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STRESZCZENIE  

Zapotrzebowanie rynku na nowe preparaty, umoŨliwiajŃce lepsze dopasowanie terapii do 

potrzeb indywidualnych pacjent·w jest ogromne. JednŃ z najbardziej konkurencyjnych 

przestrzeni, obok badaŒ onkologicznych, jest diabetologia. Na Ŝwiecie inwestuje siň ogromne 

nakğady na prace badawczo-rozwojowe zwiŃzane z poszukiwaniem nowych lek·w 

przeciwcukrzycowych. Nie dziwi to, jeŨeli wziŃĺ pod uwagň, Ũe na Ŝwiecie choruje na tň 

chorobň 537 mln ludzi i populacja ta drastycznie wzrasta. W Polsce juŨ teraz z cukrzycŃ Ũyje 

prawie 3 mln os·b, z czego prawie jednŃ trzeciŃ stanowiŃ chorzy nieŜwiadomi swej choroby. 

W terapii cukrzycy stosuje siň preparaty farmaceutyczne zawierajŃce insulinň ludzkŃ lub r·Ũne 

jej analogi, czyli biağka o budowie bardzo zbliŨonej do naturalnego hormonu i naŜladujŃce jego 

dziağanie hipoglikemizujŃce. Wyr·Ũnia siň tutaj dwie gğ·wne grupy zwiŃzk·w o nieco 

odmiennym dziağaniu i zastosowaniu terapeutycznym. Analogi szybkodziağajŃce projektuje 

siň w taki spos·b, by zapewniĺ im jak najszybszŃ dostňpnoŜĺ biologicznŃ. PojawiajŃ 

siň w krwioobiegu w przeciŃgu kilku minut od wstrzykniňcia i utrzymujŃ wysokŃ aktywnoŜĺ 

przez 1-2 godziny, po czym sŃ szybko usuwane. Po 4 godzinach od wstrzykniňcia sŃ juŨ 

niewykrywalne w pr·bkach krwi, dlatego teŨ dedykowane sŃ do doraŦnego stosowania po 

posiğku.  

W przypadku analog·w dğugodziağajŃcych, projektantom zaleŨy, by opracowana przez 

nich czŃsteczka symulowağa stağe dostarczanie naturalnie produkowanej w organizmie insuliny 

bazowej. Substancje te sŃ aktywne przez dğugi czas i zapewniajŃ w miarň pğaski profil dziağania. 

Pierwsze efekty ich dziağania obserwowane sŃ po ok. 30-90 minutach, a cağkowity czas 

aktywnoŜci jest bardzo uzaleŨniony od odpowiedzi konkretnego pacjenta i waha 

siň w przedziale 12õ24 h. Koncepcja analog·w dğugodziağajŃcych jest nie tylko ukğonem w 

stronň wygody pacjent·w, kt·rzy dziňki tego typu preparatom mogŃ wydğuŨyĺ przerwy 

pomiňdzy kolejnymi zastrzykami, ale wynika z potrzeby zapobiegania i redukowania 

incydent·w szczeg·lnie niebezpiecznej hipoglikemii nocnej.  

W Polsce, gğ·wnym oŜrodkiem badaŒ nad insulinŃ i analogami, byğ Instytut 

Biotechnologii i Antybiotyk·w (obecnie: Sieĺ Badawcza Ğukasiewicz ï Instytut Chemii 

Przemysğowej imienia Profesora Ignacego MoŜcickiego, Ğ-IChP), w kt·rym zaprojektowano i 

wytworzono metodŃ rekombinacji DNA osiem dğugodziağajŃcych analog·w insuliny. 

Na podstawie przeprowadzonych badaŒ wstňpnych wytypowano do badaŒ przedklinicznych 

dwa z nich, nazwane roboczo SK3R i AKR. Obydwa te analogi posiadajŃ dwa dodatkowe ï w 

stosunku do insuliny ludzkiej ï zasadowe aminokwasy, co czyni je sğabo rozpuszczalnymi w 
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Ŝrodowisku fizjologicznym. Po podaniu podsk·rnym ulegajŃ wytrŃceniu w miejscu 

wstrzykniňcia, tworzŃc mikrodepozyt, z kt·rego aktywna postaĺ analogu uwalnia siň ze stağŃ, 

stosunkowo niskŃ szybkoŜciŃ. Efektem tego jest przedğuŨone dziağanie tych terapeutyk·w. 

Wykazano jednak, Ũe AKR ma jeszcze jednŃ cennŃ, lecz zaskakujŃcŃ wğaŜciwoŜĺ ï jest r·wnieŨ 

analogiem szybkodziağajŃcym, co sugeruje, Ũe teoria mikrodepozyt·w nie wyjaŜnienia w peğni 

mechanizmu ich dziağania.  

Coraz waŨniejszym elementem badaŒ farmaceutyk·w jest analiza produkt·w ich 

biotransformacji. Jedynie nieliczne substancje jej nie ulegajŃ i wydalane sŃ z organizmu w 

niezmienionej postaci. WiňkszoŜĺ substancji pod wpğywem Ŝrodowiska tkanek i pğyn·w 

ustrojowych oraz zawartych w nich enzym·w ulega przeksztağceniu do r·Ũnych produkt·w. 

W przypadku najpowszechniej uŨywanego spoŜr·d komercyjnie dostňpnych analog·w 

dğugodziağajŃcych ï insuliny glarginy ï zjawisko powstawania takich pochodnych zostağo juŨ 

opisane w literaturze. BiorŃc pod uwagň podobieŒstwo strukturalne analog·w AKR i SK3R do 

glarginy, moŨna byğo podejrzewaĺ, Ũe we krwi one r·wnieŨ mogŃ ulec analogicznej przemianie 

do biağek pozbawionych zasadowych aminokwas·w na koŒcu jednego z ğaŒcuch·w 

polipeptydowych. W przypadku tych nowych analog·w niezbňdne jest jednak przeprowadzenie 

szerzej zakrojonych badaŒ, kt·re pozwolŃ zrozumieĺ, jaka jest aktywnoŜĺ biologiczna 

metabolit·w analog·w w por·wnaniu do biağek, z kt·rych powstağy. BiorŃc pod uwagň 

naukowe doniesienia literaturowe, poddajŃce pod dyskusjň kwestiň potencjalnie mutagennych 

wğaŜciwoŜci glarginy (co wielu badaczy ğŃczy z podwyŨszonym w stosunku do insuliny ludzkiej 

powinowactwem tego analogu do zlokalizowanego w bğonie kom·rkowej receptora 

insulinowego (IR)), nie mniej waŨna wydaje siň takŨe weryfikacja potencjalnej mutagennoŜci 

AKR i SK3R oraz ich metabolit·w oraz wpğywu tych substancji na proliferacjň kom·rek.  

W ramach niniejszej pracy wyr·Ũniĺ moŨna trzy gğ·wne zadania badawcze. Pierwszy 

etap prac dotyczyğ opracowania metodyki badania biotransformacji oraz identyfikacji 

powstajŃcych metabolit·w. DrugŃ czňŜĺ badaŒ stanowiğo opracowanie technologii prostego, 

szybkiego i taniego wytwarzania pochodnych analog·w, w miarň moŨliwoŜci z 

wykorzystaniem infrastruktury dostňpnej w Instytucie oraz ğatwo dostňpnych odczynnik·w, co 

miağo umoŨliwiĺ jej sprawne wdroŨenie w Instytucie. W ramach tego etapu zgromadzono 

zestaw metod analitycznych do kontroli przebiegu procesu technologicznego oraz jakoŜci 

produkowanych wzorc·w na etapie wytwarzania i przechowywania. Tutaj takŨe kluczowe byğo 

wykorzystanie nieskomplikowanej aparatury laboratoryjnej, zapewniajŃcej niskie ceny 

jednostkowe prowadzonych rutynowych analiz. CzňŜĺ z tych metod stanowiğa autorskie 

rozwiŃzania, natomiast czňŜĺ musiağa zostaĺ zaczerpniňta z obowiŃzujŃcych norm i 
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standard·w, jako najbardziej wiarygodnych z punktu widzenia instytucji rejestrujŃcych leki o 

podobnej charakterystyce. Trzeci etap prac stanowiğy szeroko zakrojone badania wğaŜciwoŜci 

biologicznych wytworzonych metabolit·w, w ramach kt·rych zmierzono parametry opisujŃce 

interakcje wspomnianych czŃstek z receptorem insulinowym i ich zdolnoŜĺ do fosforylacji tego 

biağka transmembranowego oraz przeŜledzono, jakie kaskady enzymatyczne sŃ w wyniku tego 

oddziağywania uruchamiane, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem szlak·w prowadzŃcych w 

kierunku proliferacji kom·rek. Zmierzono stopieŒ realizacji funkcji metabolicznych, badajŃc 

poziom poboru glukozy do wnňtrza kom·rek w odpowiedzi na obecnoŜĺ poszczeg·lnych 

substancji w medium hodowlanym kom·rek z grupy tkanek insulinozaleŨnych. Wykonano 

takŨe testy mutagennoŜci i wpğywu na proliferacjň kom·rek, kt·re pozwoliğy zweryfikowaĺ 

bezpieczeŒstwo stosowania opracowanych w Instytucie analog·w insuliny i uzupeğniğy 

brakujŃce elementy w dokumentacji badaŒ przedklinicznych przed komercjalizacjŃ 

opracowanych analog·w insuliny. 

WdroŨenie technologii wytwarzania poszczeg·lnych metabolit·w analog·w insuliny (w 

tym metabolit·w insuliny glarginy), jak r·wnieŨ opracowanych lub zoptymalizowanych 

metodyk prowadzenia badaŒ stanowiğo efekt pracy doktorskiej realizowanej w ramach 

programu ĂDoktoraty WdroŨenioweò. Praca ta ma duŨe znaczenie praktyczne i komercyjne dla 

Ğ-IChP, poniewaŨ w literaturze nie ma doniesieŒ o sposobach otrzymywania tego typu 

produkt·w. W  ramach niniejszego doktoratu opracowano i wdroŨono w Ğ-IChP 

nastňpujŃce nowe technologie wytwarzania metabolit·w analog·w insuliny: 

- technologia wytwarzania desB32Arg AKR (metabolitu insuliny AKR, 

powstajŃcego po odciňciu argininy z C-koŒca ğaŒcucha ɓ), 

- technologia wytwarzania desB32Arg desB31Lys AKR (metabolitu insuliny AKR, 

powstajŃcego po odciňciu argininy i lizyny z C-koŒca ğaŒcucha ɓ), 

- technologia wytwarzania desB31Arg SK3R (metabolitu insuliny SK3R, 

powstajŃcego po odciňciu argininy z C-koŒca ğaŒcucha ɓ), 

- technologia wytwarzania desB32Arg glarginy* (metabolitu glarginy, powstajŃcego 

po odciňciu argininy z C-koŒca ğaŒcucha ɓ), 

- technologia wytwarzania desB32Arg desB31Arg glarginy* (metabolitu glarginy, 

powstajŃcego po odciňciu dw·ch arginin z C-koŒca ğaŒcucha ɓ). 

(*technologie skomercjalizowane ï certyfikowane wzorce sŃ juŨ sprzedawane kontrahentom 

zewnňtrznym).  
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W  ramach niniejszego doktoratu opracowano lub zoptymalizowano i wdroŨono w 

Ğ-IChP nastňpujŃce nowe metody analityczne, kt·re z powodzeniem mogŃ byĺ 

wykorzystane w celach komercyjnych: 

- metoda badania biotransformacji biağek terapeutycznych w osoczu kr·liczym, 

- metoda badania biotransformacji biağek terapeutycznych w osoczu ludzkim, 

- metoda badania szlak·w metabolicznych indukowanych fosforylacjŃ receptora 

insulinowego in vitro, 

- metoda badania poboru glukozy in vitro, 

- metoda badania mutagennoŜci z uŨyciem zminiaturyzowanego testu AMES in vitro. 

Ponadto, w trakcie projektu naukowego pt. ĂBadanie oddziağywaŒ rekombinowanych 

analog·w insuliny z wybranymi receptorami z wykorzystaniem techniki SPRò, realizowanego 

w ramach programu Inicjatywa DoskonağoŜci - Uczelnia Badawcza Politechniki Warszawskiej  

(Priorytetowy Obszar Badawczy: Biotechnologia i InŨynieria Biomedyczna), opracowano 

nastňpujŃce nowe metody analityczne, moŨliwe do wdroŨenia w Ğ-IChP po zakupie 

specjalistycznej aparatury lub do realizacji w ramach zlecenia zewnňtrznego w Centrum 

Zaawansowanych Materiağ·w i Technologii (CEZAMAT): 

- metoda badania powinowactwa insuliny, jej analog·w i ich metabolit·w do 

receptora insulinowego technikŃ MP-SPR, 

- metoda badania powinowactwa insuliny, jej analog·w i ich metabolit·w do 

receptora IGF1R technikŃ MP-SPR. 

Wyniki uzyskane w ramach programu ĂDoktoraty wdroŨenioweò zaprezentowane 

zostağy na nastňpujŃcych konferencjach naukowych o zasiňgu krajowym i 

miňdzynarodowym: 

- 47th Lorne Conference on Protein Structure and Function 2022 (06-10.02.2022, 

Lorne/Australia, plakat o tytule: ĂStudy on the biological effect of metabolites 

derived from long-acting recombinant insulin analogsò, autorzy: E. Kobylska, 

M. Chudy, A. Ğukomska), 

- 9th International Symposium on Sensor Science (20ï22.06.2022, 

Warszawa/Polska, plakat o tytule: ñStudies on recombinant insulin analogs 

interactions with partner cell membrane receptors using the SPR techniqueò, 

autorzy: E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko, M. Chudy), 

- XI Polska Konferencja Chemii Analitycznej, PoKoChA 2022 (19-23.06.2022, 

Ğ·dŦ/Polska, plakat o tytule: ĂKonstrukcja platform SPR do bezznacznikowej 
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analizy oddziağywaŒ analog·w insuliny z receptorami bğonowymiò, autorzy: 

M. Chudy, E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko), 

- 4th ISFMSðBiochemistry, Molecular Biology and Druggability of Proteins (06ï

09.09.2022, Florencja/Wğochy, plakat o tytule: ñSafety studies of the long-acting 

insulin analogs in the scope of the biological properties of metabolites formed after 

the exposure of the drug to the blood plasma environmentò, autorzy: E. Kobylska, 

M. Drozd, M. Chudy), 

- MNE EUROSENSORS 2022 (19-23.09.2022 r., Leuven/Belgia, plakat o tytule: 

ñReceptor layer design for label-free evaluation of insulin and insulin analoguesô 

interactions with insulin receptorò, autorzy: E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko, 

M. Chudy). 

Rezultaty uzyskane w trakcie doktoratu stanowiğy podstawň do przygotowania 

publikacji  pt. ĂStudies on recombinant insulin analogs interactions with partner cell membrane 

receptors using the SPR techniqueò (autorzy: E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko, M. Chudy; 

Engineering Proceedings 2022, 21(1), 22; https://doi.org/10.3390/engproc2022021022), a 

takŨe do przygotowania wniosku o finansowanie kolejnych etap·w badaŒ w konkursie 

OPUS 23 Narodowego Centrum Nauki.  

Efektem przeprowadzonych badaŒ byğy r·wnieŨ 3 prace magisterskie, 

zrealizowane w Katedrze Biotechnologii Medycznej, kt·rych byğam opiekunem 

naukowym: 

- ĂBadanie cytotoksycznoŜci wybranych analog·w insuliny oraz ich metabolit·w na 

wybranych liniach kom·rkowychò autorstwa mgr inŨ. Barbary KwieciŒskiej 

(kierunek: Biotechnologia), 

- ĂBadanie fosforylacji receptora insulinowego pod wpğywem insuliny ludzkiej, jej 

analog·w i ich metabolit·wò autorstwa mgr inŨ. Eweliny Sawickiej (kierunek: 

Biotechnologia), 

- ĂZastosowanie techniki MP-SPR do badania powinowactwa wybranych analog·w 

insuliny do naturalnych receptor·w bğonowychò, autorstwa mgr inŨ. Mağgorzaty 

ŧmieŒko (kierunek: Technologia Chemiczna). 

W opracowaniu sŃ kolejne dwa artykuğy naukowe, zawierajŃce wyniki badaŒ 

zrealizowanych w ramach doktoratu. Pierwszy dotyczy badaŒ biotransformacji analog·w 

insuliny  i wğaŜciwoŜci powstajŃcych metabolit·w, drugi dotyczy opracowania i optymalizacji 
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szybkiej, taniej i prostej metody do badania oddziağywaŒ pomiňdzy receptorem insulinowym a 

insulinŃ, jej analogami i ich metabolitami z wykorzystaniem techniki SPR.  

 

Sğowa kluczowe: insulina, analog insuliny, metabolit, glargina, cukrzyca 
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ABSTRACT 

The market demand for new preparations, enabling a better adjustment of therapy to the 

needs of individual patients, is huge. One of the most competitive fields, next to oncology 

research, is diabetology. Huge expenditures on research and development related to the search 

for new antidiabetic drugs are invested in the world. This is not surprising if you consider that 

537 million people suffer from this disease in the world and this population is growing 

dramatically. In Poland, almost 3 million people already live with diabetes, of which almost 

one third are patients unaware of their disease. Pharmaceutical preparations containing human 

insulin or its various analogs, i.e. proteins with a structure very similar to the natural hormone 

and imitating its hypoglycaemic effect, are used in the treatment of diabetes. There are two 

main groups of compounds with slightly different effects and therapeutic applications. Fast-

acting analogs are designed in such a way as to ensure their rapid bioavailability. They appear 

in the bloodstream within minutes of injection and remain highly active for 1-2 hours, after 

which they are rapidly cleared. After 4 hours from the injection, they are no longer detectable 

in blood samples, which is why they are dedicated to ad hoc use after a meal. In the case of 

long-acting analogs, the designers want the molecule to simulate a constant supply of basal 

insulin naturally produced in the body. These substances are active for a long time and provide 

a relatively flat profile of action. The first effects of their action are observed after about 30-90 

minutes, and the total time of activity depends very much on the response of a particular patient 

and ranges from 12 to 24 hours. The concept of long-acting analogs is not only a tribute to the 

convenience of patients who, thanks to these preparations may extend the intervals between 

subsequent injections, but it results from the need to prevent and reduce incidents of particularly 

dangerous nocturnal hypoglycaemia. 

In Poland, the main centre of research on insulin and analogs was the Institute of 

Biotechnology and Antibiotics (currently: Ğukasiewicz Research Network - Institute of 

Industrial Chemistry), where eight long-acting insulin analogs were designed and produced by 

DNA recombination technology. Based on the conducted preliminary studies, two of them, 

tentatively named SK3R and AKR, were selected for preclinical studies. Both of these analogs 

have two additional ï in relation to human insulin ï basic amino acids, which makes them 

poorly soluble in the physiological environment. After subcutaneous administration, they 

precipitate at the injection site, forming a microdeposit from which the active analogue is 

released at a constant, relatively low rate. The effect of this is the prolonged effect of these 

therapeutics. However, AKR has been shown to have another valuable but surprising property 
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- it is also a fast-acting analogue, which suggests that the theory of microdeposits does not fully 

explain the mechanism of its action. 

An increasingly important element of pharmaceutical research is the analysis of the 

products of medicinesô biotransformation. Only a few substances do not undergo it and are 

excreted from the body unchanged. Most of the substances under the influence of the 

environment of tissues and body fluids and the enzymes contained in them are transformed into 

various products. In the case of the most commonly used of the commercially available long-

acting analogs - insulin glargine - the phenomenon of the formation of such derivatives has 

already been described in the literature. Taking into account the structural similarity of AKR 

and SK3R analogs to glargine, it could be suspected that in the blood they may also undergo 

analogous transformation to proteins lacking basic amino acids at the end of one of the 

polypeptide chains. For these new analogs, however, more extensive research is needed to 

understand the biological activity of the analogue metabolites compared to the proteins from 

which they are derived. Taking into account the scientific literature reports discussing the issue 

of potentially mutagenic properties of glargine (which many researchers associate with the 

increased affinity of this analog to the insulin receptor located in the cell membrane, in 

comparison to human insulin), it seems no less important to verify the potential mutagenicity 

of AKR and SK3R and their metabolites and the influence of these substances on the 

proliferation of the cells. 

Within this work, three main research tasks can be distinguished. The first stage of work 

concerned the development of a methodology for studying biotransformation and the 

identification of the resulting metabolites. The second part of the research was the 

development of a technology for simple, quick and cheap production of analog derivatives, 

possibly using the infrastructure available at the Institute and readily available reagents, which 

was to enable its efficient implementation at Ğ-IChP. As part of this stage, a set of analytical 

methods to control the course of the technological process and the quality of the produced 

standards at the stage of production and storage was collected. Here, too, the key was the use 

of uncomplicated laboratory equipment, enabling low cost of routine analyses. Some of these 

methods were proprietary solutions, while some had to be taken from applicable norms and 

standards, as more reliable from the point of view of institutions registering drugs of similar 

characteristics. The third stage of the work consisted of extensive research on the biological 

properties of the produced metabolites, in which the parameters describing the interactions of 

the above-mentioned particles with the insulin receptor and their ability to phosphorylate this 

transmembrane protein were measured, and what enzymatic cascades are activated as a result 
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of this interaction, with particular emphasis on the pathways leading towards cell proliferation. 

Metabolic activity of these substances was measured by examining the level of glucose uptake 

into the cells in response to the presence of individual substances in the culture medium of 

insulin-dependent cells. Impact on cells proliferation and mutagenicity tests were also 

performed, which allowed to verify the safety of the use of insulin analogs developed at the 

Institute and supplemented the missing elements in the preclinical studies documentation 

necessary for commercialization of designed insulin analogs. 

