pozici B30, pfipadné prodlouzeni fetézce o dalsi glycin. Analog
[ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30]insulin-NH: vykazuje nejvyssi selektivitu s pomérem
afinit 1,5 vuci IR-B, diky kombinaci prolinu v pozici B27 a amidace glycinu na C-konci
fetézce B. Analog [ProB27,LysB28,ThrB29,GlyB30,GlyB31]insulin-NH2 vykazuje
zvySenou vazebnou afinitu vici obéma isoformam IR-A a IR-B, ale pomér afinit je pouze
1,2 ve prospéchu IR-B. Vyssi vazebnou afinitu zptsobuje prodlouzeni fetézce o jednu
aminokyselinu, coz je v souladu s nasimi pifedchozimi vysledky.
s IR n¢&jakou z metod urceni 3D struktury, jako je rentgenostrukturni analyza nebo
kryo-EM. Spolu s témito informacemi o struktufe to muze mit vliv na budouci navrh

novych, lepsich, receptorove selektivnich IR-A/IR-B insulinovych analogt.

69



7 Zdroje

1)
(2)
(3)
(4)
()

(6)

()
(8)

©)

(10)

(11)

(12)
(13)
(14)

(15)

(16)

Bliss, M. Diabetes Care 1993, 16 (3), str. 4-7.

Paulose, K. P. J. Assoc. Physicians India 1999, 47 (2), 255.
Rosenfeld, L. Clin. Chem. 2002, 48 (12), str. 2270-2288.
Sanger, F. Science 1959, 129 (3359), str. 1340-1344.

Keen, H.; Pickup, J. C.; Bilous, R. W.; Glynne, A.; Viberti, G. C.; Jarrett, R. J,;
Marsden, R. Lancet 1980, 316 (8191), str. 398-401.

Garg, S. K.; Carmain, J. A.; Braddy, K. C.; Anderson, J. H.; Vignati, L.; Jennings,
M. K.; Chase, H. P. Diabet. Med. 1996, 13 (1), str. 47-52.

Hirsch, I. N. Engl. Med. 2005, 352 (2), str. 174-183.

Derewenda, U.; Derewenda, Z.; Dodson, G. G.; Hubbard, R. E.; Korber, F. Br. Med.
Bull. 1989, 45 (1), str. 4-18.

Zakova, L. Nové insulinové analogy modifikované v C-koncové ¢asti B-fetdzce:
Diserta¢ni prace PiF Uk v Praze, katedra biochemie a UOCHB AV CR, Praha,
2004.

Adams, M. J.; Blundell, T. L.; Dodson, E. J.; Dodson, G. G.; Vijayan, M.; Baker, E.
N.; Harding, M. M.; Hodgkin, D. C.; Rimmer, B.; Sheat, S. Nature 1969, 224
(5218), str.491-495.

X. Chang; A. M. M. Jergensen; Bardrum, P.; Led, J. J. 1997, 36 (31), str.
9409-9422.

Suckale, J.; Solimena, M. Trends Endocrinol. Metab. 2010, 21 (10), str. 599-6009.
Ciszak, E.; Smith, G. D. Biochemistry 1994, 33 (6), str. 1512-1517.
Conlon, J. M. Peptides 2001, 22 (7), str. 1183-1193.

Weiss, M. A. v knize Vitamins and hormones; NIH Public Access, 2009; kap. 80,
str. 33-49.

Mccord, J. M. Assessment 1981, 3 (51), str. 1981-1981.

70



(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)
(24)
(25)
(26)
(27)

(28)

(29)
(30)
(31)
(32)

(33)

Markussen, J.; Diers, I.; Hougaard, P.; Langkjaer, L.; Norris, K.; Snel, L.; Sorensen,
A. R.; Sorensen, E.; Voigt, H. O. Protein Eng. 1988, 2 (2), str. 157-166.

Ciszak, E.; Beals, J. M.; Frank, B. H.; Baker, J. C.; Carter, N. D.; Smith, G. D.
Structure 1995, 15 (3), str. 61-65.

Smith, G. D.; Pangborn, W. A.; Blessing, R. H.; IUCr. Acta Crystallogr. Sect. D
Biol. Crystallogr. 2005, 61 (11), str. 1476-1482.

Moller, D. E.; Yokota, A.; Caro, J. F.; Flier, J. S. Mol. Endocrinol. 1989, 3 (8), str.
1263-12609.