The implementation of the technology for the production of individual metabolites of 

insulin analogs (including insulin glargine metabolites), as well as the developed or optimized 

research methodologies, were the effects of the doctoral thesis of practical and commercial 

importance for Ğ-IChP (there are no reports in the literature about the methods of obtaining this 

type of products). As part of this thesis, the following new manufacturing technologies of 

insulin analogsô metabolites production were developed and implemented at Ğ-IChP: 

- desB32Arg AKR (metabolite of AKR, obtained after cleavage of arginine molecule 

from the C-terminus of ɓ chain) manufacturing technology, 

- desB32Arg desB31Lys AKR (metabolite of AKR, obtained after cleavage of 

arginine and lysine molecules from the C-terminus of ɓ chain) manufacturing 

technology, 

- desB31Arg SK3R (metabolite of SK3R, obtained after cleavage of arginine 

molecule from the C-terminus of ɓ chain) manufacturing technology, 

- desB32Arg glargine (metabolite of glargine, obtained after cleavage of arginine 

molecule from the C-terminus of ɓ chain)  manufacturing technology*, 

- desB32Arg desB31Arg glargine (metabolite of glargine, obtained after cleavage of 

two arginine molecules from the C-terminus of ɓ chain) manufacturing 

technology*. 

(*commercialized technologies - certified standards have been already sold to external 

contractors). 

As part of this doctorate, the following new analytical methods for commercial use 

were developed or optimized and implemented at Ğ-IChP: 

- the method of studying the therapeutic proteinsô biotransformation in rabbit plasma, 

- the method of studying the therapeutic proteinsô biotransformation in human 

plasma, 
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- the method of studying metabolic pathways induced by phosphorylation of the 

insulin receptor in vitro, 

- in vitro glucose uptake assay, 

- mutagenicity testing using the miniaturized in vitro AMES assay. 

In addition, during the research project entitled "Studies on the interactions of 

recombinant insulin analogs and chosen receptors using SPR technique", realized within the 

Excellence Initiative - Research University programme at Warsaw University of Technology 

(Priority Research Area: Biotechnology and Biomedical Engineering), the following new 

analytical methods were developed, possible to be implemented at Ğ-IChP after purchasing 

specialized equipment or to be used during studies carried out by the Center for Advanced 

Materials and Technology (CEZAMAT) under a commission contract with Ğ-IChP: 

- the method for the evaluation of the affinity of insulin, its analogs and their 

metabolites to the insulin receptor using the MP-SPR technique, 

- the method for the evaluation of the affinity insulin, its analogs and their metabolites 

to the IGF1R using the MP-SPR technique. 

The results obtained under the "Industrial Doctorates" program were presented 

at the following national and international scientific conferences: 

- 47th Lorne Conference on Protein Structure and Function 2022 (06-10.02.2022, 

Lorne/Australia, poster entitled: ĂStudy on the biological effect of metabolites 

derived from long-acting recombinant insulin analogsò, authors: E. Kobylska, 

M. Chudy, A. Ğukomska), 

- 9th International Symposium on Sensor Science (20ï22.06.2022, Warsaw/Poland, 

poster entitled: ñStudies on recombinant insulin analogs interactions with partner 

cell membrane receptors using the SPR techniqueò, authors: E. Kobylska, 

M. Drozd, M. ŧmieŒko, M. Chudy), 

- XI Polska Konferencja Chemii Analitycznej, PoKoChA 2022 (19-23.06.2022, 

Ğ·dŦ/Poland, poster entitled: ĂKonstrukcja platform SPR do bezznacznikowej 

analizy oddziağywaŒ analog·w insuliny z receptorami bğonowymiò, authors: 

M. Chudy, E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko), 

- 4th ISFMSðBiochemistry, Molecular Biology and Druggability of Proteins (06ï

09.09.2022, Florence/Italy, poster entitled: ñSafety studies of the long-acting 

insulin analogs in the scope of the biological properties of metabolites formed after 
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the exposure of the drug to the blood plasma environmentò, authors: E. Kobylska, 

M. Drozd, M. Chudy), 

- MNE EUROSENSORS 2022 (19-23.09.2022 r., Leuven/Belgium, poster entitled: 

ñReceptor layer design for label-free evaluation of insulin and insulin analoguesô 

interactions with insulin receptorò, authors: E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko, 

M. Chudy). 

The results obtained during the doctorate were published in a work entitled "Studies 

on recombinant insulin analogs interactions with partner cell membrane receptors using the 

SPR technique" (authors: E. Kobylska, M. Drozd, M. ŧmieŒko, M. Chudy; Engineering 

Proceedings 2022, 21(1), 22; https:/ /doi.org/10.3390/engproc2022021022) and were the 

starting point for the preparation of a grant application under the OPUS 23 call of the 

National Science Center to fund further stages of research.  

Three master's theses, of which I was the scientific supervisor, were completed at 

the Department of Medical Biotechnology as another results of the study: 

- "Study of cytotoxicity of selected insulin analogs and their metabolites on selected cell lines" 

by MSc. Eng. Barbara KwieciŒska (major: Biotechnology), 

- "Study of insulin receptor phosphorylation under the influence of human insulin, its analogs 

and their metabolites" by MSc. Eng. Ewelina Sawicka (major: Biotechnology), 

- "The application of the MP-SPR technique to study the affinity of selected insulin analogs to 

natural membrane receptors", by MSc. Eng. Mağgorzata ŧmieŒko (major: Chemical 

Technology). 

Two more scientific articles are in preparation, containing the results of research 

carried out as part of the doctorate. The first concerns the study of biotransformation of 

insulin analogs and the properties of the resulting metabolites, the second concerns the 

development and optimization of a fast, cheap and simple method for studying the interactions 

between the insulin receptor and insulin, its analogs and their metabolites using the SPR 

technique. 

 

Key words: insulin, insulin analog, metabolite, glargine, diabetes 
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I. WSTŇP 

1. Cukrzyca 

JednŃ z najpowszechniej wystňpujŃcych chor·b cywilizacyjnych jest cukrzyca (diabetes 

mellitus). Jest to jednostka chorobowa, zwiŃzana z utrzymujŃcym siň w organizmie stanem  

hiperglikemii (stale podwyŨszonym poziomem cukru we krwi), o takich charakterystycznych 

objawach, jak: utrzymujŃcy siň wzmoŨony gğ·d i pragnienie, uczucie suchoŜci w ustach,  czňste 

oddawanie moczu, ciŃgğe osğabienie i zmňczenie, problemy z koncentracjŃ, nieprawidğowa 

masa ciağa. PrzyczynŃ tych objaw·w jest niewystarczajŃce wydzielanie lub nieprawidğowe 

dziağanie hormonu ï insuliny. Cukrzyca jest chorobŃ przewlekğŃ i nieuleczalnŃ, wymagajŃcŃ 

stosowania terapii do koŒca Ũycia pacjenta. 

Wyr·Ũnia siň  trzy zasadnicze typy cukrzycy ï typ 1, typ 2 i cukrzycň ciŃŨowŃ. Cukrzyca 

typu 1 najczňŜciej wystňpuje u dzieci i mğodzieŨy, choĺ moŨe siň rozwinŃĺ takŨe w p·Ŧniejszym 

wieku. Nazywana jest cukrzycŃ insulinozaleŨnŃ (ang.: insulin dependent diabetes mellitus, 

IDDM), gdyŨ jej cechŃ charakterystycznŃ jest niewystarczajŃce wytwarzanie insuliny przez 

trzustkň. Taki stan powodowany jest najczňŜciej uszkodzeniem tego organu w wyniku choroby 

autoimmunologicznej. PoniewaŨ objawy choroby obserwowane sŃ zwykle dopiero w·wczas, 

gdy juŨ znaczna czňŜĺ kom·rek ɓ wysepek Langerhansa, produkujŃcych insulinň, ulegğa  

nieodwracalnemu uszkodzeniu, uznaje siň cukrzycň typu 1 za chorobň w zasadzie nieuleczalnŃ. 

Jedynie stağa terapia insulinŃ pozwala przedğuŨyĺ Ũycie chorego, bez podawania insuliny 

cukrzyca typu 1 prowadzi do szybkiej Ŝmierci. W przypadku cukrzycy typu 2, stan 

hiperglikemii powodowany jest z jednej strony czňŜciowym upoŜledzeniem kom·rek trzustki, 

ale w znacznej mierze takŨe tym, Ũe kom·rki organizmu nie reagujŃ w prawidğowy spos·b na 

insulinň obecnŃ we krwi. Rozwiniňcie siň cukrzycy typu 2 czňsto poprzedza diagnoza 

insulinoopornoŜci u pacjenta, co pozwala na wczeŜniejszŃ reakcjň i rozpoczňcie stosownej 

terapii, niŨ ma to miejsce w przypadkach cukrzycy typu 1. Ten typ cukrzycy jest typem 

dominujŃcym, cierpi na niŃ okoğo 90% wszystkich cukrzyk·w, jej wystňpowanie wiŃzane jest 

zar·wno z czynnikami genetycznymi, jak i wystňpowaniem czynnik·w ryzyka takich jak 

otyğoŜĺ, brak ruchu, nieodpowiednie odŨywianie siň. Cukrzyca ciňŨarnych to szczeg·lny rodzaj 

cukrzycy, kt·ry wystňpuje u czňŜci kobiet w ciŃŨy i zazwyczaj ustňpuje po urodzeniu dziecka. 

Niemniej jednak, towarzyszŃca jej hiperglikemia moŨe powodowaĺ powikğania zar·wno u 

matki, jak i dziecka, a w przyszğoŜci ï zwiňkszaĺ ryzyko zachorowania na cukrzycň typu 2 u 

obojga.  
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Liczba os·b chorych na cukrzycň rosğa bardzo szybko w ostatnich dekadach, obecnie na 

Ŝwiecie cierpi na tň chorobň ok. 537 milion·w os·b dorosğych w wieku produkcyjnym, co 

stanowi ok. 10% populacji w tej grupie wiekowej [1]. Mimo duŨego odsetka os·b cierpiŃcych 

na cukrzycň, chorobň te udaje siň kontrolowaĺ i leczyĺ od stosunkowo niedawna. Do XX wieku 

wiňkszoŜĺ chorych umierağa w ciŃgu kilku miesiňcy od momentu stwierdzenia 

charakterystycznych objaw·w hiperglikemii, a jedyna stosowana w·wczas terapia w postaci 

diety pozbawionej wňglowodan·w nie pozwalağa na poprawň jakoŜci ani znaczne wydğuŨenie 

Ũycia chorych. Dziňki dynamicznemu rozwojowi nauk medycznych i farmaceutycznych w XX 

wieku, ta sytuacja ulegğa diametralnej zmianie. 

2. Insulina ludzka 

Insulina ludzka jest hormonem peptydowym produkowanym przez kom·rki ɓ wysepek 

Langerhansa trzustki. Ma dziağanie anaboliczne, uczestniczy w regulacji poboru skğadnik·w 

odŨywczych do wnňtrza kom·rek, ich magazynowania oraz metabolizmu [2]. Wiele wskazuje 

r·wnieŨ na to, Ũe ma teŨ duŨy wpğyw na procesy wzrostu, r·Ũnicowania i podziağu kom·rek. 

Odkryta przez Bantinga i Besta w 1922 roku, byğa pierwszym biağkiem, kt·rego sekwencja 

zostağa jednoznacznie okreŜlona. W poğowie XX wieku poznano takŨe jej strukturň IV-rzňdowŃ 

dziňki technice krystalografii rentgenowskiej. Prawdopodobnie jest jednym z najlepiej 

poznanych (lub przynajmniej najintensywniej badanych) biağek w historii biochemii. 

2.1. Budowa insuliny  

Hormon ten jest biağkiem globularnym, jego czŃsteczka skğada siň z 51 aminokwas·w o 

ğŃcznej masie ok. 5808 Da. Tworzona jest przez dwie podjednostki ï ğaŒcuch A (budowany 

przez 21 aminokwas·w) i ğaŒcuch B (budowany przez 30 aminokwas·w), kt·re w poprawnie 

sfağdowanym biağku poğŃczone sŃ dwoma mostkami disiarczkowymi. Trzeci, dodatkowy 

mostek, ğŃczy dwa aminokwasy ğaŒcucha A, cysteiny w pozycjach A6 i A11. Sekwencje 

aminokwas·w obydwu ğaŒcuch·w oraz ich poğŃczenia zobrazowano na Rys. 1. 
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Rys. 1. Struktura I-rzňdowa insuliny ludzkiej [3]. 

U r·Ũnych organizm·w sekwencje insuliny nieco siň od siebie r·ŨniŃ. NajbliŨsza 

ludzkiej insulina ŜwiŒska r·Ũni siň od niej tylko o jeden aminokwas w pozycji B30, od Ŝwinki 

morskiej odr·Ũnia nas juŨ kilkanaŜcie substytucji rozlokowanych w obydwu ğaŒcuchach. 

Badania strukturalne wykazağy jednak, Ũe struktury wyŨszych rzňd·w r·Ũnych insulin 

pochodzenia naturalnego sŃ do siebie bardzo zbliŨone [4]. Wynika to z bardzo mağej 

zmiennoŜci sekwencji w obszarach kluczowych z punktu widzenia tworzenia struktur 

wyŨszych rzňd·w. Chodzi tu gğ·wnie o aminokwasy takie jak cysteina, biorŃca udziağ w 

tworzeniu mostk·w disiarczkowych, czy aminokwasy posiadajŃce niepolarne grupy boczne, 

odgrywajŃce kluczowŃ rolň w tworzeniu i stabilizowaniu struktury przestrzennej [5]. Strukturň 

przestrzennŃ ğaŒcucha A insuliny ludzkiej tworzŃ dwie prawie antyr·wnolegğe Ŭ-helisy (A2-

A8 i A13-A20). W ğaŒcuchu B jest tylko jedna Ŭ-helisa, tworzona zasadniczo przez 

aminokwasy od B9 do B19, a w szczeg·lnych warunkach Ŝrodowiska, wydğuŨona aŨ do jego 

N-koŒca. W warunkach naturalnych czŃsteczka ukğada siň w przestrzeni w taki spos·b, by w 

jak najskuteczniejszy spos·b osğoniĺ ugrupowania niepolarne od Ŝrodowiska wodnego, co 

powoduje, Ũe biağko nie ma struktury liniowej, a globularnŃ. W przypadku insuliny do wnňtrza 

czŃsteczki eksponowane sŃ gğ·wnie grupy boczne aminokwas·w A2, A16, B11, B15 oraz 

fragment ğaŒcucha A pomiňdzy cysteinami tworzŃcymi wewnňtrzny mostek disiarczkowy (A6-

A11).  

W roztworach wodnych insulina wystňpuje w postaci monomeru tylko przy bardzo 

niskich stňŨeniach (<0,1ÕM). Przy nieco wyŨszych stňŨeniach (>0,01  mM) insulina ulega 

szybkiej dimeryzacji. Dwie czŃsteczki ustawiajŃ siň w·wczas antyr·wnolegle wzdğuŨ                 
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C-koŒc·w ğaŒcuch·w B i ğŃczŃ dziňki oddziağywaniom niepolarnym oraz utworzeniu wiŃzaŒ 

wodorowych pomiňdzy aminokwasami w pozycjach B24 i B26. Schemat struktury monomeru 

insuliny, zawierajŃcego poğŃczone mostkami disiarczkowymi ğaŒcuchy A i B, oraz jej 

homodimeru przedstawiono na zamieszczonym poniŨej Rys. 2. 

W Ŝrodowisku wodnym o pH mieszczŃcym siň w zakresie 4-8 i przy obecnoŜci jon·w 

cynku z 3 dimer·w tworzone sŃ struktury szeŜcioczŃsteczkowe - heksamery. CzŃsteczki 

hormonu ukğadajŃ siň na okrňgu wokğ·ğ dw·ch jon·w Zn2+,  uğoŨonych na osi symetrii 

struktury. W heksamerze siğa oddziağywaŒ pomiňdzy monomerami w poszczeg·lnych 

dimerach co prawda nieco sğabnie, ale moŨliwe jest lepsze osğoniňcie wiňkszej liczby 

niepolarnych grup bocznych we wnňtrzu struktury. Do niepolarnego rdzenia eksponowane sŃ 

w tym przypadku dodatkowo aminokwasy: A13, A14, B1, B2, B14, B17 oraz B18. 

Zaobserwowano, Ũe przy stňŨeniach przekraczjŃcych 2 mM do stworzenia heksameru nie sŃ juŨ 

niezbňdne stabilizujŃce strukturň jony cynku [5].  

 

Rys. 2. Struktura przestrzenna monomeru (A) i dimeru (B) insuliny [6]. 



 

23 

 

CzŃsteczki insuliny, do czasu sekrecji, przechowywane sŃ w kom·rkach w postaci 

krysztağ·w zbudowanych wğaŜnie z heksametr·w [7]. Dotychczasowe badania wykazağy, Ũe 

krysztağy insuliny ludzkiej mogŃ przyjmowaĺ trzy odmienne formy, r·ŨniŃce siň nieco 

uğoŨeniem czŃsteczek insuliny ï sŃ to stany konformacyjne T6, T3R3
f i R6. Drobne rozbieŨnoŜci 

miňdzy nimi wynikajŃ z r·Ũnic w sposobie przestrzennego zorganizowania N-terminalnego 

fragmentu ğaŒcucha ɓ [8]. W stanie konformacyjnym T, fragment ğaŒcucha ɓ do pierwszego 

mostka disiarczkowego (B1-B6) tworzy ğaŒcuch aminokwas·w nie wykazujŃcy charakteru 

Ũadnej ze struktur II-rzňdowych. Przez to, Ũe pomiňdzy nim a tworzonŃ przez centralne 

aminokwasy ğaŒcucha Ŭ-helisŃ wystňpuje zakrňt ɓ, N-koniec ğaŒcucha B zagina siň w 

charakterystyczny spos·b. W stanie R, dziňki stabilizujŃcemu wpğywowi czynnik·w obecnych 

w Ŝrodowisku (np. jony Cl- i alkohole cykliczne: fenol, krezol itp.), pierwszych 6 aminokwas·w 

r·wnieŨ uczestniczy w tworzeniu Ŭ-helisy, rozciŃgajŃcej siň w tym przypadku na znacznŃ czňŜĺ 

ğaŒcucha (B1-B19) [8] [9]. Skutki tych drobnych r·Ũnic zobrazowano na Rys. 3. 

 

Rys. 3. Struktury przestrzenne T6, T3R3
f i R6 heksameru insuliny. Fragment ğaŒcucha B (B1-

B6) o strukturze nieuporzŃdkowanej oznaczono kolorem zielonym, fragment 

przyjmujŃcy strukturň Ŭ-helisy - kolorem niebieskim [8]. 
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2.2. Synteza insuliny 

Gen INS, zlokalizowany na kr·tkim ramieniu chromosomu 11 czğowieka [10], koduje 

produkcjň preproinsuliny. Jest to liniowe biağko, skğadajŃce siň z sekwencji uğoŨonych kolejno: 

C-terminalnie poğoŨonego ğaŒcucha A, pary aminokwas·w zasadowych (arginina, lizyna), 

polipeptydu skğadajŃcego siň z 31 aminokwas·w (tzw. peptydu C), pary aminokwas·w 

zasadowych (dwie argininy), poğoŨonego dalej ğaŒcucha B oraz ulokowanej na N-koŒcu 

sekwencji sygnağowej. Po utworzeniu trzech mostk·w disiarczkowych oraz odciňciu sekwencji 

sygnağowej z N-koŒca biağka w retikulum edoplazmatycznym za pomocŃ peptydazy 

sygnağowej, powstağa w ten spos·b proinuslina jest transportowana do dalszej obr·bki w 

kierunku aparatu Golgiego. Tam formowane sŃ heksamery proinsuliny stabilizowane jonami 

cynku. Po upakowaniu w pňcherzykach transportowych proinsulina ciňta jest na 3 

charakterystyczne peptydy, z kt·rych dwa (ğaŒcuchy A i B) tworzŃ dojrzağŃ czŃsteczkň 

hormonu, a trzeci ï peptyd C, stanowi produkt uboczny procesu. W obr·bce zachodzŃcej w 

pňcherzykach biorŃ udziağ dwie endoproteinazy, tnŃce poğŃczenia peptydu C z poszczeg·lnymi 

ğaŒcuchami insuliny, oraz karboksypeptydaza E, kt·ra hydrolizuje wiŃzania peptydowe miňdzy 

ğaŒcuchem polipeptydowym a aminokwasami zasadowymi, zlokalizowanymi na jego C-koŒcu. 

Na Rys. 4 przedstawiono sekwencjň czŃsteczki preproinsuliny (B) oraz schemat opisanego 

wyŨej szlaku przemian prowadzŃcych do powstania insuliny (A). 

 

Rys. 4.  Schemat szlaku przemian prowadzŃcych do powstania aktywnej czŃsteczki insuliny 

oraz peptydu C z preproinsuliny (A) oraz struktury I-rzňdowej preproinsuliny (B) [11]. 
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2.3. Sekrecja insuliny 

Produktem finalnym syntezy insuliny sŃ krysztağy zbudowane z heksamer·w 

stabilizowanych jonami cynku, umieszczone w pňcherzykach wydzielniczych w kom·rkach ɓ 

trzustki. Po sygnale do sekrecji, jakim jest wzrost stňŨenia glukozy we krwi, pňcherzyki 

przemieszczane sŃ w kierunku bğony kom·rkowej, gdzie pierwsza porcja insuliny uwalniana 

jest do krwioobiegu. We krwi heksamer ulega szybkiemu rozpadowi, najpierw do trzech par 

dimer·w, a potem do monomer·w. Ten pierwszy etap sekrecji, indukowany glukozŃ, zwiŃzany 

jest z uwolnieniem duŨej iloŜci insuliny w kr·tkim czasie. W ciŃgu nastňpnych kilku godzin do 

krwiobiegu wydzielane sŃ kolejne, znacznie mniejsze juŨ porcje insuliny, aŨ do osiŃgniňcia 

stanu homeostazy (tzw. insulina bazowa).  

Opr·cz cukr·w, czynnikami stymulujŃcymi wydzielanie insuliny sŃ r·wnieŨ kwasy 

tğuszczowe, aminokwasy (gğ·wnie arginina i leucyna) oraz niekt·re hormony [12]. 