Menting, J. G.; Yang, Y.; Chan, S. J.; Phillips, N. B.; Smith, B. J.; Whittaker, J.;
Wickramasinghe, N. P.; Whittaker, L. J.; Pandyarajan, V.; Wan, Z. |.; Yadav, S. P;
Carroll, J. M.; Strokes, N.; Roberts, C. T.; Ismail-Beigi, F.; Milewski, W.; Steiner,
D. F.; Chauhan, V. S.; Ward, C. W.; Weiss, M. A.; Lawrence, M. C. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 2014, 111 (33), str. 3395-3404.

Boucher, J.; Kleinridders, A.; Kahn, C. R. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2014,
6 (1), str. 91-114.

Pollak, M. Nat. Rev. Cancer 2008, 8 (12), str. 915-928.

Belfiore, A.; Malaguarnera, R. Endocr. Relat. Cancer 2011, 18 (4), str. 125-147.
Keen, H. Proc. R. Soc. Med. 1972, 65 (8), str. 742-743.

Suckale, J.; Solimena, M. Front. Biosci. 2008, 13, str. 7156-7171.

Rawdon, B. B.; Andrew, A. Histol. Histopathol. 1993, 8 (3), str. 567-580.

Devaskar, S. U.; Giddings, S. J.; Rajakumar, P. A.; Carnaghi, L. R.; Menon, R. K;
Zahm, D. S. J. Biol. Chem. 1994, 269 (11), str. 8445-8454.

Zakova, L.; Jiraéek, J. Chem. List. 2005, 99 (11), str. 772-781.

Walter, P.; Gilmore, R.; Blobel, G. Cell 1984, 38 (1), str. 5-8.

Steiner, D. F.; Rubenstein, A. H. Science 1997, 277 (5325), str. 531-532.
Farquhar, M. G.; Palade, G. E. J. Cell Biol. 1981, 91 (3), str. 77-103.

Orci, L.; Halban, P.; Perrelet, A.; Amherdt, M.; Ravazzola, M.; Anderson, R. G. J.

71



(34)

(35)
(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)
(47)

(48)

(49)

Cell Biol. 1994, 126 (5), str. 1149-1156.

Docherty, K.; Carroll, R. J.; Steiner, D. F. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1982, 79
(15), str. 4613-4617.

Kemmler, W.; Steiner, D. F.; Borg, J. J. Biol. Chem. 1973, 248 (13), str. 4544-4551.
Dodson, G.; Steiner, D. Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8 (2), str. 189-194.

Ullrich, A.; Shine, J.; Chirgwin, J.; Pictet, R.; Tischer, E.; Rutter, W. J.; Goodman,
H. M. Science 1977, 196 (4296), str. 1313-13109.

Owerbach, D.; Bell, G. I.; Rutter, W. J.; Brown, J. A.; Shows, T. B. Diabetes 1981,
30 (3), str. 267-270.

Bell, G. I.; Gerhardt, D. S.; Fong, N. M.; Sanchez-Pescador, R.; Rall, L. B.
Biochemistry 1985, 82 (19), str. 6450-6454.

Cuatrecasas P., Jacobs S., The Handbook of Experimental Pharmacology; Springer-
Verlag: Berlin, 1990.

Miiller, D.; Baumeister, H.; Buck, F.; Richter, D. Eur. J. Biochem. 1991, 202 (2),
str. 285-292.

Authier, F.; Posner, B. I.; Bergeron, J. J. Clin. Invest. Med. 1996, 19 (3), str. 149-
160.

Roth, R. A.; Mesirow, M. L.; Yokono, K.; Baba, S. Endocr. Res. 1984, 10 (2), str.
101-112.

Duckworth, W. C. Endocr. Rev. 1988, 9 (3), str. 319-345.

Hamel, F. G.; Bennett, R. G.; Duckworth, W. C. Endocrinology 1998, 139 (10), str.
4061-4066.

Rabkin, R.; Ryan, M. P.; Duckworth, W. C. Diabetologia 1984, 27 (3), str. 351-357.
Jochen, A.; Hays, J.; Lee, M. J. Cell. Physiol. 1989, 141 (3), str. 527-534.

Stentz, F. B.; Harris, H. L.; Kitabchi, A. E. Endocrinology 1985, 116 (3), str.
926-934.