2.4. Dziağanie biologiczne insuliny 

Kluczowa rola, jakŃ insulina odgrywa w metabolizmie, zwiŃzana jest z regulacjŃ 

transportu glukozy z krwi do wnňtrza kom·rek, gğ·wnie zlokalizowanych w wŃtrobie, 

miňŜniach i tkance tğuszczowej. U zdrowych osobnik·w iloŜĺ glukozy we krwi regulowana jest 

w dosyĺ wŃskim przedziale stňŨeŒ. Wzrost jej stňŨenia po posiğku jest sygnağem do 

uruchomienia poboru cukru do wnňtrza kom·rek. Odbywa siň to za pomocŃ GLUT4, 

bğonowego transportera glukozy wraŨliwego na insulinň. W przypadku wŃtroby i miňŜni, pob·r 

glukozy skorelowany jest z uruchomieniem procesu glikogenogenezy (przeksztağcenie 

czŃsteczek glukozy w materiağ zapasowy ï glikogen), w wŃtrobie i adipocytach nastňpuje 

natomiast biosynteza kwas·w tğuszczowych na drodze liponeogenezy [13] [14].  

Insulina, wraz ze swoim antagonistŃ, glukagonem, ma za zadanie zapewnienie 

homeostazy w zakresie gospodarki wňglowodanowej. Wysokie stňŨenie insuliny we krwi 

sprzyja gromadzeniu materiağ·w zapasowych, przy niskich przewaŨajŃ procesy kataboliczne - 

glukagon jest rozkğadany do glukozy i uwalniany do krwi w postaci tego monocukru 

(glikogenoliza), uruchamiane sŃ r·wnieŨ rezerwy energetyczne zgromadzone w tkance 

tğuszczowej (lipoliza) [15]. 

Mimo pierwotnego przekonania o roli insuliny jako czynnika odpowiedzialnego jedynie 

za sterowanie przekazywaniem glukozy miňdzy krwiŃ a wnňtrzem kom·rki, hormon ten ma 

bardzo szerokie dziağanie biologiczne, wykraczajŃce znacznie poza to podstawowe zadanie. 

Reguluje nie tylko gospodarkň wňglowodanowŃ i lipidowŃ, poŜrednio ma teŨ wpğyw na tempo 

wzrostu i r·Ũnicowania kom·rek poprzez udziağ w sterowaniu replikacjŃ DNA oraz syntezŃ, 
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obrotem i rozkğadem biağka w organizmie. Ostateczny efekt metaboliczny dziağania danej 

czŃsteczki insuliny w duŨej mierze zaleŨy od receptora, z jakim siň ona poğŃczy ï jego struktury, 

lokalizacji oraz skğadu otoczenia [16]. 

2.4.1. Budowa receptora insulinowego 

Receptor insulinowy (IR) jest biağkiem bğonowym o wğaŜciwoŜciach katalitycznej 

kinazy tyrozynowej. Syntetyzowany jest jako jednoğaŒcuchowy preproreceptor. W czasie 

obr·bki w retikulum endoplazmatycznym odcinana jest od niego sekwencja sygnağowa, 

pozostağy fragment, zawierajŃcy podjednostki Ŭ i ɓ, poddawany jest glikozylacji oraz ulega 

zwiniňciu. W retikulum tworzone sŃ teŨ przy udziale chaperon·w homodimery kowalencyjne 

IR o budowie typu Ŭ2ɓ2. [16]. Ulokowane na zewnŃtrz kom·rki podjednostki Ŭ monomer·w 

receptora insuliny stanowiŃ punkt wiŃzania hormonu. KaŨda z nich budowana jest przez dwie 

domeny bogate w leucynň (L1, L2), rozdzielone fragmentem bogatym w cysteinň (CR), za 

kt·rymi ulokowane sŃ trzy domeny fibronektynowe typu III. środkowa domena 

fibronektynowa uczestniczy w tworzeniu trzech wiŃzaŒ disiarczkowych, ğŃczŃcych uğoŨone 

antyr·wnolegle wzglňdem siebie podjednostki Ŭ monomer·w w dimerze.  Podjednostki ɓ sŃ 

transmembranowe,  jednym koŒcem zakotwiczone sŃ na zewnŃtrz kom·rki, gdzie ğŃczŃ siň 

mostkami disiarczkowymi z podjednostkami Ŭ, a drugim wyeksponowane do jej wnňtrza. To ta 

wewnňtrzna czňŜĺ odpowiada za aktywnoŜĺ katalitycznŃ receptora. Schemat budowy receptora 

insulinowego przedstawiono na Rys. 5. 

 

Rys. 5. Budowa receptora insulinowego [17]. 
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Gen receptora moŨe podlegaĺ ekspresji w dw·ch kierunkach: pre-mRNA moŨe byĺ 

ciňte w dw·ch r·Ũnych miejscach, co powoduje, Ũe na bazie tej samej sekwencji nukleotydowej 

mogŃ powstaĺ dwie izoformy receptora (IR-A i IR-B), r·ŨniŃce siň o fragment 12 

aminokwas·w zlokalizowanych w obszarze odpowiedzialnym za wiŃzanie ligandu [18]. 

Fizjologiczne role izoform receptora nie zostağy jeszcze do koŒca poznane, jednak powszechna 

jest juŨ wiedza o dominujŃcej roli IR-A we wzroŜcie i rozwoju prenatalnym (nadreprezentacja 

w kom·rkach nowotworowych i embrionalnych) oraz IR-B w regulacji metabolicznej 

(nadreprezentacja w tkance miňŜniowej, tğuszczowej i w m·zgu). Doniesienia literaturowe 

wskazujŃ takŨe, Ũe rozregulowanie r·wnowagi iloŜciowej miňdzy izoformami A i B w 

organizmie moŨna wiŃzaĺ z opornoŜciŃ na insulinň, procesami starzenia siň i zwiňkszonŃ 

aktywnoŜciŃ proliferacyjnŃ zar·wno tkanek nowotworowych, jak i prawidğowych [19]. 

2.4.2. Oddziağywanie insuliny z receptorem  

PoğŃczenie insuliny ze zdimeryzowanym receptorem nastňpuje wskutek oddziağywania 

miňdzy ich strukturami w dw·ch miejscach [20]. Ze strony insuliny w pierwsze wiŃzanie 

zaangaŨowane sŃ reszty aminokwas·w w pozycjach A1-A4, A19, A21, B8-B12, B16, B24, 

B25 i B26. OddziağujŃ one z regionem receptora zlokalizowanym w domenie L1 oraz z 16 

aminokwasami tworzŃcymi C-koniec podjednostki Ŭ (tzw. fragment ŬCT)  [21]. W drugie 

wiŃzanie zaangaŨowany jest fragment podjednostki Ŭ drugiego monomeru, zlokalizowany w 

okolicy poğŃczenia 1 i 2 domeny fibronektynowej typu III. WiŃŨŃ siň z nim reszty 

aminokwas·w w pozycjach A8, A10, A12, A13, A17 ğaŒcucha A oraz B10, B13, B17 ğaŒcucha 

B hormonu [22]. Schemat ilustrujŃcy dwa miejsca wiŃzania insuliny na receptorze 

przestawiono na Rys. 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 6.  Model receptora insulinowego. Poszczeg·lne monomery zaznaczono kolorami 

niebieskim i zielonym, insulinň ï kolorem czarnym. A) dimer, B) poğowa dimeru ze zwiŃzanŃ 

insulinŃ [23]. 
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PrzyğŃczenie czŃsteczki insuliny powoduje naruszenie symetrii dimeru. W efekcie, jedynie 

pierwsza czŃsteczka insuliny wiŃzana jest do receptora z duŨym powinowactwem, dodatkowa 

molekuğa przyğŃczana jest juŨ z mniejszŃ siğŃ [23].  

2.4.3. Efekt biologiczny insuliny 

ZwiŃzanie insuliny z receptorem insulinowym (IR) prowadzi do niemal 

natychmiastowego powstania biağkowego kompleksu sygnağowego wok·ğ jego podjednostek 

ulokowanych wewnŃtrz kom·rki. IR ulega autofosforylacji. Domeny katalityczne o charakterze 

kinaz tyrozynowych ulegajŃ aktywacji i fosforylujŃ biağka substratowe receptora, wŜr·d 

kt·rych najistotniejszŃ rolň peğniŃ biağka IRS. W ten spos·b uruchamiane sŃ kaskady 

enzymatyczne, do najwaŨniejszych z kt·rych zalicza siň kaskady prowadzŃce w kierunku 

proliferacji kom·rek (szlak od biağka Ras do kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK)) oraz 

kaskady sğuŨŃce do realizacji funkcji metabolicznych kom·rki (szlak od ufosforylowanego IRS 

do biağka AS160 za poŜrednictwem kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K)) [16] [22] [24]. 

Schemat proces·w indukowanych za poŜrednictwem receptora insulinowego przedstawiono na 

Rys. 7. 
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Rys. 7. Schemat efekt·w biologicznych indukowanych za poŜrednictwem receptora 

insulinowego [25]. 
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2.5.  Metabolizm insuliny ludzkiej  

2.5.1. Klirens insuliny 

Dla optymalnego dziağania organizmu, nie mniej waŨna, niŨ pojawianie siň insuliny w 

krwioobiegu w odpowiedzi na wzrost stňŨenia glukozy, jest jej dezaktywacja w momencie, gdy 

nie jest juŨ potrzebna. Klirens insuliny jest stosunkowo skomplikowanym i ciŃgle jeszcze nie 

do koŒca zrozumianym procesem. BiorŃc pod uwagň udziağ poszczeg·lnych tkanek w realizacji 

tego procesu, wŃtroba odpowiada za ponad poğowň cağkowitej dezaktywacji insuliny, nerki ï 

za wiňkszoŜĺ z pozostağej czňŜci. Kom·rki tkanek obwodowych, takie jak kom·rki tğuszczowe 

czy kom·rki miňŜni, najprawdopodobniej usuwajŃ pozostağoŜĺ, ale rzeczywisty ich wkğad nie 

zostağ jeszcze oszacowany [26]. Obecnie uwaŨa siň, Ũe tkanki obwodowe mogŃ sğuŨyĺ teŨ jako 

zasobnik insuliny, przypuszczalnie przez odwracalne wiŃzanie hormonu z odpowiednimi 

receptorami bğonowymi, jednak teoria ta wciŃŨ nie zostağa potwierdzona.  

We krwi insulina w zasadzie nie jest metabolizowana, rozkğad odbywa siň dopiero po 

jej transporcie do wnňtrza kom·rki. Na poziomie kom·rkowym, w wiňkszoŜci tkanek 

degradacja insuliny jest inicjowana przez wiŃzanie hormonu z receptorem. Kompleks hormon-

receptor podlega internalizacji i dalszym przemianom prowadzŃcym do degradacji insuliny i 

uwolnienia receptora.  

Degradacja insuliny zachodzi gğ·wnie na drodze endocytozy receptorowej (receptor-

mediated endocytosis, RME), zwanej teŨ endocytozŃ zaleŨnŃ od klatryny [27]. W procesie tym, 

po zwiŃzaniu substancji do danego receptora, formowane jest wgğňbienie w bğonie 

kom·rkowej, do kt·rego po stronie wnňtrza kom·rki przyğŃczane sŃ czŃsteczki klatryny. 

Struktura ulega stopniowemu zamykaniu aŨ do utworzenia pňcherzyka zamkniňtego w 

klatrynowej klatce i jego oderwania od powierzchni bğony. CzŃsteczki klatryny sŃ nastňpnie 

uwalniane, a w pňcherzyku nastňpuje trawienie uwiňzionych substancji. CzňŜĺ badaczy 

wysnuwa podejrzenia, Ũe opr·cz endocytozy receptorowej, pob·r insuliny do degradacji moŨe 

teŨ - w mniejszym stopniu - nastňpowaĺ bez udziağu receptora insulinowego, na drodze 

pinocytozy. Schemat por·wnawczy obydwu proces·w przedstawiono na Rys. 8 [28]. 
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Rys. 8. Schemat por·wnawczy pinocytozy i endocytozy receptorowej [28]. 

2.5.2. Enzymy trawiŃce insulinň 

Enzym lub enzymy biorŃce udziağ w procesie degradacji insuliny nie zostağy 

jednoznacznie ustalone i okreŜlane sŃ wsp·lnŃ nazwŃ insulinazy. Podejrzewa siň jednak, Ũe 

gğ·wnŃ rolň odgrywajŃ tu przede wszystkim: transhydrogenaza insuliny glutationowej 

(glutatione insulin transhydrogenase, GIT; protein disulfide isomerase, PDI), odpowiedzialna 

za modyfikacje mostk·w disiarczkowych oraz proteaza insulinowa (insulysin, insulin-

degrading enzyme, IDE), odpowiedzialna za fragmentacjň czŃsteczek. Jako enzym biorŃcy 

potencjalnie udziağ w degradacji insuliny czňsto wskazywana jest r·wnieŨ przez badaczy 

katepsyna D (cathepsin D, endosomal acidic insulinase, EAI). 

2.5.2.1. Transhydrogenaza insuliny glutationowej (PDI) 

CzŃstka PDI jest homodimerem ï skğada siň z dwu jednakowych podjednostek 

glikoproteinowych o ğŃcznej masie ok. 107 kDa. W kom·rce w znacznej wiňkszoŜci 

lokalizowana jest w retikulum endoplazmatycznym, gdzie jako przedstawiciel tioredoksyn 

wspomaga procesy prawidğowego fağdowania biağek [29]. SzczŃtkowe iloŜci tego enzymu 

lokalizowane sŃ r·wnieŨ w bğonie kom·rkowej oraz pňcherzykach wydzielniczych. BiorŃc pod 

uwagň ten fakt oraz to, Ũe w szczeg·lnie duŨej iloŜci enzym ten wystňpuje w kom·rkach 

wŃtroby, stanowiŃc nawet 0,4% cağkowitej masy biağek, moŨna podejrzewaĺ, Ũe bňdzie braĺ 

udziağ takŨe w przemianach insuliny. Jak wykazano, PDI powoduje rozerwanie dw·ch 

mostk·w disiarczkowych, ğŃczŃcych ğaŒcuchy A i B insuliny [30], prowadzŃc do powstania 

pojedynczych ğaŒcuch·w. Enzym ten ma r·wnieŨ zdolnoŜĺ katalizowania reakcji odwrotnej - z 

pojedynczych ğaŒcuch·w moŨe ponownie tworzyĺ czŃsteczkň insuliny [31].  W badaniach 
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prowadzonych przez R. Maeda [32] wykazano r·wnieŨ, Ũe transhydrogenaza moŨe braĺ udziağ 

w procesie agregacji czŃsteczek insuliny. 

2.5.2.2. Proteaza insulinowa (IDE)  

Pierwotnie uwaŨano, Ũe podstawowy enzym odpowiedzialny za degradacjň insuliny ï 

proteaza insulinowa (IDE), jest enzymem cytoplazmatycznym. Okazağo siň jednak, Ũe obecna 

jest w wielu strukturach kom·rkowych, w tym w endosomach, peroksysomach, 

mitochondriach, wystňpuje w bğonie kom·rkowej a w szczeg·lnych przypadkach jest takŨe 

wydzielana na zewnŃtrz kom·rki. NajwyŨszŃ aktywnoŜĺ katalitycznŃ IDE stwierdzono w 

wŃtrobie, trzustce i nerkach. Wykazuje ona bardzo wysokie powinowactwo w stosunku do 

insuliny ludzkiej, bierze udziağ takŨe w rozkğadzie innych biağek amyloidycznych, np. 

glukagonu czy amyloidu ɓ [33] [34].  

IDE jest metaloproteinazŃ cynkowŃ o masie ok. 110 kDa, skğadajŃcŃ siň z dwu domen 

o por·wnywalnej wielkoŜci (IDE-C i IDE-N) i strukturze przestrzennej przypominajŃcej 

poğ·wki sfery, poğŃczone pňtlŃ zbudowanŃ z 28 aminokwas·w. Jon Zn2+ wiŃzany jest do 

podjednostki IDE-N, tam teŨ zlokalizowane jest centrum aktywnoŜci katalitycznej oraz 

dodatkowe miejsce wiŃzania substratu. W czasie trawienia substancja ulegajŃca degradacji 

zamykana jest wewnŃtrz szczelnej sfery tworzonej przez dwie domeny metaloproteinazy. 

Ze wzglňdu na jej ograniczonŃ objňtoŜĺ wewnňtrznŃ, substratami IDE sŃ biağka o dğugoŜci 

ğaŒcuch·w nie przekraczajŃcej ok. 70 aminokwas·w.  Po uwiňzieniu wewnŃtrz czŃsteczki 

enzymu, N-koniec substratu zaczepiany jest do dodatkowego miejsca wiŃzania, co wymusza 

takie jego uğoŨenie w przestrzeni, kt·re wyeksponuje C-koniec do centrum katalitycznego. 

Ta wzajemna orientacja jest dodatkowo stabilizowana przez interakcje miňdzy ujemnie 

nağadowanymi ugrupowaniami na powierzchni czŃsteczki insuliny a dodatnio nağadowanym 

wnňtrzem domeny IDE-C. ĞaŒcuchy insuliny ciňte sŃ na kr·tsze fragmenty, nie zachowujŃce 

jej aktywnoŜci biologicznej. Ciňcie nie jest przypadkowe, zachodzi tylko w 9 lokalizacjach 

[35]. Wiele wskazuje na to, Ũe wyb·r tych konkretnych miejsc nie jest bezpoŜrednio zwiŃzany 

z rodzajem aminokwas·w tworzŃcych rozkğadane wiŃzanie, a wynika ze struktury 

przestrzennej substratu.  Na Rys. 9 zaprezentowano model struktury przestrzennej IDE, na 

kt·rym zaznaczono obydwie domeny biağka oraz kluczowe dla jego aktywnoŜci katalitycznej 

fragmenty, na Rys. 10 zaprezentowano miejsca ciňcia ğaŒcuch·w insuliny ludzkiej przez ten 

enzym. 
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Rys. 9. Model struktury przestrzennej IDE [35]. 

 

Rys. 10. Miejsca ciňcia insuliny przez IDE. 
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2.5.2.3. Katepsyna D (Endosomal acidic insulinase, EAI)  

Katepsyna D jest endoproteinazŃ wystňpujŃcŃ w kom·rce wyğŃcznie w endosomach. 

Jest biağkiem skğadajŃcym siň z dw·ch podjednostek, tzw. ğaŒcucha ciňŨkiego o masie ok. 

34 kDa oraz lekkiego o masie ok. 14 kDa [36], poğŃczonych oddziağywaniami 

niekowalencyjnymi. Pomiňdzy tymi domenami tworzona jest szczelina, w kt·rej ulokowane 

jest centrum aktywne enzymu [37]. Strukturň przestrzennŃ tego ukğadu przedstawiono 

schematycznie na  Rys. 11. 

 

Rys. 11. Model struktury przestrzennej katepsyny D [38]. 

Katepsyna D nie jest enzymem specyficznym, indukuje rozkğad w kwaŜnym Ŝrodowisku 

wielu substancji, w tym hormon·w i toksyn bakteryjnych. Jednym z jej substrat·w jest insulina 

ludzka. Katepsyna katalizuje reakcjň rozpadu dwu wiŃzaŒ peptydowych, zlokalizownaych 

pomiňdzy aminokwasami w pozycjach B24 i B25 oraz B25 i B26, prowadzŃc do powstania 

nieaktywnej biologicznie czŃsteczki [39]. Lokalizacje wybierane przez katepsynň 

charakteryzujŃ siň obecnoŜciŃ niepolarnych i hydrofobowych grup bocznych zar·wno po C- 

jak i po N-stronie wiŃzania peptydowego. WiŃzanie pomiňdzy dwiema fenyloalaninami (B24-

B25) jest szczeg·lnie preferowane. 

Szeroko zakrojone badania katepsyny wykazağy jej istotny udziağ w obrocie biağka w 

kom·rce, aktywacji i degradacji wielu hormon·w, czynnik·w wzrostu, czy biağek 
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cytoszkieletu. Jest takŨe zwiŃzana ze szlakami biorŃcymi udziağ w procesach nowotworzenia i 

apoptozy [37].  CzňŜĺ badaczy sceptycznie podchodzi do koncepcji jej udziağu w trawieniu 

insuliny. Badania na adipocytach, prowadzone przez J. Fawcett et. al, wskazujŃ na gğ·wny 

wkğad IDE w efekt degradacyjny w tego typu kom·rkach [40] sugerujŃc, Ũe katepsyna D albo 

nie trawi insuliny, albo jej udziağ w procesie jest marginalny. 

SpecyficznoŜĺ enzym·w trawiennych powoduje, iŨ zachodzenie proces·w degradacji 

katalizowanych ich wpğywem jest silnie uzaleŨnione od budowy czŃsteczek potencjalnych 

substrat·w. W przypadku terapii cukrzycy stosowana jest nie tylko rekombinowana insulina 

ludzka, ale takŨe cağy szereg substancji ï tzw. analog·w insuliny - o bardzo zbliŨonych do 

insuliny sekwencjach aminokwasowych, posiadajŃcych jednak drobne modyfikacje, 

wpğywajŃce na ich strukturň,  profil dziağania oraz podatnoŜĺ na dziağanie enzym·w.  

3. Analogi insuliny ludzkiej  i ich metabolity 

Celem insulinoterapii jest naŜladowanie normalnego dziağania hipoglikemizujŃcego 

insuliny u chorych, w przypadku kt·rych obserwuje siň albo niewystarczajŃce wydzielanie tego 

hormonu, ale obniŨonŃ wraŨliwoŜĺ tkanek na jego obecnoŜĺ we krwi. Utrzymanie poziomu 

glukozy we krwi, odpowiadajŃcego dziağaniu insuliny u zdrowego czğowieka pozwala na 

zapobieganie powikğaniom naczyniowym oraz zahamowanie powstawania i postňpu zmian 

zwyrodnieniowych w narzŃdach wewnňtrznych pacjent·w z cukrzycŃ [41]. Preparaty 

insulinowe podawane sŃ do tkanki podsk·rnej, tam heksamery czŃsteczek biağka dysocjujŃ do 

monomer·w i wraz z krwiŃ transportowane sŃ do kom·rek tkanek insulinozaleŨnych. Czas 

potrzebny na te etapy dysocjacji i transportu powoduje, Ũe efekt dziağania hormonu 

podawanego w preparacie farmaceutycznym widoczny jest dopiero po ok. 1 h i utrzymuje siň 

przez ok. 5-8 h, przy czym najsilniejsze dziağanie obserwowane jest po ok. 2-4 h od podania 

[42]. Powoduje to, Ũe stosowanie preparat·w insulinowych jest problematyczne i niesie ze sobŃ 

ryzyko nasilonej hipoglikemii, zwğaszcza nocnej [43]. W celu zminimalizowania tych 

zagroŨeŒ, opracowuje siň leki hipoglikemizujŃce, kt·rych czŃsteczki strukturalnie wykazujŃ 

duŨe podobieŒstwo do czŃsteczki insuliny, ale wykazujŃce zmodyfikowane w stosunku do 

insuliny ludzkiej dziağanie ï tzw. analogi insuliny. Wyr·Ũniamy dwa typy analog·w: analogi 

szybkodziağajŃce i analogi dğugodziağajŃce. Te dwie grupy lek·w majŃ r·Ũne zastosowania. 

Analogi szybkodziağajŃce stosowane sŃ w celu szybkiej redukcji stňŨenia glukozy we krwi, 

szybszej niŨ miağoby to miejsce w przypadku preparatu insulinowego. Analogi dğugodziağajŃce 

majŃ utrzymywaĺ stan homeostazy, naŜladujŃc tzw. bazowe (podstawowe) wydzielanie 

insuliny.    
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3.1. Analogi dostňpne komercyjnie  

3.1.1. Analogi szybkodziağajŃce  

Analogi szybkodziağajŃce zaprojektowane zostağy w spos·b zapewniajŃcy im jak 

najszybszŃ dostňpnoŜĺ biologicznŃ. PojawiajŃ siň w krwioobiegu w przeciŃgu kilku minut od 

wstrzykniňcia i utrzymujŃ wysokŃ aktywnoŜĺ biologicznŃ przez 1-2 godziny, po czym sŃ 

szybko usuwane. Po 4 godzinach od wstrzykniňcia sŃ juŨ niewykrywalne w pr·bkach krwi. 

Ze wzglňdu na te wğaŜciwoŜci sŃ insulinami typu ñbolusò, stosowanymi po posiğku. 

Zarejestrowanymi i dostňpnymi w sprzedaŨy analogami szybkodziağajŃcymi sŃ 

insuliny: aspart (NovoLog/NovoRapid, Novo Nordisk), glulisine (Apidra, Sanofi) i lispro 

(Humalog/Liprolog, Eli Lilly; Lispro, Sanofi). Schemat ich uwalniania oraz przykğadowy 

wykres obrazujŃcy efekt fizjologiczny ich stosowania zaprezentowano na Rys. 12. 

 

 

Rys. 12. Schemat dziağania analog·w szybkodziağajŃcych (A) i profil czasowy ich dziağania (B) 

[44]. 

3.1.1.1. Aspart  

Sekwencja insuliny aspart r·Ũni siň od sekwencji insuliny ludzkiej jednym 

aminokwasem, zlokalizowanym w pozycji B28 [45]. WystňpujŃca tam w czŃsteczce insuliny 

prolina zastŃpiona zostağa kwasem asparaginowym. Ta drobna zmiana pozwoliğa na skuteczne 

zapobieganie tworzenia struktur wyŨszych rzňd·w (heksamer·w), a co za tym idzie - 

przyspieszony i kr·tszy profil dziağania w por·wnaniu do insuliny ludzkiej.  Sekwencjň insuliny 

aspart przedstawiono na Rys. 13. 
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Rys. 13. Sekwencja insuliny aspart, modyfikacjň w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 

3.1.1.2. Glulisine 

Insulina glulisine wykazuje efekt biologiczny podobny do tego, jaki osiŃga siň z 

uŨyciem insuliny aspart. Tutaj takŨe udağo siň uzyskaĺ efekt przyspieszonego dziağania dziňki 

substytucjom w pozycjach B3 (asparaginň zastŃpiono lizynŃ) oraz B29 (lizyna zastŃpiona 

kwasem glutaminowym). R·Ũnice w sekwencjach insuliny ludzkiej i aspart przedstawiono na 

Rys. 14. 

 

Rys. 14. Sekwencja insuliny glulisine, modyfikacje w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 
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3.1.1.3. Lispro 

Analogicznie jak w poprzednich przypadkach, w insulinie lispro udağo siň uzyskaĺ 

interesujŃcy profil dziağania dziňki obniŨeniu zdolnoŜci czŃsteczki do asocjacji. W tym 

przypadku uzyskano to dziňki zamianie miejscami dw·ch przedostatnich aminokwas·w 

ğaŒcucha B - lizyny (B29) i proliny (B28). Sekwencjň insuliny lispro przedstawiono na Rys. 15. 

 

Rys. 15. Sekwencja insuliny lispro, modyfikacjň w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 

3.1.2. Analogi dğugodziağajŃce  

Analogi dğugodziağajŃce to substancje zaprojektowane w taki spos·b, by symulowaĺ 

stağe dostarczanie naturalnie produkowanej w organizmie insuliny bazowej. DziağajŃ przez 

dğugi czas i zapewniajŃ w miarň Ăpğaskiò profil dziağania, dziňki czemu okreŜla siň je takŨe 

mianem bezszczytowych. Pierwsze efekty ich dziağania obserwowane sŃ po ok. 30-90 

minutach, maksimum pojawia siň po ok. 5 godzinach [44] [46]. Cağkowity czas dziağania 

bardzo uzaleŨniony jest od odpowiedzi konkretnego pacjenta i waha siň w przedziale od ok. 12 

do 24 h.  

Zarejestrowanymi i dostňpnymi w sprzedaŨy analogami dğugodziağajŃcymi sŃ insuliny: 

glargina (Lantus, Sanofi) , detemir (Levemir, Novo Nordisk) i degludec (Tresiba, Novo 

Nordisk). 
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3.1.2.1. Glargina 

Insulina glargina po podaniu podsk·rnym tworzy mikrodepozyt, z kt·rego potem 

substancja aktywna jest powoli uwalniana do krwioobiegu. Stosunkowo powolne tempo 

dysocjacji krysztağ·w glarginy pozwala na uzyskanie dğugiego i pğaskiego profilu dziağania. 

Dzieje siň tak dziňki zmodyfikowanemu punktowi izoelektrycznemu biağka w stosunku do 

insuliny ludzkiej, w zwiŃzku z czym czŃsteczki analogu ulegajŃ wytrŃceniu w pH 

fizjologicznym. Efekt taki osiŃgniňto poprzez wprowadzenie drobnych zmian w sekwencji 

aminokwas·w - do ğaŒcucha B doğŃczono dwie argininy na jego C-koŒcu. Sekwencjň insuliny 

glarginy przedstawiono na Rys.  16. Schemat uwalniania glarginy oraz przykğadowy wykres 

obrazujŃcy efekt fizjologiczny tego analogu zaprezentowano na Rys.  17. 

 

 

Rys.  16. Sekwencja insuliny glarginy, modyfikacje w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 
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Rys.  17. Schemat uwalniania glarginy (A) i profil czasowy jej dziağania (B) [44]. 

3.1.2.2. Detemir 

Nieco innŃ strategiň wydğuŨenia dziağania zastosowano w przypadku analogu detemir. 

Analog ten po wstrzykniňciu podsk·rnym szybko dyfunduje do krwioobiegu, jednak dziňki 

doğŃczeniu do ğaŒcucha peptydowego w pozycji B29 14-wňglowego kwasu tğuszczowego od 

razu wiŃŨe siň z biağkiem krwi - albuminŃ. WydğuŨenie dziağania wynika z duŨego 

powinowactwa obydwu czŃsteczek, co powoduje czasowŃ niedostňpnoŜĺ biologicznŃ analogu. 

Powolne rozpadanie siň tego kompleksu powoduje stopniowe uwalnianie detemiru, co trwa od 

12 do 24 godzin. Sekwencjň detemiru przedstawiono na Rys. 18, schemat jego uwalniania oraz 

przykğadowy wykres obrazujŃcy efekt fizjologiczny - na Rys. 19. 

 
Rys. 18. Sekwencja insuliny detemir, modyfikacjň w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 
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Rys. 19. Schemat uwalniania insuliny detemir (A) i profil czasowy jej dziağania (B) [44]. 

3.1.2.3. Degludec 

Podobnie jak w przypadku insuliny detemir, czŃsteczka insuliny degludec nie posiada 

treoniny w pozycji B30. Do lizyny w pozycji B29 doğŃczono tutaj zmodyfikowany kwas 

tğuszczowy - kwas heksadekanodiowy. Zakğada siň, Ũe wydğuŨenie dziağania w przypadku tego 

analogu jest wynikiem dw·ch zjawisk - ograniczonej szybkoŜci dysocjacji tworzonych przez 

niŃ multiheksamer·w w tkance podsk·rnej oraz, podobnie jak w przypadku detemir, wiŃzania 

siň monomer·w z albuminŃ krwi. Wykazano przy tym, Ũe powinowactwo albuminy do 

degludecu jest nieco wyŨsze niŨ do detemiru [47]. Sekwencjň degludecu przedstawiono na 

Rys. 20. 

 
Rys. 20. Sekwencja insuliny degludec, modyfikacjň w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej 

zaznaczono na czerwono. 
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3.2. Innowacyjne analogi insuliny 

Do badaŒ w ramach niniejszej pracy wybrano dwa analogi insuliny, wytworzone technikŃ 

rekombinacji DNA z uŨyciem plazmidu pIBAINS, skonstruowanego w ramach prac Zakğadu 

BioinŨynierii Instytutu Biotechnologii i Antybiotyk·w (obecnie: Sieĺ Badawcza Ğukasiewicz 

ï Instytutu Chemii Przemysğowej imienia Profesora Ignacego MoŜcickiego). Sekwencja 

kodujŃca nowych biağek skğadağa siň z 4 element·w, uğoŨonych liniowo: zmodyfikowanego 

genu SOD, sekwencji ğaŒcucha B analogu, kr·tkiego peptydu ğŃcznikowego pomiňdzy 

ğaŒcuchami A i B (2 aminokwasy zasadowe - Arg Arg lub Lys Arg, analogicznie jak to ma 

miejsce w naturalnym genie insuliny ludzkiej) oraz sekwencji ğaŒcucha A [48]. Ekspresja 

gen·w kodujŃcych biağka prowadzona byğa w kom·rkach Escherichia coli.  

Obydwa wybrane do badaŒ analogi zaprojektowano w taki spos·b, by po podaniu 

podsk·rnym wywoğaĺ efekt przedğuŨenia dziağania. Wybrano do tego podejŜcie analogiczne jak 

w przypadku insuliny glarginy: do C-koŒc·w ğaŒcucha B przyğŃczone zostağy dodatkowe 

aminokwasy zasadowe w celu przesuniňcia punktu izoelektrycznego opracowywanych biağek 

w kierunku wyŨszych wartoŜci pH, bliŨszych pH fizjologicznemu. Zdecydowano siň takŨe na 

wprowadzenie dodatkowych modyfikacji w celu zwiňkszenia stabilnoŜci czŃsteczki w stosunku 

do konkurencyjnego produktu leczniczego - glarginy. W czasie przechowywania formulacji 

farmaceutycznej, w preparatach insulinowych nastňpuje proces deamidacji. SpoŜr·d 20 

aminokwas·w biogennych zaledwie dwa - glutamina i asparagina mogŃ ulegaĺ reakcji 

deamidacji, czyli przeksztağceniu grupy amidowej w kwasowŃ w obecnoŜci czŃsteczki wody, 

co powoduje pojawienie siň nowego ugrupowania kwasowego w biağku. Enzymatyczna 

deamidacja glutaminy jest procesem powszechnym w organizmach ssak·w i realizowana jest 

z udziağem enzymu ï transglutaminazy (katalizuje reakcjň dla glutaminy posiadajŃcej choĺ 

jeden aminokwas stronie koŒca C ğaŒcucha polipeptydowego oraz dwa po stronie N) [49]. 

Szczeg·lnie ciekawy jest jednak proces deamidacji asparaginy, gdyŨ jest to jeden z niewielu 

proces·w zachodzŃcych w organizmach Ũywych bez katalizy enzymatycznej [50], a za postňp 

reakcji odpowiadajŃ uwarunkowania fizykochemiczne biağek (sŃsiedztwo konkretnych 

aminokwas·w, struktury wyŨszych rzňd·w) jak r·wnieŨ ich otoczenia (pH, siğa jonowa). Jest 

to zjawisko bardzo niekorzystne, gdyŨ prowadzi bezpoŜrednio do przeksztağcenia substancji 

aktywnej w pochodne o nieznanych wğaŜciwoŜciach i przy przekroczeniu granicznej zawartoŜci 

w preparacie farmaceutycznym, wymusza na producentach prowadzenie dodatkowych, 

dğugotrwağych i kosztownych badaŒ aktywnoŜci biologicznej i toksycznoŜci. W badaniach 

stabilnoŜci preparat·w insulinowych najczňŜciej obserwowane jest powstawanie dw·ch 
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deamidowanych pochodnych insuliny, odpowiadajŃcych zachodzeniu reakcji w pozycji A21 

oraz, w mniejszym stopniu, w pozycji B3. W nowo zaprojektowanych analogach, 

postanowiono wprowadziĺ modyfikacje koŒca ğaŒcucha A oraz, opcjonalnie, substytuuje w 

pozycji 3 ğaŒcucha B w celu zminimalizowania moŨliwoŜci zachodzenia reakcji deamidacji 

asparaginy. 

W przypadku obydwu wytypowanych do badaŒ analog·w wyprodukowane biağka zostağy 

w peğni scharakteryzowane, opracowane zostağy optymalne formulacje farmaceutyczne, 

kt·rych stabilnoŜĺ dğugoterminowa zweryfikowana zostağa pozytywnie po trwajŃcych 3 lata 

badaniach. Zgromadzono takŨe obszerny materiağ z badaŒ przedklinicznych, 

przeprowadzonych na zlecenie w renomowanych jednostkach w Polsce i na Ŝwiecie, w tym 

czňŜciowe badania farmakodynamiczne in vivo, kt·re wstňpnie potwierdziğy wystňpowanie 

zaprojektowanego efektu przedğuŨenia dziağania.     

3.2.1. Insulina AKR 

W kodzie genetycznym odpowiedzialnym za sekwencjň aminokwasowŃ ğaŒcucha A 

insuliny AKR po sekwencji kodujŃcej C-terminalnŃ asparaginň umieszczono kodon 

warunkujŃcy przyğŃczenie do niej w czasie translacji dodatkowego aminokwasu ï alaniny w 

pozycji A22. W przypadku ğaŒcucha B takŨe zmodyfikowano sekwencjň jego C-koŒca. W celu 

modyfikacji punktu izoelektrycznego biağka, wzorujŃc siň na glarginie, do sekwencji 

nukleotydowej DNA ğaŒcucha B doğŃczono kodony warunkujŃce przyğŃczenie do tworzonej 

czŃsteczki biağka dw·ch dodatkowych aminokwas·w zasadowych: lizyny w pozycji B31 i 

argininy w pozycji B32. Sekwencjň aminokwasowŃ insuliny AKR zaprezentowano na Rys. 21, 

zaznaczajŃc na czerwono miejsca, w kt·rych r·Ũni siň ona od sekwencji insuliny ludzkiej. 
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Rys. 21. Sekwencja aminokwasowa insuliny AKR, modyfikacje w stosunku do sekwencji 

insuliny ludzkiej zaznaczono na czerwono. 

3.2.2. Insulina SK3R 

Sekwencja genu kodujŃcego insulinň SK3R r·Ũni siň od genu insuliny ludzkiej tym, Ũe 

tuŨ po sekwencji kodujŃcej asparaginň na koŒcu C ğaŒcucha A posiada dodatkowŃ tr·jkň 

nukleotyd·w, kodujŃcŃ serynň. W rezultacie sekwencja ğaŒcucha A zostağa wydğuŨona z 21 do 

22 aminokwas·w. W przypadku ğaŒcucha B sekwencja kwas·w nukleinowych AAC, kodujŃca 

asparaginň w pozycji B3, zostağa zastŃpiona kodonem prowadzŃcym do zastŃpienia jej lizynŃ. 

W celu modyfikacji punktu izoelektrycznego biağka, do sekwencji nukleotydowej DNA 

ğaŒcucha B doğŃczono kodon AAG, dziňki czemu w pozycji 31 ğaŒcucha B znajduje siň 

arginina. Sekwencjň aminokwasowŃ insuliny SK3R zaprezentowano na Rys. 22, zaznaczajŃc 

na czerwono miejsca, w kt·rych r·Ũni siň ona od sekwencji insuliny ludzkiej. 
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Rys. 22. Sekwencja aminokwasowa insuliny SK3R, modyfikacje w stosunku do sekwencji 

insuliny ludzkiej zaznaczono na czerwono. 

3.3. Metabolizm analog·w insuliny 

WiňkszoŜĺ analog·w ma sekwencje i struktury przestrzenne bardzo podobne do 

insuliny. Po iniekcji wystawiane sŃ na dziağanie tych samych czynnik·w degradujŃcych, co 

naturalnie wystňpujŃcy hormon. O ile jednak o klirensie insuliny decydujŃ: wychwyt do tkanek 

(wŃtroba, nerki) oraz degradacja w kom·rkach, o tyle, w przypadku podania podsk·rnego 

preparatu (w tym wielu analog·w), wpğyw na rozkğad biofarmaceutyk·w mogŃ mieĺ takŨe 

enzymy, dla kt·rych wytwarzana wewnňtrznie insulina ludzka nie jest naturalnym substratem. 

Doniesienia literaturowe dotyczŃce ŜcieŨek biotransformacji insuliny i analog·w 

podawanych podsk·rnie sŃ dosyĺ skromne. Z dostňpnych wynik·w badaŒ przedklinicznych i 

klinicznych moŨna wywnioskowaĺ, iŨ zachodzi ona gğ·wnie we krwi i tkance podsk·rnej.  

3.3.1. Degradacja analog·w insuliny we krwi 

Krew stanowi bardzo bogatŃ matrycň, w jej skğadzie, opr·cz skğadnik·w kom·rkowych 

(erytrocyty, leukocyty, trombocyty) i osocza (wodny roztw·r biağek, soli oraz zwiŃzk·w 

mağoczŃsteczkowych), znajdziemy rozpuszczone substancje odŨywcze, produkty przemiany 

materii oraz skğadniki buforujŃce, utrzymujŃce stağy poziom pH miňdzy 7,35 a 7,45. 

Na podstawie przeprowadzonych badaŒ stwierdzono, Ũe mimo obecnoŜci we krwi wielu 

enzym·w, czŃsteczka glarginy ulega w niej tylko czňŜciowej degradacji, zachowujŃc 

dodatkowo swoje wğaŜciwoŜci biologiczne. Wedğug czňŜci badaczy ciňciu w osoczu ulegajŃ 
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tylko dwa wiŃzania peptydowe, ğŃczŃce dwie czŃsteczki argininy z C-koŒcem ğaŒcucha B, co 

prowadzi do powstania desB32Arg desB31Arg glarginy oraz desB32Arg glarginy (produkt 

poŜredni) [51]. Dostňpne sŃ jednak r·wnieŨ doniesienia literaturowe wskazujŃce, Ũe pojawia 

siň takŨe trzeci metabolit, pozbawiony jeszcze jednego aminokwasu z C-koŒca - treoniny, 

desB32Arg desB31Arg desB30Thr glargina [52] [53]. Reakcja degradacji zachodzi szybko. 

W badaniach P. Lucidi et.al [54], w kt·rych osobom chorym na cukrzycň typu 2 podawano 

glarginň, wykazano, Ũe w bardzo kr·tkim czasie od iniekcji we krwi obecna jest w 

zdecydowanej przewadze forma pozbawiona dwu terminalnych arginin. ŧadna inna pochodna 

nie zostağa zaobserwowana, a glargina oznaczana byğa na bardzo niskich poziomach, co 

pozwala sŃdziĺ, iŨ za efekt farmaceutyczny glarginy odpowiedzialna jest nie czŃstka 

macierzysta, a wğaŜnie jej metabolit ostateczny. 

Eksperymenty przeprowadzone w grupie G. Bolli [52] na pacjentach z cukrzycŃ typu 1 

potwierdziğy wyniki badaŒ przeprowadzonych przez P. Lucidi et.al. We krwi pacjent·w, 

kt·rym podawano glarginň, od samego poczŃtku wykrywano nieznaczne iloŜci niestrawionej 

glarginy oraz praktycznie sam metabolit: desB32Arg desB31Arg glarginň. We krwi niekt·rych 

pacjent·w w Ŝladowych iloŜciach wykrywano jednak takŨe metabolit desB32Arg desB31Arg 

desB30Thr glarginň, jednak jej obecnoŜĺ przypisano dziağaniu enzym·w niespecyficznych. 

W osoczu krwi czğowieka obecne sŃ dwie karboksypeptydazy posiadajŃce zdolnoŜĺ 

odcinania aminokwas·w zasadowych (lizyna, arginina) z C-koŒca biağka, kt·rym przypisaĺ 

moŨna ten efekt enzymatyczny. SŃ to:  karboksypeptydaza N (CPN) oraz karboksypeptydaza 

U (CPU). Podejrzewa siň, Ũe to wğaŜnie CPN, kt·rej stňŨenie we  krwi jest stosunkowo wysokie, 

a zakres dziağania bardzo szeroki, stanowiĺ moŨe gğ·wny czynnik aktywny w degradacji 

analog·w takich jak glargina we krwi. 

3.3.2. Degradacja analog·w insuliny w tkance podsk·rnej 

Preparaty farmaceutyczne insuliny i analog·w podawane sŃ pacjentom w formie 

iniekcji podsk·rnej. Zanim substancje aktywne zostanŃ uwolnione do krwioobiegu, 

wystawione sŃ na dziağanie enzym·w wytwarzanych przez tň tkankň. W przypadku insuliny 

ludzkiej oraz analog·w szybkodziağajŃcych czas ekspozycji jest bardzo kr·tki. Ulega on jednak 

znacznemu wydğuŨeniu w przypadku preparat·w tworzŃcych mikrodepozyty podsk·rne. 