Luo, B.; Chan, W. F. N.; Lord, S. J.; Nanji, S. A.; Rajotte, R. V.; Shapiro, A. M. J.;

72



(50)

(51)

(52)

(53)
(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

Anderson, C. C. Scand. J. Immunol. 2007, 65 (1), str. 22-31.

Seta, K. A.; Roth, R. A. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997, 231 (1), str.
167-171.

Levy, J.; Olefsky, J. M. Endocrinology 1987, 120 (2), str. 450-456.

Ebina, Y.; Ellis, L.; Jarnagin, K.; Edery, M.; Graf, L.; Clauser, E.; Ou, J. H.;
Masiarz, F.; Kan, Y. W.; Goldfine, I. D. Cell 1985, 40 (4), str. 747-58.

De Meyts, P.; Whittaker, J. Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1 (10), str. 769-783.
Jiracek, J.; Zakova, L. Front. Endocrinol. (Lausanne). 2017, 8 (6), str. 1-8.

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

McKern, N. M.; Lawrence, M. C.; Streltsov, V. A.; Lou, M.-Z.; Adams, T. E.;
Lovrecz, G. O.; Elleman, T. C.; Richards, K. M.; Bentley, J. D.; Pilling, P. A,;
Hoyne, P. A.; Cartledge, K. A.; Pham, T. M.; Lewis, J. L.; Sankovich, S. E.;
Stoichevska, V.; Da Silva, E.; Robinson, C. P.; Frenkel, M. J.; Sparrow, L. G;
Fernley, R. T.; Epa, V. C.; Ward, C. W. Nature 2006, 443 (7108), 218-221.

Croll, T. I.; Smith, B. J.; Margetts, M. B.; Whittaker, J.; Weiss, M. A.; Ward, C. W.;
Lawrence, M. C. Structure 2016, 24 (3), str. 469-76.

Z4kova, L.; Kazdova, L.; Han&lova, 1.; Protivinska, E.; Sanda, M.; Budé&sinsky, M.;
Jiracek, J. Biochemistry 2008, 47 (21), str. 5858-5868.

De Meyts, P. BioEssays 2004, 26 (12), str. 1351-1362.

Leyer, S.; Leithauser, H. G. M.; |, D. B.; Wollmer, A.; Hocker, H. 1995, 46 (5), str.
397-407.

Hua, Q. Protein Cell 2010, 1 (6), str. 537-551.

Menting, J. G.; Whittaker, J.; Margetts, M. B.; Whittaker, L. J.; Kong, G. K. W;
Smith, B. J.; Watson, C. J.; Zakova, L.; Kletvikova, E.; Jiratek, J.; Chan, S. J.;
Steiner, D. F.; Dodson, G. G.; Brzozowski, A. M.; Weiss, M. A.; Ward, C. W,
Lawrence, M. C. Nature 2013, 493 (7431), str. 241-245.

Whittaker, L.; Hao, C.; Fu, W.; Whittaker, J. Biochemistry 2008, 47 (48), str.

73



(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

12900-12909.
Ward, C. W.; Lawrence, M. C. BioEssays 2009, 31 (4), str. 422-434.

Mynarcik, D. C.; Yu, G. Q.; Whittaker, J. J. Biol. Chem. 1996, 271 (5), str.
2439-2442.

Menting, J. G.; Ward, C. W.; Margetts, M. B.; Lawrence, M. C. Biochemistry 2009,
48 (23), str. 5492-5500.

Huang, K.; Xu, B.; Hu, S.-Q.; Chu, Y.-C.; Hua, Q.; Qu, Y.; Li, B.; Wang, S.; Wang,
R.; Nakagawa, S. H.; Theede, A. M.; Whittaker, J.; De Meyts, P.; Katsoyannis, P.
G.; Weiss, M. A. J. Mol. Biol. 2004, 341 (2), str. 529-550.

Kosinova, L.; Veverka, V.; Novotnd, P.; Collinsova, M.; Urbanova, M.; Moody, N.
R.; Turkenburg, J. P.; Jiracek, J.; Brzozowski, A. M.; Z4kova, L. Biochemistry 2014,
53 (21), str. 3392-3402.