Konkretne enzymy odpowiedzialne za biotransformacjň insuliny i analog·w w tkance 

podsk·rnej nie zostağy jeszcze zidentyfikowane. Dostňpne wyniki badaŒ, potwierdzajŃce 

czňŜciowŃ degradacjň tych biağek w tkance podsk·rnej, dotyczŃ eksperyment·w in vitro z 

uŨyciem materiağu tkankowego albo analizy pr·bek krwi pobranych od pacjent·w, kt·rym 
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podano wczeŜniej farmaceutyk [53]. Dane te nie zostağy zestawione z Ũadnymi wynikami 

uzyskanymi przy uŨyciu oczyszczonego enzymu. 

W badaniach G.U. Kuerzel et. al [53]. mierzono obecnoŜĺ metabolit·w glarginy w 

miejscu wstrzykniňcia analogu (pr·bki tkanek po liposukcji) oraz we krwi pacjent·w w r·Ũnych 

odstňpach czasu od momentu iniekcji. Uzyskane wyniki pozwoliğy stwierdziĺ, Ũe juŨ w tkance 

podsk·rnej pojawiajŃ siň formy pozbawione jednej lub dw·ch koŒcowych arginin ğaŒcucha B:  

desB32Arg desB31Arg glargina oraz, w znacznie mniejszej iloŜci, desB32Arg glargina. 

Dodatkowo zar·wno w materiale z liposukcji jak i w pr·bkach krwi wykryto desB32Arg 

desB31Arg desB30Thr glarginň. 

Eksperymenty in vitro prowadzone w Centrum BadaŒ Antydopingowych w Kolonii 

(Niemcy) na insulinie ludzkiej [55] potwierdziğy wyniki badaŒ G.U. Kuerzel et. al, wykazujŃc, 

Ũe ciňcie ğaŒcucha w pozycji B30-31 dotyczy przypadku podania podsk·rnego. Inkubacja 

insuliny w pr·bkach krwi nie doprowadziğa do degradacji hormonu. Dopiero w 

eksperymentach, w kt·rych jako Ŝrodowisko reakcji wykorzystano pr·bki moczu i zawiesinň 

mikrosom·w z lizatu pr·bek sk·ry, zaobserwowano degradacjň enzymatycznŃ. Wykryto szereg 

produkt·w enzymatycznego trawienia, jednak w obydwu przypadkach gğ·wnym metabolitem 

byğa forma pozbawiona treoniny na C-koŒcu ğaŒcucha B. 

W badaniach, prowadzonych z uŨyciem supernatantu z odwirowanego homogenatu 

tkanki podsk·rnej [56], wykazano, iŨ enzymy obecne w tworzŃcych jŃ kom·rkach powodujŃ 

gğ·wnie wytworzenie desB30Thr insuliny. W niewiele mniejszej iloŜci powstawağ takŨe 

metabolit desB1Phe insulina, a w iloŜci Ŝladowej - desB1Phe desB30Thr insulina. Obydwa 

dodatkowe metabolity nie byğy wykrywane w przypadku wczeŜniej wspominanych badaŒ.  

 Zaobserwowanie, Ũe analogi insuliny sŃ w Ŝrodowisku tkanek metabolizowane w nieco 

odmienny spos·b niŨ w ma to miejsce przypadku insuliny ludzkiej, zrodziğo pytania o 

wğaŜciwoŜci biologiczne powstajŃcych w organizmie pochodnych analog·w, przede wszystkim 

w kontekŜcie ich potencjalnego wpğywu na procesy zwiŃzane z wywoğywaniem i rozwojem 

raka. 

4. Insulina a proces rozwoju nowotwor·w 

Obserwacje kliniczne potwierdzajŃ, iŨ ryzyko wystŃpienia raka w obrňbie ŨeŒskich 

narzŃd·w rozrodczych, piersi, trzustki, wŃtroby, czy jelita grubego i dr·g moczowych jest 

statystycznie wyŨsze u os·b, u kt·rych stwierdzono juŨ zachorowanie na cukrzycň [57]. JednŃ z 

podejrzewanych przyczyn takiego stanu rzeczy jest przewlekğy stan hiperinsulinemii, 

charakterystyczny dla przebiegu tej choroby. PoniewaŨ insulina zaliczana jest do czynnik·w 
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wzrostu o szerokim spektrum dziağania, nie tylko o charakterze metabolicznym, ale majŃcym 

takŨe wpğyw na procesy wzrostu i podziağu kom·rki, moŨna podejrzewaĺ, Ũe moŨe mieĺ 

zwiŃzek z zachodzŃcymi w organizmie procesami mutagennymi. W stanie podwyŨszonego 

poziomu tego hormonu we krwi, istnieje takŨe znacznie wiňksze prawdopodobieŒstwo jego 

oddziağywania z receptorem insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF1R), kt·rego struktura 

wykazuje wysokŃ homologiň z receptorem insuliny ludzkiej (sŃ one na tyle podobne, Ũe w 

naturze wystňpujŃ receptory hybrydowe, skğadajŃce siň z podjednostki IR i podjednostki IGF1R 

[58] [59]). Mimo iŨ insulina i IGF1 odgrywajŃ w organizmie odmienne role, to wykazujŃ 

wzajemnie silne powinowactwo do swoich receptor·w i mogŃ wpğywaĺ na realizacjň funkcji 

peğnionych przez to drugie biağko. W por·wnaniu do IR, IGF1R wykazuje znacznie silniejszŃ 

aktywnoŜĺ mutagennŃ, w zwiŃzku z czym zwiňkszenie jego aktywacji przez nadmiar insuliny 

we krwi moŨe stanowiĺ dodatkowy sygnağ do niekontrolowanych podziağ·w dla kom·rek 

nowotworowych. Hiperglikemia i czňsto towarzyszŃca cukrzycy otyğoŜĺ, podobnie jak 

zwiňkszony stres oksydacyjny w kom·rkach mogŃ r·wnieŨ zwiňkszaĺ ryzyko zapadalnoŜci na 

nowotwory [60] [61].  

Z drugiej strony, wyniki badaŒ wskazujŃ takŨe na nienaturalnie wysokŃ ekspresjň biağka 

receptora insulinowego w kom·rkach rakowych w por·wnaniu z kom·rkami nie zmienionymi 

nowotworowo [62], przy czym dodatkowo istotne jest, Ũe dominuje w nich izoforma A 

receptora insulinowego. WiŃŨŃc siň z niŃ, insulina moŨe mieĺ wiňkszy wpğyw na aktywowanie 

szlak·w metabolicznych sprzyjajŃcych mutagenezie, zwiňkszonej proliferacji kom·rek i 

ochronie przed apoptozŃ, jak r·wnieŨ na tworzenie przerzut·w do innych organ·w.  

5. Podsumowanie czňŜci literaturowej 

Insulina ludzka jest hormonem o dziağaniu anabolicznym, uczestniczŃcym w regulacji 

poboru skğadnik·w odŨywczych do wnňtrza kom·rek, ich magazynowania oraz metabolizmie 

kom·rkowym. Wiele wskazuje r·wnieŨ na to, Ũe ma teŨ duŨy wpğyw na procesy wzrostu, 

r·Ũnicowania i podziağu kom·rek. Kluczowa rola, jakŃ insulina odgrywa w metabolizmie, 

zwiŃzana jest z regulacjŃ transportu glukozy z krwi do wnňtrza kom·rek, gğ·wnie 

zlokalizowanych w wŃtrobie, miňŜniach i tkance tğuszczowej. U zdrowych osobnik·w iloŜĺ 

glukozy we krwi regulowana jest w dosyĺ wŃskim przedziale stňŨeŒ. Wzrost jej stňŨenia po 

posiğku jest sygnağem do uruchomienia poboru cukru do wnňtrza kom·rek. Odbywa siň to za 

pomocŃ GLUT4, bğonowego transportera glukozy wraŨliwego na insulinň. W przypadku 

wŃtroby i miňŜni, pob·r glukozy skorelowany jest z uruchomieniem procesu glikogenogenezy 

(przeksztağcenie czŃsteczek glukozy w materiağ zapasowy ï glikogen), w wŃtrobie i 
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adipocytach nastňpuje natomiast biosynteza kwas·w tğuszczowych na drodze liponeogenezy. 

Mimo pierwotnego przekonania o roli insuliny jako czynnika odpowiedzialnego jedynie za 

sterowanie przekazywaniem glukozy miňdzy krwiŃ a wnňtrzem kom·rki, hormon ten ma 

bardzo szerokie dziağanie biologiczne, ma wpğyw na tempo wzrostu i r·Ũnicowania kom·rek 

poprzez udziağ w sterowaniu replikacjŃ DNA oraz syntezŃ, obrotem i rozkğadem biağka w 

organizmie. Ostateczny efekt metaboliczny dziağania danej czŃsteczki insuliny w duŨej mierze 

zaleŨy od receptora, z jakim siň ona poğŃczy ï jego struktury, lokalizacji oraz skğadu otoczenia. 

Insulina jest biağkiem produkowanym przez kom·rki ɓ wysepek Langerhansa trzustki. 

Skğada siň z 51 aminokwas·w o ğŃcznej masie ok. 5808 Da. Tworzona jest przez dwie 

podjednostki ï ğaŒcuch A (budowany przez 21 aminokwas·w) i ğaŒcuch B (budowany przez 30 

aminokwas·w), kt·re w poprawnie sfağdowanym biağku poğŃczone sŃ dwoma mostkami 

disiarczkowymi. Trzeci, dodatkowy mostek, ğŃczy dwa aminokwasy ğaŒcucha A, cysteiny w 

pozycjach A6 i A11. Strukturň przestrzennŃ ğaŒcucha A insuliny ludzkiej tworzŃ dwie prawie 

antyr·wnolegğe Ŭ-helisy (A2-A8 i A13-A20). W ğaŒcuchu B jest tylko jedna Ŭ-helisa, tworzona 

zasadniczo przez aminokwasy od B9 do B19, a w szczeg·lnych warunkach Ŝrodowiska, 

wydğuŨona aŨ do jego N-koŒca. W warunkach naturalnych czŃsteczka ukğada siň w przestrzeni 

w taki spos·b, by w jak najskuteczniejszy spos·b osğoniĺ ugrupowania niepolarne od 

Ŝrodowiska wodnego, co powoduje, Ũe biağko nie ma struktury liniowej, a globularnŃ.  

W roztworach wodnych insulina wystňpuje w postaci monomeru tylko przy bardzo 

niskich stňŨeniach, przy stňŨeniach wyŨszych ulega szybkiej dimeryzacji. W dimerze dwie 

czŃsteczki insuliny poğŃczone sŃ dziňki oddziağywaniom niepolarnym oraz tworzeniu wiŃzaŒ 

wodorowych pomiňdzy aminokwasami w pozycjach B24 i B26. W roztworach wodnych o pH 

mieszczŃcych siň w zakresie 4-8 i zawierajŃcych jony cynku, dimery mogŃ tworzyĺ struktury 

szeŜcioczŃsteczkowe (heksamery). CzŃsteczki insuliny, do czasu sekrecji, przechowywane sŃ 

w kom·rkach wysepek Langerhansa w postaci krysztağ·w zbudowanych wğaŜnie z 

heksamer·w. 

Efekt metaboliczny dziağania insuliny jest pochodnŃ jego oddziağywania z receptorem 

insulinowym (IR). Jest on biağkiem bğonowym o wğaŜciwoŜciach katalitycznej kinazy 

tyrozynowej, zbudowanym z homodimer·w kowalencyjnych o budowie typu Ŭ2ɓ2. Ulokowane 

na zewnŃtrz kom·rki podjednostki Ŭ monomer·w receptora insuliny stanowiŃ punkt wiŃzania 

insuliny.  Podjednostki ɓ sŃ transmembranowe,  jednym koŒcem zakotwiczone sŃ na zewnŃtrz 

kom·rki, gdzie ğŃczŃ siň mostkami disiarczkowymi z podjednostkami Ŭ, a drugim 

wyeksponowane do jej wnňtrza. To ta wewnňtrzna czňŜĺ odpowiada za aktywnoŜĺ katalitycznŃ 

receptora.  



 

50 

 

W kom·rkach ludzkich wystňpujŃ dwie r·Ũne izoformy receptora insulinowego (IR-A i 

IR-B), r·ŨniŃce siň o fragment 12 aminokwas·w zlokalizowanych w obszarze 

odpowiedzialnym za wiŃzanie ligandu. Fizjologiczne role izoform receptora nie zostağy jeszcze 

do koŒca poznane, jednak powszechna jest juŨ wiedza o dominujŃcej roli IR-A we wzroŜcie i 

rozwoju prenatalnym (nadreprezentacja w kom·rkach nowotworowych i embrionalnych) oraz 

IR-B w regulacji metabolicznej (nadreprezentacja w tkance miňŜniowej, tğuszczowej i w 

m·zgu). Doniesienia literaturowe wskazujŃ takŨe, Ũe rozregulowanie r·wnowagi iloŜciowej 

miňdzy izoformami A i B w organizmie moŨna wiŃzaĺ z opornoŜciŃ na insulinň, procesami 

starzenia siň i zwiňkszonŃ aktywnoŜciŃ proliferacyjnŃ zar·wno tkanek nowotworowych, jak i 

prawidğowych. 

ZwiŃzanie insuliny z receptorem insulinowym (IR) prowadzi do niemal 

natychmiastowego powstania biağkowego kompleksu sygnağowego wok·ğ jego podjednostek 

ulokowanych wewnŃtrz kom·rki. IR ulega autofosforylacji. Domeny katalityczne o charakterze 

kinaz tyrozynowych ulegajŃ aktywacji i fosforylujŃ biağka substratowe receptora, wŜr·d 

kt·rych najistotniejszŃ rolň peğniŃ biağka IRS. W ten spos·b uruchamiane sŃ kaskady 

enzymatyczne, do najwaŨniejszych z kt·rych zalicza siň kaskady prowadzŃce w kierunku 

proliferacji kom·rek (szlak od biağka Ras do kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK)) oraz 

kaskady sğuŨŃce do realizacji funkcji metabolicznych kom·rki (szlak od ufosforylowanego IRS 

do biağka AS160 za poŜrednictwem kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K). 

W przypadku cukrzycy, wynikajŃcej albo z niewystarczajŃcej produkcji insuliny w 

organizmie, albo z obniŨonej wraŨliwoŜci tkanek obwodowych na dziağanie tego hormonu, 

stosuje siň preparaty insulinowe. Po podaniu w postaci zastrzyku do tkanki podsk·rnej, 

heksamery czŃsteczek biağka dysocjujŃ do monomer·w i wraz z krwiŃ transportowane sŃ do 

kom·rek tkanek insulinozaleŨnych. Czas potrzebny na te etapy dysocjacji i transportu 

powoduje, Ũe efekt dziağania hormonu podawanego w preparacie farmaceutycznym widoczny 

jest dopiero po ok. 1 h i utrzymuje siň przez ok. 5-8 h, przy czym najsilniejsze dziağanie 

obserwowane jest po ok. 2-4 h od podania. Powoduje to, Ũe stosowanie preparat·w 

insulinowych jest problematyczne i niesie ze sobŃ ryzyko nasilonej hipoglikemii, zwğaszcza 

nocnej. W celu zminimalizowania tych zagroŨeŒ, opracowuje siň leki hipoglikemizujŃce, 

kt·rych czŃsteczki strukturalnie sŃ bardzo podobne do czŃsteczki insuliny, ale wykazujŃ 

zmodyfikowane w stosunku do insuliny ludzkiej dziağanie ï tzw. analogi insuliny. Wyr·Ũniamy 

dwa typy analog·w: analogi szybkodziağajŃce i analogi dğugodziağajŃce. Te dwie grupy lek·w 

majŃ r·Ũne zastosowania. Analogi szybkodziağajŃce (np. aspart, glulisine, lispro) stosowane sŃ 

w celu szybkiej redukcji stňŨenia glukozy we krwi, szybszej niŨ miağoby to miejsce w 
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przypadku uŨycia preparatu insulinowego. Analogi dğugodziağajŃce (np. glargina, detemir, 

degludec) majŃ utrzymywaĺ stan homeostazy, naŜladujŃc tzw. bazowe (podstawowe) 

wydzielanie insuliny.  

Innowacyjne analogi insuliny AKR i SK3R, opracowane w Ğ-IChP, zaprojektowano w 

taki spos·b, by po podaniu podsk·rnym wywoğaĺ efekt przedğuŨenia dziağania. Wybrano do 

tego podejŜcie analogiczne jak w przypadku insuliny glarginy: do C-koŒc·w ğaŒcucha B 

przyğŃczone zostağy dodatkowe aminokwasy zasadowe w celu przesuniňcia punktu 

izoelektrycznego opracowywanych biağek w kierunku wyŨszych wartoŜci pH, bliŨszych pH 

fizjologicznemu. W efekcie takiego zabiegu, analogi podane  w zastrzyku wytrŃcajŃ siň w 

tkance podsk·rnej w postaci mikrodepozytu i sŃ z niego powoli uwalniane. SzybkoŜĺ 

uwalniania determinowana jest rozpuszczalnoŜciŃ analogu w pH tkanki podsk·rnej. 

Zdecydowano siň takŨe na wprowadzenie dodatkowych modyfikacji w celu zwiňkszenia 

stabilnoŜci czŃsteczki w czasie dğugoterminowego przechowywania w stosunku do 

konkurencyjnego produktu leczniczego ï glarginy. W przypadku obydwu analog·w 

wyprodukowane biağka zostağy w peğni scharakteryzowane, opracowane zostağy optymalne 

formulacje farmaceutyczne, kt·rych stabilnoŜĺ dğugoterminowa zweryfikowana zostağa 

pozytywnie po trwajŃcych 3 lata badaniach. Zgromadzono takŨe obszerny materiağ z badaŒ 

przedklinicznych, przeprowadzonych na zlecenie w renomowanych jednostkach w Polsce i na 

Ŝwiecie, w tym czňŜciowe badania farmakodynamiczne in vivo, kt·re wstňpnie potwierdziğy 

wystňpowanie zaprojektowanego efektu przedğuŨenia dziağania.     

W zwiŃzku z doniesieniami literaturowymi, sugerujŃcymi istnienie zaleŨnoŜci miedzy 

dğugotrwağŃ terapiŃ insulinŃ glarginŃ a powstawaniem raka, w wielu oŜrodkach naukowych 

zajmujŃcych siň badaniami analog·w insuliny rozpoczňto badania nad moŨliwymi przyczynami 

takiego stanu rzeczy. Obserwacje kliniczne potwierdzajŃ, iŨ ryzyko wystŃpienia raka w obrňbie 

ŨeŒskich narzŃd·w rozrodczych, piersi, trzustki, wŃtroby, czy jelita grubego i dr·g moczowych 

jest statystycznie wyŨsze u os·b, u kt·rych stwierdzono juŨ zachorowanie na cukrzycň. JednŃ 

z podejrzewanych przyczyn takiego stanu rzeczy jest przewlekğy stan hiperinsulinemii, 

charakterystyczny dla przebiegu tej choroby. PoniewaŨ insulina zaliczana jest do czynnik·w 

wzrostu o szerokim spektrum dziağania, nie tylko o charakterze metabolicznym, ale majŃcym 

takŨe wpğyw na procesy wzrostu i podziağu kom·rki, moŨna podejrzewaĺ, Ũe zar·wno ona jak 

i jej analogi mogŃ mieĺ zwiŃzek z zachodzŃcymi w organizmie procesami mutagennymi. 

Z drugiej strony, wyniki badaŒ wskazujŃ takŨe na nienaturalnie wysokŃ ekspresjň biağka 

receptora insulinowego w kom·rkach rakowych w por·wnaniu z kom·rkami nie zmienionymi 

nowotworowo, przy czym dodatkowo istotne jest, Ũe dominuje w nich izoforma A receptora 
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insulinowego. WiŃŨŃc siň z niŃ, insulina moŨe mieĺ wiňkszy wpğyw na aktywowanie szlak·w 

metabolicznych sprzyjajŃcych mutagenezie, zwiňkszonej proliferacji kom·rek i ochronie przed 

apoptozŃ, jak r·wnieŨ na tworzenie przerzut·w do innych organ·w. W zwiŃzku z brakiem 

zastrzeŨeŒ do jakoŜci dokumentacji rejestracyjnej glarginy, wysnuto takŨe przypuszczenie, Ũe 

byĺ moŨe to potencjalne niepoŨŃdane dziağanie glarginy nie wynika z charakterystyki samego 

analogu, a jest wğaŜciwoŜciŃ jakiegoŜ produktu jego biotransformacji w organizmie.    

Degradacja insuliny ludzkiej zachodzi gğ·wnie na drodze endocytozy receptorowej. 

Enzym lub enzymy biorŃce udziağ w procesie degradacji insuliny nie zostağy jednoznacznie 

ustalone i okreŜlane sŃ wsp·lnŃ nazwŃ insulinazy. Podejrzewa siň jednak, Ũe gğ·wnŃ rolň 

odgrywajŃ tu przede wszystkim: transhydrogenaza insuliny glutationowej (glutatione insulin 

transhydrogenase, GIT; protein disulfide isomerase, PDI), odpowiedzialna za modyfikacje 

mostk·w disiarczkowych oraz proteaza insulinowa (insulysin, insulin-degrading enzyme, IDE), 

odpowiedzialna za fragmentacjň czŃsteczek insuliny. Jako enzym biorŃcy potencjalnie udziağ 

w degradacji insuliny czňsto wskazywana jest r·wnieŨ przez badaczy katepsyna D 

(cathepsin D, endosomal acidic insulinase, EAI). We krwi insulina w zasadzie nie jest 

metabolizowana, jej rozkğad odbywa siň dopiero po jej transporcie do wnňtrza kom·rki. 

Na poziomie kom·rkowym, w wiňkszoŜci tkanek degradacja insuliny jest inicjowana przez 

zwiŃzanie hormonu z receptorem. Kompleks hormon-receptor podlega internalizacji i dalszym 

przemianom prowadzŃcym do degradacji insuliny i uwolnienia receptora.  