Jiracek, J.; Zakova, L.; Antolikova, E.; Watson, C. J.; Turkenburg, J. P.; Dodson, G.
G.; Brzozowski, A. M. Proc. Natl. Acad. Sci. 2010, 107 (5), str. 1966-1970.

Zakova, L.; Kletvikova, E.; Lepsik, M.; Collinsova, M.; Watson, C. J.; Turkenburg,
J. P.; Jiracek, J.; Brzozowski, A. M. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr.
2014, 70 (10), str. 2765-2774.

Chen, W. J.; Goldstein, J. L.; Brown, M. S. J. Biol. Chem. 1990, 265 (6), str.
3116-3123.

Siddle, K. J. Mol. Endocrinol. 2011, 47 (1), str. 1-10.

Barthel, A.; Schmoll, D.; Unterman, T. G. Trends Endocrinol. Metab. 2005, 16 (4),
str. 183-189.

Siddle, K. Front. Endocrinol. 2012, 3 (2), str. 1-24.

Borgofio, C. A.; Zinman, B. Endocrinol. Metab. Clin. North Am. 2012, 41 (1), str.
1-24,

Bolli, G. B.; Di Marchi, R. D.; Park, G. D.; Pramming, S.; Koivisto, V. A.
Diabetologia 1999, 42 (10), str. 1151-1167.

Zaykov, A. N.; Mayer, J. P.; Dimarchi, R. D. Nat. Rev. Drug Discov. 2016, 15 (6),

74



(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)
(89)

(90)

str. 425-439.

Rosenstock, J.; Schwartz, S. L.; Clark, C. M.; Park, G. D.; Donley, D. W.; Edwards,
M. B. Diabetes Care 2001, 24 (4), str. 631-636.

Havelund, S.; Plum, A.; Ribel, U.; Jonassen, I.; Velund, A.; Markussen, J.;
Kurtzhals, P. Pharm. Res. 2004, 21 (8), str. 1498-1504.

Hirose, T. Diabetol. Int. 2016, 7 (1), str. 16-17.

Varewijck, A. J.; Janssen, J. A. M. J. L. Endocr. Relat. Cancer 2012, 19 (5), str. 63-
75.

Vienberg, S. G.; Bouman, S. D.; Serensen, H.; Stidsen, C. E.; Kjeldsen, T.;
Glendorf, T.; Serensen, A. R.; Olsen, G. S.; Andersen, B.; Nishimura, E. Biochem.
J. 2011, 440 (3), str. 301-308.

Glendorf, T.; Stidsen, C. E.; Norrman, M.; Nishimura, E.; Anders R. Serensen,
Kjeldsen, T. PLoS One 2011, 6 (5), :e20288.

Andersen, M.; Nergaard-Pedersen, D.; Brandt, J.; Pettersson, I.; Slaaby, R. PLoS
One 2017, 12 (6), str. 1-14.

Vikova, J.; Collinsova, M.; Kletvikova, E.; BudsSinsky, M.; Kaplan, V.; Zakova, L.;
Veverka, V.; Hexnerova, R.; Aviio, R. J. T.; Strakova, J.; Selicharova, I.; Vank, V_;
Wright, D. W.; Watson, C. J.; Turkenburg, J. P.; Brzozowski, A. M.; Jiraek, J. Sci.
Rep. 2016, 6 (1), str. 1-12.

Z&kova, L.; Barth, T.; Jira¢ek, J.; Jana Barthova, A.; Zorad, S. Biochemistry 2004,
43 (8), str. 2323-2331.

Jiracek, J.; Zékova, L.; Antolikova, E.; Watson, C. J.; Turkenburg, J. P.; Dodson, G.
G.; Brzozowski, A. M. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2010, 107 (5), str. 1966-70.

Meldal, M.; Tornge, C. W. Chem. Rev. 2008, 108 (8), str. 2952-3015.
Fields, G. B.; Noble, R. L. Int. J. Pept. Protein Res. 1990, 35 (3), str. 161-214.

Scapin, G.; Dandey, V. P.; Zhang, Z.; Prosise, W.; Hruza, A.; Kelly, T.; Mayhood,
T.; Strickland, C.; Potter, C. S.; Carragher, B. Nature 2018, 556 (7699), str.
122-125.

75



Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn€ vedena evidence

vypujcovateli.
‘ Jméno a pfijmeni s adresou ‘ Cislo OP ‘ Datum vypiijceni ‘ Poznamka

76