Na podstawie przeprowadzonych badaŒ stwierdzono, Ũe procesy rozkğadu glarginy nieco 

r·ŨniŃ siň od insuliny ludzkiej - czŃsteczka glarginy ulega dodatkowo czňŜciowej degradacji 

pod wpğywem skğadnik·w krwi, zachowujŃc jednak swoje wğaŜciwoŜci biologiczne. Ciňciu w 

osoczu ulegajŃ tylko dwa wiŃzania peptydowe analogu, ğŃczŃce dwie czŃsteczki argininy z        

C-koŒcem ğaŒcucha B, co prowadzi do powstania przede wszystkim desB32Arg glarginy oraz 

desB32Arg desB31Arg glarginy. W zwiŃzku ze strukturalnym podobieŒstwem innowacyjnych 

analog·w insuliny do glarginy, w celu weryfikacji bezpieczeŒstwa stosowania AKR i SK3R  

jako Ŝrodk·w hipoglikemizujŃcych, naleŨağo zbadaĺ ŜcieŨki biotranspormacji tych analog·w 

we krwi oraz okreŜliĺ wğaŜciwoŜci biologiczne powstajŃcych pochodnych (metabolit·w), ze 

szczeg·lnym uwzglňdnieniem ich potencjalnego dziağania szkodliwego: stymulacji proliferacji 

kom·rek, czy mutagennoŜci.  
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II.  CEL I ZAKRES PRACY  

Badania zaplanowane do realizacji w ramach niniejszej pracy doktorskiej miağy na celu 

okreŜlenie toŨsamoŜci podstawowych produkt·w biotransformacji innowacyjnych 

dğugodziağajŃcych analog·w insuliny, wytworzonych drogŃ rekombinacji DNA, 

wytworzenie wzorc·w tych pochodnych oraz charakterystykň ich aktywnoŜci 

biologicznej.  

W momencie rozpoczňcia prac badawczych, w Ğ-IChP nie byğo wdroŨonych technologii 

wytwarzania pochodnych biağek rekombinowanych oraz metod badawczych, niezbňdnych do 

weryfikacji ich wğaŜciwoŜci fizycznych i biologicznych. Aby umoŨliwiĺ komercjalizacjň 

opracowanych w Ğ-IChP technologii wytwarzania analog·w insuliny, naleŨağo opracowaĺ 

stosowne metodyki (lub zaadaptowaĺ istniejŃce, jeŜli obowiŃzujŃce normy lub standardy 

rynkowe sugerowağy ich wykorzystanie), po czym wykorzystaĺ w badaniach metabolit·w w 

celu uzupeğnienia brakujŃcych element·w w dokumentacji z badaŒ przedklinicznych. Metody, 

niezbňdne do przeprowadzenia charakteryzacji pochodnych analog·w insuliny na wğasne 

potrzeby badawcze Instytutu, miağy byĺ nieskomplikowane, szybkie, tanie, 

wysokoprzepustowe, uniwersalne i w miarň moŨliwoŜci wykorzystywaĺ zasoby 

infrastrukturalne Instytutu. Wszystkie te cechy pozwoliğy wdroŨyĺ opracowane procedury 

zar·wno do rutynowych analiz wğasnych produkt·w, jak r·wnieŨ oferowaĺ usğugi badawcze 

kontrahentom zewnňtrznym.  

 

W ramach doktoratu zaplanowano realizacjň nastňpujŃcych cel·w szczeg·ğowych: 

- zbadanie ŜcieŨek biotransformacji innowacyjnych analog·w insuliny: AKR i 

SK3R, 

- opracowanie technologii wytwarzania wzorc·w metabolit·w AKR i SK3R, 

- opracowanie zestawu procedur analitycznych do weryfikacji jakoŜci 

wytworzonych wzorc·w metabolit·w (toŨsamoŜĺ, czystoŜĺ, zawartoŜĺ, 

zachowanie natywnej struktury biağka) do wdroŨenia w rutynowej kontroli jakoŜci, 

- opracowanie metod weryfikacji wğaŜciwoŜci biologicznych metabolit·w 

(oddziağywanie z receptorem, aktywacja szlak·w sygnağowych w kom·rce, pob·r 

glukozy), 

- opracowanie metod weryfikacji dziağania niepoŨŃdanego metabolit·w (wpğyw na 

proliferacjň kom·rek prawidğowych i nowotworowych, mutagennoŜĺ). 
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W realizacji niniejszej pracy przyjňto nastňpujŃce hipotezy badawcze: 

 

1. Metabolity insuliny AKR, powstajŃce w osoczu krwi, nie wykazujŃ wğaŜciwoŜci 

mutagennych i nie stymulujŃ proliferacji kom·rek. 

2. Metabolity insuliny AKR, powstajŃce w osoczu krwi, nie r·ŨniŃ siň aktywnoŜciŃ 

biologicznŃ (wyraŨanŃ stopniem indukowanego poboru glukozy) od aktywnoŜci 

biologicznej analogu insuliny, z kt·rego powstağy. 

3. Metabolit insuliny SK3R, powstajŃcy w osoczu krwi, nie wykazuje wğaŜciwoŜci 

mutagennych i nie stymuluje proliferacji kom·rek. 

4. Metabolit insuliny SK3R, powstajŃcy w osoczu krwi, nie r·Ũni siň aktywnoŜciŃ 

biologicznŃ (wyraŨanŃ stopniem indukowanego poboru glukozy) od aktywnoŜci 

biologicznej analogu insuliny, z kt·rego powstağ. 
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III.  BADANIA WĞASNE 

1. Badanie biotransformacj i analog·w insuliny w osoczu 

Analogi AKR i SK3R charakteryzujŃ siň obecnoŜciŃ dodatkowych aminokwas·w 

zasadowych na C-koŒcu ğaŒcucha B, co w zğoŨeniu zapewniĺ miağo wydğuŨony i bezszczytowy 

profil dziağania, moŨliwie podobny do fizjologicznego. W celu okreŜlenia ŜcieŨek 

biotransformacji badanych analog·w dğugodziağajŃcych, wykonano analizy produkt·w 

trawienia, powstajŃcych w wyniku ekspozycji tych biağek terapeutycznych na Ŝrodowisko 

osocza ludzkiego oraz osocza kr·liczego. Przeanalizowano takŨe szybkoŜci powstawania 

poszczeg·lnych metabolit·w w tych mediach pochodzenia naturalnego. Wyniki uzyskane w 

badaniach insuliny AKR i SK3R por·wnano z wynikami osiŃganymi dla substancji 

referencyjnych - insuliny ludzkiej oraz insuliny glarginy, kt·ra ma zbliŨonŃ budowň oraz takie 

samo zamierzone dziağanie biologiczne, co badane biağka.   

Do Ŝledzenia postňpu reakcji oraz identyfikacji pochodnych wykorzystano spektrometriň 

mas z desorpcjŃ/jonizacjŃ wspomaganŃ matrycŃ (ang. matrix-assisted laser desorption 

ionisation, MALDI). Dziňki zastosowaniu tej ğagodnej metody jonizacji zminimalizowano 

ryzyko fragmentacji jon·w molekularnych. W celu okreŜlenia mas zwiŃzk·w zastosowano 

analizator czasu przepğywu (ang. time-of-flight, TOF), w kt·rym stosunek masy do ğadunku 

okreŜlany jest poprzez pomiar czasu przelotu jonu molekularnego w polu elektrycznym miňdzy 

jonizatorem a detektorem mas. Zastosowane parametry pomiar·w spektrometrii mas 

opracowane zostağy przez dr. Michağa OdrowŃŨa-Sypniewskiego, kt·ry wykonağ takŨe widma 

pr·bek badanych, zamieszczone poniŨej, w podrozdziağach 1.2 õ 1.5.  

1.1. Metoda badania biotransformacji analog·w insuliny w osoczu 

1.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544, EDQM),  

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM).  
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1.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- osocze ludzkie (Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa, 

Warszawa), 

- osocze kr·licze L (Biomed Lublin), 

- kwas tr·jfluorooctowy, TFA (nr kat.: 8.08260.0100, Merck), 

- s·l butyloaminowa kwasu Ŭ-cyjano-4-hydroksycynamonowego, CHCA 

(nr kat.: 67336, Fluka), 

- mikrokolumienki ze zğoŨem C18, ZipTip Õ-C18 tips (nr kat.: ZTC18S960, 

Millipore). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   

1.1.3. Aparatura: 

- spektrometr mas, model: 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (nr kat.: 4383680, 

AB Sciex), 

- inkubator z wytrzŃsaniem, model: Thermomixer Comfort (nr kat.: 5355 000.011, 

Eppendorf), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 

1.1.4. Procedura postňpowania: 

Do porcji odwirowanego i przesŃczonego osocza (100 Õl) dodawano insulinň ludzkŃ lub 

jej analog (do uzyskania stňŨenia docelowego ok. 20 Õg/ml insuliny lub analogu w osoczu), 

skğadniki delikatnie mieszano. Pierwsze pr·bki do badaŒ z uŨyciem spektrometrii mas 

pobierane byğy tuŨ po przygotowaniu mieszaniny, po czym pozostağoŜĺ umieszczano w 

termostatowanej wytrzŃsarce (termomikser). Przeprowadzono badania zar·wno w 

temperaturze pokojowej, jak i lekko podwyŨszonej, majŃcej lepiej symulowaĺ warunki 

fizjologiczne (37ÁC). Pr·bki do kolejnych pomiar·w pobierane byğy odpowiednio po 5 min, 

10 min, 30 min, 1 h, 2 h oraz 24 h inkubacji. W pobranej pr·bce zatrzymywano reakcjň 
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enzymatycznŃ dodatkiem 10% (v/v) roztworu kwasu tr·jfluorooctowego (w proporcji 1,5 Õl 

roztworu kwasu na 10 Õl pr·by), po czym pr·bkň zamraŨano do czasu wykonania pomiaru. TuŨ 

przed pomiarem z uŨyciem spektrometrii mas, rozmroŨone pr·bki poddawane byğy dalszej 

obr·bce. Ze wzglňdu na duŨŃ lepkoŜĺ osocza, rozcieŒczano je 0,1% roztworem kwasu 

tr·jfluorooctowego (w proporcji 40 Õl rozcieŒczalnika na 10 Õl pr·bki). Aby m·c wyodrňbniĺ 

interesujŃce nas zwiŃzki z bogatej matrycy, jakim jest osocze, oraz pozbyĺ siň zanieczyszczeŒ 

w postaci soli, zdecydowano siň r·wnieŨ na oczyszczanie pr·bek za pomocŃ mikrokolumienek 

ze zğoŨem C18. KoŒcowe stňŨenie insuliny lub jej analogu w tak przygotowanych pr·bkach 

wynosiğo ok. 3,4 Õg/ml. Wstňpnie oczyszczone pr·bki mieszane byğy z solŃ butyloaminowŃ 

kwasu Ŭ-cyjano-4-hydroksycynamonowego (CHCA), peğniŃcŃ rolň matrycy wspomagajŃcej 

jonizacjň biağek, i  krystalizowane na pğytce pomiarowej technikŃ wyschniňtej kropli. Widma 

pr·b badanych generowano w trybie liniowym jon·w dodatnich. 

1.2. Badanie biotransformacji insuliny AKR w osoczu 

Eksperymenty z wykorzystaniem analogu AKR doprowadziğy do powstania dw·ch 

pochodnych pozbawionych aminokwas·w zasadowych na C-koŒcu ğaŒcucha B. Metabolit 

poŜredni, powstajŃcy po odciňciu terminalnej argininy obserwowany byğ tylko w Ŝladowych 

iloŜciach, dominujŃcym produktem enzymatycznego ciňcia zar·wno w osoczu ludzkim jak i 

kr·liczym byğa forma z odciňtymi dwoma aminokwasami: argininŃ i lizynŃ.  Przykğadowe 

widma prezentujŃce wyniki trawienia insuliny AKR w temperaturze pokojowej umieszczono 

na Rys. 23  (osocze kr·licze) i Rys. 24 (osocze ludzkie), wyniki uzyskane w temperaturze 37 ÁC 

- na Rys. 25 (osocze ludzkie). W trakcie badaŒ zaobserwowano nieco szybsze trawienie 

insuliny AKR w osoczu kr·liczym niŨ ludzkim. Na wszystkich trzech rysunkach, na widmach 

przedstawiajŃcych pomiary w punkcie czasowym t = 0 (czerwone linie) zaobserwowaĺ moŨna 

jedynie sygnağ AKR. Na widmach prezentujŃcych wyniki pomiar·w po 5 min inkubacji 

(pomaraŒczowe linie) widaĺ sygnağ AKR, a w przypadku trawienia w osoczu kr·liczym orz 

trawienia w osoczu ludzkim w 37 ÁC takŨe sygnağ metabolitu desB32Arg desB31Lys AKR.  Na 

wszystkich widmach pr·bek po 10 min inkubacji (jasnozielona linia) oraz po 30 min 

(ciemnozielona linia) ï opr·cz sygnağu AKR widaĺ takŨe wyraŦny sygnağ metabolitu 

desB32Arg desB31Lys AKR, a na widmach uzyskanych po 1h (niebieska linia), 2h (fioletowa 

linia) i 24 h (r·Ũowa linia) inkubacji ï jedynie sygnağ metabolitu desB32Arg desB31Lys AKR. 

Sygnağ metabolitu poŜredniego ï desB32Arg AKR zaobserwowano jedynie na widmie 

mieszaniny reakcyjnej po 5 min trawienia w osoczu ludzkim w temperaturze 37 ÁC. 
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Rys. 23. Widma MALDI -TOF insuliny AKR po trawieniu w osoczu kr·liczym w temperaturze 

pokojowej. 
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Rys. 24. Widma MALDI -TOF insuliny AKR po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

pokojowej. 
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Rys. 25. Widma MALDI -TOF insuliny AKR po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

37 ÁC. 
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1.3. Badanie biotransformacji insuliny SK3R w osoczu 

W odr·Ũnieniu od wyŨej om·wionego analogu AKR, SK3R posiada tylko jedno 

potencjalne miejsce trawienia karboksypeptydazŃ. Badania jego trawienia w osoczach 

kr·liczym i ludzkim wykazağy bardzo szybkie powstawanie jedynie pochodnej 

desB31Arg SK3R. W przypadku trawienia insuliny SK3R nie zaobserwowano wpğywu 

temperatury na liczbň wykrywanych metabolit·w.   

Eksperymenty majŃce na celu zbadanie szybkoŜci trawienia analogu do pochodnej, 

doprowadziğy do niemal identycznych wynik·w w badaniach w osoczu kr·liczym w 

temperaturze pokojowej oraz w osoczu ludzkim w temperaturze pokojowej i w 37 ÁC. 

We wszystkich trzech przypadkach zaobserwowano bardzo szybkie trawienie analogu SK3R 

do pochodnej pozbawionej C- terminalnej argininy. Po 5 minutach inkubacji czŃsteczka 

macierzysta byğa albo niewykrywana w og·le, albo wykrywana w bardzo mağych iloŜciach. 

Przykğadowe widma prezentujŃce wyniki trawienia insuliny SK3R w temperaturze pokojowej 

umieszczono na Rys. 26 dla osocza kr·liczego oraz na Rys. 27 dla osocza ludzkiego, a wyniki 

uzyskane w temperaturze 37 ÁC  dla osocza ludzkiego - na Rys. 28. Na wszystkich trzech 

rysunkach, na widmach przedstawiajŃcych pomiary w punkcie czasowym t = 0 (czerwona linia) 

zaobserwowaĺ moŨna sygnağ SK3R, a na widmach prezentujŃcych wyniki pomiar·w po 5 min 

(pomaraŒczowa linia), 10 min (jasnozielona linia), 30 min (ciemnozielona linia), 1h (niebieska 

linia), 2h (fioletowa linia) i 24 h (r·Ũowa linia) inkubacji ï sygnağ metabolitu desB31Arg SK3R. 
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Rys. 26. Widma MALDI -TOF insuliny SK3R po trawieniu w osoczu kr·liczym w temperaturze 

pokojowej. 
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Rys. 27. Widma MALDI -TOF insuliny SK3R po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

pokojowej. 
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Rys. 28. Widma MALDI -TOF insuliny SK3R po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

37 ÁC. 
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1.4. Badanie biotransformacji insuliny glarginy w osoczu 

Jako pierwszŃ substancjň referencyjnŃ w badaniu ŜcieŨek biotransformacji 

innowacyjnych analog·w w osoczu uŨyto insuliny glarginy. Wybrano ten analog ze wzglňdu 

na podobieŒstwo jego budowy oraz mechanizmu dziağania biologicznego do analog·w 

wytworzonych w Ğ-IChP. W przypadku insuliny glarginy raportowano w literaturze 

wykrywanie w osoczu trzech podstawowych metabolit·w, powstajŃcych po pozbawieniu 

glarginy jednej (B32) lub dw·ch (B32, B31) koŒcowych arginin oraz metabolitu powstajŃcego 

przez dodatkowe odciňcie treoniny w pozycji B30 (patrz Rys.  16). Przykğadowe widma 

masowe prezentujŃce wyniki badaŒ wğasnych dotyczŃcych trawienia glarginy w temperaturze 

pokojowej umieszczono na Rys. 29 (osocze kr·licze) i Rys. 30 (osocze ludzkie), a wyniki 

uzyskane w temperaturze 37 ÁC - na Rys. 31 (osocze ludzkie). Produkt poŜredni, odpowiadajŃcy 

czŃsteczce pozbawionej jednej terminalnej argininy, obserwowano tylko w Ŝladowych iloŜciach 

i nie we wszystkich pr·bkach (jasnozielona linia Rys. 29, pomaraŒczowa i jasnozielona linia 

na Rys. 31). W Ũadnej z pr·bek badanych nie wykryto takŨe metabolitu o sekwencji 

pozbawionej trzech terminalnych aminokwas·w ğaŒcucha ɓ (dw·ch arginin i treoniny). 

R·Ũnice pomiňdzy uzyskanymi wynikami a doniesieniami literaturowymi wynikaĺ mogŃ z 

r·Ũnic w stosowanej metodyce eksperyment·w. Niniejsze eksperymenty prowadzone byğy w 

warunkach in vitro, z uŨyciem jedynie osocza i badanych analog·w, wspomniany trzeci 

metabolit uzyskiwano natomiast w badaniach typu ex vivo z uŨyciem pr·bek tkanki podsk·rnej 

[53]. W trakcie badaŒ zaobserwowano nieco szybsze trawienie glarginy w osoczu kr·liczym 

niŨ ludzkim w temperaturze pokojowej: w pierwszym przypadku obecnoŜĺ metabolitu 

powstajŃcego po odciňciu dw·ch arginin z C-koŒca ğaŒcucha B czŃsteczki wykryto juŨ po 

10 minutach ekspozycji analogu na Ŝrodowisko osocza (jasnozielona linia na Rys. 29), w 

osoczu ludzkim reakcja zachodziğa nieco wolniej, wspomniany metabolit zaobserwowano 

dopiero w punkcie czasowym t = 30 min (ciemnozielona linia na Rys. 30).  NaleŨy zaznaczyĺ, 

Ũe wyniki uzyskane w badaniach w osoczu ludzkim w temperaturze pokojowej oraz w 

temperaturze podwyŨszonej, majŃcej symulowaĺ warunki bardziej zbliŨone do naturalnych 

(37ÁC), nieznacznie siň r·ŨniŃ, co wynika z wiňkszej szybkoŜci zachodzenia reakcji 

enzymatycznej w przypadku badaŒ w temperaturze 37ÁC. Uzyskane wyniki pozostajŃ w 

zgodnoŜci z rezultatami osiŃganymi przez czňŜĺ badaczy [51] [54] i zdajŃ siň potwierdzaĺ 

hipotezň o kluczowym wpğywie enzym·w typu karboksypeptydaz na degradacjň analog·w 

insuliny w osoczu.  
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Rys. 29. Widma MALDI-TOF insuliny glarginy po trawieniu w osoczu kr·liczym w 

temperaturze pokojowej. 
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Rys. 30. Widma MALDI-TOF insuliny glarginy po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

pokojowej. 
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Rys. 31. Widma MALDI-TOF insuliny glarginy po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

37 ÁC. 
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1.5. Badanie biotransformacji insuliny ludzkiej w osoczu 

R·wnolegle do pr·b badanych analog·w AKR i SK3R, oraz uŨywanej jako produkt 

referencyjny glarginy przeprowadzono badania dla pr·bek insuliny ludzkiej. Celem 

eksperyment·w z uŨyciem tej substancji byğo sprawdzenie, czy w warunkach opracowanej 

metody uzyskiwany bňdzie opisywany w literaturze metabolit powstajŃcy po odciňciu od 

ğaŒcucha B C-terminalnej treoniny. Widma prezentujŃce przykğadowe wyniki uzyskane po 

ekspozycji insuliny ludzkiej na dziağanie enzym·w trawiennych zamieszczono na Rys. 32 

(osocze kr·licze, temperatura pokojowa) oraz Rys. 33 (osocze ludzkie, temperatura pokojowa). 

W badaniach trwajŃcych 24 h nie wykryto obecnoŜci Ũadnych metabolit·w insuliny ludzkiej 

ani w osoczu kr·liczym ani w osoczu ludzkim (na obydwu rysunkach, przedstawiajŃcych 

widma masowe pr·bek z r·Ũnych punkt·w czasowych, widaĺ jedynie sygnağ insuliny ludzkiej).  
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Rys. 32. Widma MALDI-TOF insuliny ludzkiej po trawieniu w osoczu kr·liczym w 

temperaturze pokojowej. 
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Rys. 33. Widma MALDI-TOF insuliny ludzkiej po trawieniu w osoczu ludzkim w temperaturze 

pokojowej. 
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2. Wytwarzanie wzorc·w wybranych metabolit·w analog·w insuliny  

Po zidentyfikowaniu produkt·w trawienia innowacyjnych analog·w insuliny w osoczu, 

korzystajŃc z og·lnodostňpnej bazy danych o enzymach Brenda-enzymes [63] wytypowano 

dwa enzymy o udowodnionej zdolnoŜci do trawienia biağek w takich fragmentach ğaŒcucha 

polipeptydowego, Ũe teoretyczne produkty trawienia byğyby toŨsame z produktami 

uzyskiwanymi w badaniach w osoczu. Dostňpnymi komercyjnie enzymami, zdolnymi do 

odcinania C-terminalnych aminokwas·w zasadowych ğaŒcuch·w polipeptydowych, przede 

wszystkim argininy, sŃ karboksypeptydaza B (CPB) oraz endoproteinaza Arg-C (Clostripain). 

W celu opracowania prostej, szybkiej i wydajnej metody pozyskiwania wzorc·w metabolit·w 

o wysokiej czystoŜci przeprowadzono wstňpne testy trawienia enzymatycznego z 

wykorzystaniem tych dw·ch enzym·w. Zaobserwowano, Ũe w przypadku endoproteinazy, 

mimo zachowania optymalnych warunk·w do dziağania tego enzymu (pH, temperatura), postňp 

reakcji byğ znikomy. W zwiŃzku z faktem, iŨ enzym Arg-C nie wykazywağ oczekiwanej 

aktywnoŜci enzymatycznej w por·wnaniu do karboksypeptydazy B, zdecydowano o 

wykorzystaniu enzymu CPB do pozyskiwania wzorc·w metabolit·w.  

W celu opracowania wydajnego procesu wytwarzania wzorc·w metabolit·w, dla 

kaŨdego z analog·w insuliny zoptymalizowano parametry jego trawienia (czas trawienia, 

temperatura prowadzenia procesu, stňŨenie trawionego biağka, stňŨenie enzymu, Ŝrodowisko 

reakcji, spos·b terminacji reakcji enzymatycznej). Zdefiniowano takŨe warunki 

przechowywania przygotowanych wzorc·w, zapewniajŃce ich stabilnoŜĺ w okresie 

przechowywania. 

2.1. Metody wytwarzania wzorc·w metabolit·w innowacyjnych analog·w insuliny 

2.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544, EDQM),  

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM).  

2.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- karboksypeptydaza B z trzustki ŜwiŒskiej, CPB (nr kat.: C9584-5MG, Sigma 

Aldrich), 
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- endoproteinaza Arg-C, Clostripain (nr kat.: C0888-250UN, Sigma-Aldrich), 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- wodorowňglan amonu (nr kat.: 11213-1KG-R, Sigma-Aldrich), 

- wodorotlenek sodu (nr kat.: 1.06498.0500, Merck), 

- kwas tr·jfluorooctowy, TFA (nr kat.: 8.08260.0100, Merck), 

- bezwodny siarczan sodu (nr kat.: 1.06649.1000, Supelco), 

- kwas ortofosforowy (nr kat.: 1.00573.1000, Supelco), 

- acetonitryl (nr kat.: 34851-2.5L, Sigma-Aldrich), 

- kolumna chromatograficzna ze zğoŨem typu C18, 250 x 21,2 mm, preparatywna, 

ACE 5 C18 300 (nr kat.: ACE-121-2520, ACE), 

- kolumienki z wypeğnieniem Sephadex G-25 M, PD-10 (nr kat.: 17085101, GE 

Healthcare). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP. 

2.1.3. Aparatura: 

- wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV-VIS, analityczny 

(Alliance 2695 +  Alliance 2489, Waters), 

- wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV-VIS, preparatywny (600 

Controller + Alliance 2489, Waters), 

- inkubator z wytrzŃsaniem, Thermomixer Comfort (nr kat.: 5355 000.011, 

Eppendorf), 

- liofilizator, CHRIST Alpha 2-4 LSC (nr kat.: 102371, Christ), 

- wir·wka pr·Ũniowa, Concentrator Plus (nr kat.: 5305.000.215, Eppendorf), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 
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2.2. Procedura postňpowania podczas wytwarzania metabolit·w AKR  

2.2.1. Trawienie enzymatyczne 

Uzyskanie roztworu zawierajŃcego jedynie pierwszy z metabolit·w AKR nastrňczyğo 

duŨych trudnoŜci. W trakcie eksperyment·w produkt poŜredni trawienia AKR 

karboksypeptydazŃ stosunkowo szybko ulegağ przeksztağceniu w kolejnŃ pochodnŃ, w zwiŃzku 

z czym uzyskiwano mieszaniny poreakcyjne, w kt·rych opr·cz oczekiwanego metabolitu 

wystňpowağ analog i/lub metabolit ostateczny. W przypadku wytwarzania metabolitu 

poŜredniego zdecydowano wiňc dobraĺ parametry trawienia tak, by osiŃgnŃĺ jak najwyŨsze 

stňŨenie oczekiwanego produktu w mieszaninie poreakcyjnej. W celu wytworzenia metabolitu 

poŜredniego AKR przygotowywano roztw·r analogu o stňŨeniu 0,6 mg/ml w 0,01 M HCl. 

Aby doprowadziĺ pH mieszaniny do wartoŜci bardziej zbliŨonej do wartoŜci optymalnej dla 

dziağania karboksypeptydazy B (pH 7,0-9,0), roztw·r analogu w 0,01 M HCl mieszano w 

stosunku 1:1 z 0,015 M NH4HCO3. Do tak przygotowanej mieszaniny dodawano roztw·r 

enzymu o stňŨeniu 41,25 U/ml (zawartoŜĺ fiolki: 5 mg enzymu o deklarowanej mocy 165 U/mg 

rozpuszczono w 2 ml wody dejonizowanej, po czym rozcieŒczono w stosunku 1:10 w tym 

samym rozpuszczalniku), w proporcji 1 Õl roztworu enzymu na 1 ml mieszaniny reakcyjnej. 

Reakcjň enzymatycznego trawienia prowadzono przez 3,5 h w temperaturze pokojowej, po 

czym zatrzymywano jŃ, dodajŃc do roztworu 10% roztw·r kwasu tr·jfluorocotowego (20 Õl na 

1 ml mieszaniny reakcyjnej). Zastosowane parametry trawienia pozwalağy uzyskiwaĺ 

mieszaninň poreakcyjnŃ, w kt·rej ok. 75% stanowiğ metabolit desB32Arg AKR, a ok. 25 % - 

metabolit desB32Arg desB31Lys AKR. 

Opracowanie metody wytwarzania metabolitu ostatecznego insuliny AKR nie 

nastrňczyğo wiňkszych trudnoŜci. Odpowiednio dobrane parametry trawienia pozwoliğy 

uzyskaĺ oczekiwany produkt o wysokiej czystoŜci (nie niŨszej niŨ 94% w badaniu czystoŜci 

technikŃ HPLC, zwykle 98 õ 99 %). W przypadku wytwarzania metabolitu ostatecznego AKR, 

postňpowano analogicznie jak w przypadku metabolitu poŜredniego tego analogu. JedynŃ 

r·Ũnicň w procedurach stanowiğ czas trwania reakcji. W celu uzyskania roztworu z cağkowicie 

strawionym AKR, naleŨağo pozostawiĺ mieszaninň reakcyjnŃ w temperaturze pokojowej na 

ok. 24 h.  

2.2.2. Analiza HPLC mieszaniny poreakcyjnej 

Pomocniczo, w badaniach jakoŜciowych, majŃcych na celu potwierdzenie rodzaju 

wytwarzanych metabolit·w stosowano metodň identyfikacji zwiŃzk·w z wykorzystaniem 

techniki MALDI -TOF, zaprezentowanŃ w rozdziale 1.1. W rutynowych badaniach 
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jakoŜciowych i iloŜciowych, majŃcych na celu potwierdzenie toŨsamoŜci wytwarzanych z 

uŨyciem karboksypeptydazy metabolit·w, oraz oszacowanie ich stňŨeŒ w badanych 

roztworach, jak r·wnieŨ na etapie prac zwiŃzanych z optymalizacjŃ technologii wytwarzania 

metabolit·w, wykorzystywano technikň chromatografii cieczowej w odwr·conym ukğadzie faz 

(RP-HPLC).  

Pr·bki uzyskane podczas trawienia analog·w z uŨyciem karboksypeptydazy B nie 

wymagağy dodatkowego oczyszczania przed pomiarem HPLC. Analizy prowadzone byğy z 

wykorzystaniem chromatografu cieczowego, wyposaŨonego w detektor optyczny oraz 

termostatowane komorň kolumny i automatyczny podajnik pr·bek. Wszystkie pomiary 

wykonywane byğy przy dğugoŜci fali 214 nm. Poszczeg·lne skğadniki mieszanin reakcyjnych 

rozdzielane byğy z uŨyciem kolumny chromatograficznej Zorbax 300SB o Ŝrednicy ziaren 5 Õm 

i wymiarach 4,6 x 250 mm (Agilent), termostatowanej w temperaturze 40 ÁC. Pr·bki do czasu 

iniekcji przechowywane byğy w chğodzonej do 5 ÁC komorze podajnika. Fazami ruchomymi 

byğy mieszaniny acetonitrylu oraz 0,2 M roztworu siarczanu sodu (doprowadzonego do pH 2,3 

za pomocŃ 85% H3PO4), zmieszanych w nastňpujŃcych proporcjach:  

- faza A: 220 ml acetonitrylu + 1000 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3, 

- faza B: 500 ml acetonitrylu + 500 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3. 

Analizy wykonywane byğy przy przepğywie fazy ruchomej 1,0 ml/min, czňŜciowo w trybie 

gradientowym, zgodnie z programem zmian skğadu faz ruchomych zaprezentowanym w 

zamieszczonej poniŨej  Tab. 1. 

 

Tab. 1. Parametry programu elucji gradientowej do oceny pr·bek insuliny, analog·w i ich 

wybranych metabolit·w (zawartoŜĺ, czystoŜĺ). 

CZAS [min]  FAZA RUCHOMA A [%]  FAZA RUCHOMA  B [%]  TRYB ZMIANY SKĞADU FAZ 

0 78 22 - 

60 78 22 gradient liniowy (60-83 min) 

minmin 
83 51 49 gradient liniowy (83-84 min) 

84 78 22 -  

94 78 22 - 

 

WartoŜci udziağu procentowego faz A i B w poczŃtkowym, izokratycznym etapie 

analizy, podlegağy drobnym modyfikacjom, w celu dostosowania parametr·w metody do 

zastosowania w analizie poszczeg·lnych substancji, wykazujŃcych r·Ũne powinowactwo w 
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stosunku do zğoŨa kolumny chromatograficznej. Miağo to na celu unikniňcie ryzyka elucji 

kluczowych skğadnik·w roztwor·w badanych przy czasach retencji, w kt·rych ksztağt linii 

bazowej sprawiağby trudnoŜci w prawidğowej integracji pik·w i powodowağ bğňdy oszacowania 

ich powierzchni.  

W ramach analiz jakoŜci pr·bek badanych wykonywano pomiary czystoŜci i zawartoŜci 

z wykorzystaniem tego samego ukğadu chromatograficznego. KaŨda pr·bka badana 

analizowana byğa w dw·ch powt·rzeniach. CzystoŜĺ substancji badanych wyznaczano po 

integracji pik·w do 100% (po uprzednim odrzuceniu sygnağ·w, kt·re wystňpowağy takŨe na 

chromatogramie pr·by Ŝlepej ï rozpuszczalnika pr·bek). Na Rys. 34 zaprezentowano 

przykğadowy chromatogram uzyskany z uŨyciem opisanej metody do badania mieszaniny 

poreakcyjnej z trawienia insuliny AKR, trzy wyraŦnie widoczne piki odpowiadajŃ kolejno: 

insulinie AKR, desB32Arg AKR, desB32Arg desB31Lys AKR. Na Rys.  35 zaprezentowano 

przykğadowy chromatogram mieszaniny poreakcyjnej (czarna linia) w wytwarzaniu metabolitu 

ostatecznego AKR, na kt·rym wyraŦnie widaĺ, Ũe po trawieniu enzymatycznym cağa insulina 

AKR obecna w roztworze zostağa przeksztağcona w oczekiwany produkt.  

 

Rys. 34. Chromatogramy insuliny AKR (czarny) oraz mieszaniny analogu macierzystego oraz 

obydwu produkt·w jego enzymatycznego ciňcia z uŨyciem kaboksypeptydazy B 

(niebieski). 
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Rys.  35. Chromatogramy insuliny AKR (niebieski) oraz ostatecznego produktu jej 

enzymatycznego ciňcia z uŨyciem kaboksypeptydazy B: desB32Arg desB31Lys AKR 

(czarny). 

W badaniach zawartoŜci AKR i jego metabolit·w w mieszaninach poreakcyjnych, 

stňŨenia substancji aktywnych w roztworach wyznaczano z wykorzystaniem 3-punktowych 

krzywych kalibracyjnych odpowiednio dobranych wzorc·w o stňŨeniach 0,5 mg/ml (n=3), 1,0 

mg/ml (n=6), 1,5 mg/ml (n=3). W zwiŃzku z posiadaniem substancji aktywnej AKR, 

certyfikowanej w ramach prac bieŨŃcych w Instytucie i majŃcej w zwiŃzku z tym status wzorca 

roboczego, postanowiono o jej wykorzystaniu do analiz roztwor·w nie tylko tego analogu ale 

takŨe powstajŃcych z niego metabolit·w, jako substancji o najbardziej zbliŨonej sekwencji 

aminokwasowej do wspomnianych pochodnych. W czasie wstňpnych badaŒ 

przygotowawczych wykazano jednak, Ũe jako wzorzec do zgrubnych oszacowaŒ zawartoŜci 

AKR w pomiarach spektrofotometrycznych prowadzonych przy dğugoŜci fali 214 nm, moŨe 

byĺ zastosowany takŨe standard insuliny ludzkiej w zwiŃzku z faktem, iŨ molowy 

wsp·ğczynnik absorpcji tego analogu ma zbliŨonŃ wartoŜĺ do wsp·ğczynnika absorpcji 

naturalnego hormonu (Tab. 2). MoŨna wiňc wnioskowaĺ, iŨ metabolity analog·w, kt·rych 

sekwencje sŃ bliŨsze sekwencji insuliny aniŨeli skğady aminokwasowe ich czŃstek 
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macierzystych, nie bňdŃ wykazywaĺ bardziej odmiennych wğaŜciwoŜci w zakresie absorpcji 

promieniowania UV-Vis, przy zağoŨeniu, Ũe przygotowane metabolity bňdŃ biağkami 

zachowujŃcymi struktury przestrzenne podobne do analog·w, z kt·rych powstağy. 

 

Tab. 2.Wyniki badania wsp·ğczynnika absorpcji insuliny ludzkiej i jej analogu AKR. 

SUBSTANCJA 

BADANA  

KOD 

ROZTWORU  

STŇŧENIE 

[mg/ml]  

ABSORBANCJA 

(214nm) 

śREDNIA 

ABSORBANCJA 

(214nm) 

PROCENTOWY 

WSPčĞCZYNNIK 

ABSORPCJI e%  

[lĿg-1Ŀcm-1] 

(C=1 mg/ml) 

Mw 

[g/mol] 

MOLOWY 

WSPčĞCZYNNIK 

ABSORPCJI  emol  

[M -1Ŀcm-1] 

(C=1 mg/ml) 

In
s
u

lin
a

 l
u
d

z
k
a

 

R1 0,04918 
0,985 

0,984 

20,07 5808 116,6 Ŀ 103 

0,982 

R2 0,03934 
0,784 

0,783 
0,782 

R3 0,02951 
0,590 

0,591 
0,591 

R4 0,01967 
0,393 

0,395 
0,397 

R5 0,00984 

0,190 

0,191 0,191 

0,970 

A
K

R
 

R1 0,04810 
0,946 

0,947 

19,52 6163 120,3 Ŀ 103 

0,947 

R2 0,03848 
0,748 

0,748 
0,747 

R3 0,02886 
0,561 

0,562 
0,562 

R4 0,01924 
0,381 

0,382 
0,383 

R5 0,00962 
0,191 

0,191 
0,191 

 

2.2.3. StabilnoŜĺ mieszaniny poreakcyjnej 

W celu sprawdzenia, czy uzyskane metabolity sŃ stabilne w roztworze mieszaniny 

poreakcyjnej, czy moŨe ulegajŃ w niej dalszemu rozkğadowi i  bezpoŜrednio po przygotowaniu 

powinny byĺ poddane oczyszczeniu, przeprowadzono badanie stabilnoŜci kr·tkoterminowej 

uzyskanych mieszanin poreakcyjnych. Wykorzystano w tym celu opisanŃ wyŨej metodň 

badania czystoŜci i zawartoŜci technikŃ wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Roztw·r 

po trawieniu analogu przelano do szklanych fiolek do HPLC i podzielono na 2 porcje ï jeden 

zestaw pr·bek przechowywano w lod·wce, a drugi w zamraŨarce. W 1-tygodniowych 
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odstňpach czasu przeprowadzano analizy zawartoŜci i czystoŜci mieszaniny reakcyjnej zgodnie 

z procedurŃ opisanŃ powyŨej (patrz rozdziağ: 2.2.2), stosujŃc jako wzorce do krzywej 

kalibracyjnej roztwory insuliny AKR o stňŨeniach: 50 ɛg/ml, 100 ɛg/ml i 150 ɛg/ml. W celu 

sprawdzenia, czy w trakcie przechowywania reakcja trawienia enzymatycznego nie postňpuje 

dalej (lecz z nieduŨŃ szybkoŜciŃ), badanie przeprowadzono dla mieszaniny poreakcyjnej, 

zawierajŃcej zar·wno analog wyjŜciowy, jak i  dwa jego metabolity. Analiza wykonana 

bezpoŜrednio po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej wykazağa, Ũe poczŃtkowe stňŨenia 

poszczeg·lnych skğadnik·w biağkowych wynosiğy odpowiednio:  

- AKR: 80,3 ɛg/ml (SD: 0,6 ɛg/ml; n=2) 

- desB32Arg AKR: 108,6 ɛg/ml (SD: 0,5 ɛg/ml; n=2) 

- desB31 Arg desB30Lys AKR: 85,0 ɛg/ml (SD: 0,2 ɛg/ml; n=2) 

Wyniki uzyskane w analizach prowadzonych po 1, 2, 3 i 4 tygodniach od przygotowania 

mieszaniny zaprezentowano w Tab. 3. 

 

Tab. 3. Wyniki badania stabilnoŜci kr·tkoterminowej mieszaniny poreakcyjnej AKR. 

PUNKT CZASOWY  

AKR 

desB32Arg 

AKR 

desB31Arg  

desB30Lys 

AKR 

AKR 
desB32Arg 

AKR 

desB31Arg  

desB30Lys 

AKR 

4 ÁC -20 ÁC 

po 1 tygodniu 

79,1 ug/ml 

SD: 0,4 ɛg/ml, 

n=2 

107,2 ug/ml 

SD: 0,6 ɛg/ml, 

n=2 

83,0 ug/ml 

SD: 0,6 ɛg/ml, 

n=2 

78,3 ug/ml 

SD: 0,6 ɛg/ml, 

n=2 

106,4 ug/ml 

SD: 0,6 ɛg/ml, 

n=2 

82,7 ug/ml 

SD: 0,5 ɛg/ml, 

n=2 

po 2 tygodniach 

78,0 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

107,1 ug/ml 

SD: 0,2 ɛg/ml, 

n=2 

81,7 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

78,4 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

107,9 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

83,2 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

po 3 tygodniach 

74,4 ug/ml 

SD: 0,3 ɛg/ml, 

n=2 

105,0 ug/ml 

SD: 0,5 ɛg/ml, 

n=2 

79,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

73,0 ug/ml 

SD: 1,9 ɛg/ml, 

n=2 

103,7 ug/ml 

SD: 1,3 ɛg/ml, 

n=2 

78,7 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

po 4 tygodniach 

74,7 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

106,9 ug/ml 

SD: 0,3 ɛg/ml, 

n=2 

79,5 ug/ml 

SD: 0,4 ɛg/ml, 

n=2 

71,7 ug/ml 

SD: 1,6 ɛg/ml, 

n=2 

102,8 ug/ml 

SD: 1,8 ɛg/ml, 

n=2 

77,1 ug/ml 

SD: 1,1 ɛg/ml, 

n=2 

 

AnalizujŃc dane z powyŨszej tabeli moŨna stwierdziĺ, Ũe wyniki pomiar·w we 

wszystkich punktach czasowych majŃ zbliŨone wartoŜci, w zwiŃzku z czym trudno 

jednoznacznie stwierdziĺ, iŨ degradacja biağek zachodzi w czasie przechowywania roztwor·w 

wzorc·w przez 4 tygodnie. MoŨna jednak zauwaŨyĺ, Ũe w przypadku pr·bek 

przechowywanych w temperaturze - 20 ÁC, zawartoŜci biağek w czasie przechowywania 
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nieznacznie malejŃ, dlatego teŨ zdecydowano o przechowywaniu wzorc·w metabolit·w 

analogu AKR w temperaturze + 4 ÁC. 

2.2.4. Oczyszczanie biağek ï metabolit·w analogu AKR 

Mieszanina reakcyjna byğa rozdzielana z uŨyciem preparatywnego HPLC na kolumnie 

ze zğoŨem typu C18 w temperaturze pokojowej. Fazami ruchomymi byğy mieszaniny 

acetonitrylu oraz 0,2 M roztworu siarczanu sodu (doprowadzonego do pH 2,3 za pomocŃ 85% 

H3PO4), zmieszanych w nastňpujŃcych proporcjach:  

- faza A: 220 ml acetonitrylu + 1000 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3, 

- faza B: 500 ml acetonitrylu + 500 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3. 

Analizy wykonywane byğy przy przepğywie fazy ruchomej 4,0 ml/min, czňŜciowo w trybie 

gradientowym, zgodnie z programem zmian skğadu faz ruchomych zaprezentowanym w Tab. 4. 

Zastosowano detektor optyczny, chromatogramy rejestrowano przy dğugoŜci fali 214 nm i 

280 nm. 

 

Tab. 4. Parametry programu elucji gradientowej do rozdziağu skğadnik·w mieszaniny 

poreakcyjnej po trawieniu analog·w insuliny. 

CZAS [min]  FAZA RUCHOMA A [%]  FAZA RUCHOMA  B [%]  TRYB ZMIANY SKĞADU FAZ 

0 95 5 - 

30 95 5 gradient liniowy (30-31 min) 

minmin 
31 85 15 gradient liniowy (31-90 min)  

90 76 24 gradient liniowy (90-150 

min)  
150 70 30 gradient liniowy (150-180 

min)  
180 60 40 gradient liniowy (180-181 

min) 
181 0 100 - 

210 0 100 - 

  

Na kolumnň podawano jednorazowo objňtoŜĺ roztworu odpowiadajŃcŃ ok. 100 mg 

biağka. Po rozdziale na kolumnie, frakcje poszczeg·lnych skğadnik·w mieszaniny byğy 

zbierane, przy czym zbierano tylko te objňtoŜci frakcji, w przypadku kt·rych aktualny pomiar 

absorbancji wskazywağ wartoŜci powyŨej 0,8 jednostki absorbancji (przy dğugoŜci fali 280 nm), 
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co pozwalağo ograniczyĺ zanieczyszczenie zbieranego materiağu. Uzyskane w ten spos·b 

wstňpnie oczyszczone frakcje metabolitu byğy powt·rnie oczyszczane z zastosowaniem tej 

samej procedury postňpowania.  Zebrane frakcje stanowiğy roztwory metabolit·w w fazie 

ruchomej do HPLC (roztw·r siarczanu sodu o pH 2,3 wymieszany z acetonitrylem). 

Oczyszczane biağka sŃ bardzo niestabilne w tym roztworze (w miarň upğywu czasu, w roztworze 

powstawağ osad biağka, kt·rego nie udawağo siň powt·rnie rozpuŜciĺ ani w kwaŜnym ani w 

zasadowym pH, jasno sugerujŃc proces agregacji biağka [64]), niezbňdna byğa wiňc wymiana 

tego medium na takie, w kt·rym bňdŃ bardziej stabilne. W tym celu zdecydowano siň na 

zminimalizowanie zawartoŜci acetonitrylu w roztworach. Zamierzony cel uzyskano, 

odparowujŃc ok. 1/3 poczŃtkowych objňtoŜci otrzymanych frakcji w wir·wce pr·Ũniowej. 

Ze wzglňdu na wysokie stňŨenie soli i biağek w zatňŨonych roztworach, aby zapobiec 

wytrŃcaniu siň w nich metabolit·w, odparowanŃ objňtoŜĺ rozpuszczalnika uzupeğniano wodŃ 

destylowanŃ. Takie podejŜcie nie doprowadziğo jednak do oczekiwanego rezultatu. W trakcie 

odparowywania rozpuszczalnika, kt·re prowadzono w temperaturze pokojowej przez ok 1 h, 

oczyszczone biağka ulegağy stopniowej degradacji, co zaobserwowano por·wnujŃc 

chromatogramy z badania czystoŜci frakcji zebranej z HPLC preparatywnego i tej samej frakcji 

po etapach odparowywania i rozcieŒczania wodŃ. Zdecydowano wiňc o zmianie sposobu 

wymiany medium w roztworze biağka i zastosowano kolumienki ze zğoŨem Sephadex (PD-10). 

Na wstňpnie przepğukane 0,01 M HCl zğoŨe kolumienki podawano 2,5 ml zebranej z HPLC 

preparatywnego frakcji metabolitu, odrzucano przesŃcz, po czym podawano na kolumnň 

0,01 M HCl w porcjach po 1,5 ml. Jako produkt zbierano drugŃ, 1,5 ml frakcjň roztworu, 

zawierajŃcŃ oczekiwane biağko. Badania z wykorzystaniem analitycznego HPLC wykazywağy, 

Ũe uzyskiwane roztwory koŒcowe zawierağy ok. 2-3 mg/ml poŨŃdanego biağka o wysokiej 

czystoŜci. RozcieŒczano je do stňŨenia ok. 1 mg/ml i poddawano badaniu czystoŜci i zawartoŜci 

biağka technikŃ RP-HPLC. Przykğadowy chromatogram, przedstawiajŃcy produkt koŒcowy 

wytwarzania desB32Arg AKR oraz spos·b integracji pik·w przy szacowaniu czystoŜci pr·bki 

zaprezentowano na Rys. 36. Przykğadowy chromatogram, przedstawiajŃcy produkt koŒcowy 

wytwarzania desB32Arg desB31Lys AKR oraz spos·b integracji pik·w przy szacowaniu 

czystoŜci zaprezentowano na Rys. 37. 
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Rys. 36. Przykğadowy chromatogram pr·bki zawierajŃcej metabolit desB32Arg AKR po 

procesie oczyszczania (zawartoŜĺ 1 mg/ml, czystoŜĺ ok. 99,7%).  

 
Rys. 37. Przykğadowy chromatogram pr·bki zawierajŃcej metabolit desB32Arg desB31Lys 

AKR po procesie oczyszczania (zawartoŜĺ 1 mg/ml, czystoŜĺ ok. 99,0%).  
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2.2.5. Warunki przechowywania wzorc·w metabolit·w analog·w insuliny 

Zastosowana procedura oczyszczania pozwalağa uzyskiwaĺ roztwory biağka o czystoŜci 

siňgajŃcej 94-99%, zachowujŃce stabilnoŜĺ w roztworze w 0,01 M HCl, przechowywanym w 

lod·wce przez kilka miesiňcy. Tak przygotowane wzorce stanowiğy bezpoŜredni materiağ do 

realizacji niemal wszystkich badaŒ zaprezentowanych w niniejszej pracy.  

W przypadku wystŃpienia zapotrzebowania na wzorce w roztworach medi·w innych 

niŨ 0,01 M HCl lub roztwor·w o wyŨszych stňŨeniach biağka, we wsp·ğpracy z dr. Michağem 

OdrowŃŨ ï Sypniewskim wytwarzano takŨe liofilizaty badanych biağek, kt·re do czasu analizy 

moŨna byğo przechowywaĺ w zamraŨarce. W celu przygotowania liofilizat·w, roztw·r 

metabolitu o stňŨeniu 1 mg/ml rozlewano do fiolek liofilizacyjnych typu 10R, po 2,5 ml 

roztworu do kaŨdej fiolki. Fiolki ustawiano na metalowej p·ğce chğodzonej ciekğym azotem w 

celu zamroŨenia ich zawartoŜci. Po 20 minutach fiolki prznoszono do komory liofilizatora i 

niezwğocznie rozpoczynano dwuetapowy proces liofilizacji. W pierwszym etapie nastňpowağo 

suszenie gğ·wne. Stosowano ciŜnienie 0,12 mbar, temperaturň p·ğki ustawiono na -8 ÜC, a po 

18 godzinach suszenia podnoszono temperaturň p·ğki do 15 ÜC i kontynuowano proces przez 

kolejne 21 godzin. Cağkowity czas suszenia gğ·wnego wynosiğ 39 godzin. W drugim etapie 

procesu prowadzono dosuszanie pod ciŜnieniem 0,006 mbar i przy zadanej temperaturze p·ğki 

26 ÜC. Po 6 godzinach koŒczono etap dosuszania i po uprzednim zapowietrzeniu liofilizatora 

do ciŜnienia 800 mbar zamykano fiolki korkami w komorze liofilizatora, a nastňpnie 

kapslowano poza liofilizatorem za pomocŃ rňcznej kapslownicy.  

2.3. Procedura postňpowania podczas wytwarzania metabolitu desB31Arg SK3R 

2.3.1. Trawienie enzymatyczne 

W przypadku insuliny SK3R spodziewaĺ siň moŨna jednego produktu reakcji 

enzymatycznego ciňcia ğaŒcucha B karboksypeptydazŃ. Dziňki odpowiedniemu dobraniu 

parametr·w trawienia udağo siň uzyskaĺ oczekiwany metabolit z bardzo duŨŃ wydajnoŜciŃ. 

W celu jego wytworzenia, przygotowywano roztw·r analogu o stňŨeniu 0,3 mg/ml w 0,01 M 

HCl. Podobnie jak w przypadku AKR, porcjň roztworu analogu w 0,01 M HCl mieszano w 

stosunku 1:1 z 0,015 M NH4HCO3, jednak w tym przypadku, ze wzglňdu na mňtnienie tak 

przygotowanej mieszaniny, dodatkowo alkalizowano Ŝrodowisko reakcji dodatkiem 1 M NaOH 

(18 Õl na 1 ml mieszaniny reakcyjnej). Dalej postňpowano analogicznie jak w przypadku 

pozyskiwania ostatecznego metabolitu AKR, trawiŃc biağko przez 24 h.  
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2.3.2. Analiza HPLC mieszaniny poreakcyjnej 

Do rutynowych analiz insuliny SK3R i jakoŜci wytwarzanego z niej metabolitu, 

wykorzystywano metodň HPLC opisanŃ w rozdziale 2.2.2. Na Rys. 38 zobrazowano 

przykğadowy chromatogram, przedstawiajŃcy pik produktu koŒcowego wytwarzania 

desB31Arg SK3R. 

 

 

Rys. 38. Chromatogramy insuliny SK3R (linia niebieska) oraz ostatecznego produktu jej 

enzymatycznego ciňcia z uŨyciem kaboksypeptydazy B: desB31Arg SK3R (linia 

czarna). 

W badaniach zawartoŜci, stňŨenia substancji aktywnych w roztworach wyznaczano na 

podstawie 3-punktowej krzywej kalibracyjnej z uŨyciem substancji aktywnej SK3R, 

certyfikowanej w ramach prac bieŨŃcych w Instytucie i majŃcej w zwiŃzku z tym status wzorca 

roboczego. Standard ten wykorzystywano do analiz roztwor·w analogu i jego metabolitu. 

Podobnie jak w przypadku AKR, przeprowadzono teŨ wstňpne badania moŨliwoŜci 

wykorzystania do szacowania zawartoŜci substancji aktywnej standardu insuliny ludzkiej. 

Zbadano w tym celu wsp·ğczynnik absorpcji analogu SK3R oraz naturalnego hormonu 

(Tab. 5).  
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Tab. 5. Wyniki badania wsp·ğczynnika absorpcji insuliny ludzkiej i jej analogu SK3R. 

SUBSTANCJA 

BADANA  

KOD 

ROZTWORU  

STŇŧENIE 

[mg/ml]  

ABSORBANCJA 

(214nm) 

śREDNIA 

ABSORBANCJA 

(214nm) 

PROCENTOWY 

WSPčĞCZYNNIK 

ABSORPCJI e%  

[lĿg-1Ŀcm-1] 

(C=1 mg/ml) 

Mw 

[g/mol] 

MOLOWY 

WSPčĞCZYNNIK 

ABSORPCJI  emol  

[M -1Ŀcm-1] 

(C=1 mg/ml) 

In
s
u

lin
a

 l
u
d

z
k
a

 

R1 0,04918 
0,985 

0,984 

20,07 5808 116,6 Ŀ 103 

0,982 

R2 0,03934 
0,784 

0,783 
0,782 

R3 0,02951 
0,590 

0,591 
0,591 

R4 0,01967 
0,393 

0,395 
0,397 

R5 0,00984 
0,190 

0,191 
0,191 

S
K

3
R

 

R1 0,04963 
0,970 

0,970 

19,48 6065 118,1 Ŀ 103 

0,970 

R2 0,03970 
0,775 

0,774 
0,772 

R3 0,02978 
0,589 

0,589 
0,588 

R4 0,01985 
0,390 

0,391 
0,391 

R5 0,00993 
0,196 

0,195 
0,194 

 

 AnalizujŃc wyniki badaŒ, zaprezentowane w tabeli powyŨej, stwierdzono, Ũe 

wsp·ğczynnik absorpcji insuliny ludzkiej i analogu SK3R majŃ bardzo zbliŨone wartoŜci, w 

zwiŃzku z czym moŨliwe jest wykorzystanie insuliny jako wzorca w badaniach zawartoŜci 

analogu SK3R oraz jego metabolitu desB31Arg SK3R.   

2.3.3. StabilnoŜĺ mieszaniny poreakcyjnej 

W celu sprawdzenia, czy uzyskany metabolit nie ulega rozkğadowi w roztworze 

mieszaniny poreakcyjnej, przeprowadzono badanie stabilnoŜci kr·tkoterminowej 

przygotowanego roztworu wzorca desB31Arg SK3R. Postňpowano analogicznie jak w 

przypadku badania stabilnoŜci mieszaniny poreakcyjnej AKR, wykorzystujŃc metodň badania 

czystoŜci i zawartoŜci technikŃ RP-HPLC w mieszaninie poreakcyjnej z trawienia SK3R. 

Jako wzorc·w do krzywej kalibracyjnej uŨyto roztwor·w insuliny SK3R o stňŨeniach: 

50 ɛg/ml, 100 ɛg/ml i 150 ɛg/ml. W analizie wykonanej bezpoŜrednio po przygotowaniu 
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mieszaniny reakcyjnej uzyskano nastňpujŃce poczŃtkowe stňŨenia poszczeg·lnych skğadnik·w 

biağkowych mieszaniny:  

- SK3R: 101,6 ɛg/ml (SD: 0,3 ɛg/ml; n=2) 

- desB31Arg SK3R: 77,0 ɛg/ml (SD: 0,4 ɛg/ml; n=2) 

Wyniki uzyskane w analizach prowadzonych po 1, 2, 3 i 4 tygodniach od przygotowania 

mieszaniny zaprezentowano w Tab. 6.  

 

Tab. 6. Wyniki badania stabilnoŜci kr·tkoterminowej mieszaniny poreakcyjnej SK3R. 

PUNKT CZASOWY  

SK3R desB31Arg SK3R SK3R desB31Arg SK3R 

4 ÁC -20 ÁC 

po 1 tygodniu 

102,3 ug/ml 

SD: 1,7 ɛg/ml, 

n=2 

77,4 ug/ml 

SD: 1,5 ɛg/ml, 

n=2 

99,5 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

75,0 ug/ml 

SD: 0,1 ɛg/ml, 

n=2 

po 2 tygodniach 

100,3 ug/ml 

SD: 1,5 ɛg/ml, 

n=2 

75,7 ug/ml 

SD: 1,1 ɛg/ml, 

n=2 

97,4 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

73,4 ug/ml 

SD: 0,4 ɛg/ml, 

n=2 

po 3 tygodniach 

98,9 ug/ml 

SD: 1,4 ɛg/ml, 

n=2 

74,6 ug/ml 

SD: 1,1 ɛg/ml, 

n=2 

96,6 ug/ml 

SD: 0,5 ɛg/ml, 

n=2 

73,2 ug/ml 

SD: 0,4 ɛg/ml, 

n=2 

po 4 tygodniach 

100,2 ug/ml 

SD: 1,4 ɛg/ml, 

n=2 

75,7 ug/ml 

SD: 1,0 ɛg/ml, 

n=2 

96,8 ug/ml 

SD: 1,1 ɛg/ml, 

n=2 

72,9 ug/ml 

SD: 0,9 ɛg/ml, 

n=2 

 

AnalizujŃc wyniki pomiar·w, zebrane w powyŨszej tabeli, moŨna zaobserwowaĺ, Ũe z 

upğywem czasu zawartoŜĺ metabolitu desB31Arg SK3R nieznacznie malağa w przypadku 

roztworu przechowywanego w temperaturze - 20 ÁC. Podobnie jak w przypadku roztworu 

wzorcowego metabolit·w insuliny AKR, zdecydowano o przechowywaniu wzorc·w 

metabolitu analogu SK3R w temperaturze + 4 ÁC.  

2.3.4. Oczyszczanie biağka ï metabolitu analogu SK3R 

Mieszanina reakcyjna z trawienia analogu SK3R byğa rozdzielana z uŨyciem 

preparatywnego HPLC na kolumnie ze zğoŨem typu C18 w temperaturze pokojowej, zgodnie z 

metodykŃ opisanŃ dla insuliny AKR w rozdziale 2.2.4. Podobnie jak w przypadku metabolit·w 

AKR, uzyskiwano roztwory koŒcowe zawierajŃce ok. 2-3 mg/ml poŨŃdanego biağka 

desB31Arg SK3R. RozcieŒczano je do stňŨenia ok. 1 mg/ml i poddawano badaniu czystoŜci i 

zawartoŜci biağka. Przykğadowy chromatogram, przedstawiajŃcy produkt koŒcowy 
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wytwarzania metabolitu SK3R oraz spos·b integracji pik·w przy szacowaniu czystoŜci 

zaprezentowano na Rys. 39. 

 

 

Rys. 39. Przykğadowy chromatogram pr·bki zawierajŃcej metabolit insuliny SK3R po procesie 

oczyszczania (zawartoŜĺ 1 mg/ml, czystoŜĺ ok. 99,6%).   

2.4. Procedura postňpowania podczas wytwarzania metabolit·w glarginy 

2.4.1. Trawienie enzymatyczne 

Jako materiağ referencyjny w badaniach metabolit·w innowacyjnych analog·w insuliny 

postanowiono wykorzystaĺ metabolity insuliny glarginy, podejrzewane przez czňŜĺ badaczy o 

stanowienie Ŧr·dğa potencjalnych skutk·w ubocznych stosowania tego analogu. Wzorce tych 

dw·ch substancji byğy jednak nie tylko bardzo sğabo dostňpne na rynku, ale r·wnieŨ bardzo 

kosztowne (na Ŝwiecie byğ tylko jeden komercyjny dostawca metabolit·w glarginy - TLC 

Pharmaceutical Standards Ltd., a koszt zakupu 10 mg biağka wynosiğ ok. 15 tysiňcy dolar·w 

kanadyjskich). Wzorce przygotowywane byğy takŨe na konkretne zam·wienie, wiňc nie byğy 

dostňpne do badaŒ od rňki. Postanowiono wiňc wytworzyĺ r·wnieŨ te dwa wzorce we wğasnym 

zakresie, po czym skomercjalizowaĺ technologiň ich wytwarzania, oferujŃc standardy 

metabolit·w zar·wno firmom farmaceutycznym i instytucjom badawczym zajmujŃcym siň 
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tematykŃ analog·w insuliny, jak r·wnieŨ laboratoriom zajmujŃcym siň badaniem naduŨyĺ w 

sporcie. Na podstawie prac przeprowadzonych przez P.H Sonken [65] [66], analizujŃc 

jakoŜciowo i iloŜciowo zawartoŜĺ metabolit·w glarginy we krwi, moŨna z powodzeniem 

wykrywaĺ stosowanie dopingu opartego na przyjmowaniu tego analogu insuliny (stosowany 

bez wskazaŒ medycznych, zwiňkszajŃc pob·r glukozy do kom·rek, podnosi wydolnoŜĺ 

organizmu na wysiğek), co w zwiŃzku z jego szybkim metabolizmem w osoczu, byğo 

niemoŨliwe do osiŃgniňcia z uŨyciem czŃsteczki macierzystej jako wzorca w rutynowych 

badaniach.  

Ze wzglňdu na szybkie przeksztağcanie produktu poŜredniego trawienia glarginy w 

metabolit ostateczny, opracowanie procedury trawienia tego analogu byğo jednak doŜĺ trudne. 

Sama modyfikacja proporcji iloŜci trawionego biağka do enzymu, czy zmiany temperatury 

prowadzenia reakcji nie pozwoliğy na uzyskanie satysfakcjonujŃcych efekt·w. Dopiero 

zastosowanie procedury uwzglňdniajŃcej dodatkowo modyfikacjň Ŝrodowiska reakcji w 

stosunku do procedur omawianych w rozdziağach 2.2.1 i 2.3.1 pozwoliğo na wydajne 

pozyskiwanie desB32Arg glarginy. Porcjň roztworu analogu o stňŨeniu 15 mg/ml w 

0,01 M HCl mieszano w stosunku 1:1 z 0,1 M NH4HCO3, po czym dodawano roztw·r enzymu 

o stňŨeniu 41,25 U/ml, w proporcji 10 Õl roztworu enzymu na 1 ml mieszaniny reakcyjnej. 

Reakcjň enzymatycznego trawienia prowadzono przez 6 h w temperaturze pokojowej. Reakcjň 

koŒczyğ dodatek 10% roztworu kwasu tr·jfluorocotowego w proporcji 60 Õl na 1 ml mieszaniny 

reakcyjnej. Zastosowane parametry trawienia pozwalağy uzyskiwaĺ mieszaninň poreakcyjnŃ, w 

kt·rej ok. 10% stanowiğa niestrawiona glargina, ok. 40% - metabolit desB32Arg glargina, a ok. 

50 % - metabolit desB32Arg desB31Arg glargina.  

2.4.2. Analiza HPLC mieszaniny poreakcyjnej 

Do rutynowych analiz insuliny glarginy i jej metabolit·w wykorzystywano metodň 

HPLC opisanŃ juŨ w rozdziale 2.2.2. Na Rys. 40 zaprezentowano chromatogram 

przedstawiajŃcy mieszaninň poreakcyjnŃ glarginy i jej metabolit·w (do wytwarzania 

metabolitu poŜredniego). Trzy wyraŦnie widoczne piki odpowiadajŃ kolejno: insulinie 

glarginie, desB32Arg glarginie oraz desB32Arg desB31Arg glarginie. Przykğadowy 

chromatogram mieszaniny poreakcyjnej (uzyskany w takich samych warunkach 

chromatograficznych jak w przypadku chromatogramu zaprezentowanego na Rys. 40), na 

kt·rym wyraŦnie widaĺ, Ũe cağa obecna w roztworze glargina zostağa przeksztağcona w 

metabolit koŒcowy przedstawiono na Rys. 41. 
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Rys. 40. Chromatogramy insuliny glarginy (niebieski) oraz mieszaniny analogu macierzystego 

oraz obydwu produkt·w jego enzymatycznego ciňcia z uŨyciem kaboksypeptydazy B 

(czarny). 

 
Rys. 41. Chromatogramy insuliny glarginy (niebieski) oraz mieszaniny analogu macierzystego 

oraz koŒcowego produktu jego enzymatycznego ciňcia z uŨyciem kaboksypeptydazy 

B (czarny). 
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W badaniach zawartoŜci glarginy i jej metabolit·w w mieszaninach poreakcyjnych 

wykorzystywano substancjň aktywnŃ glarginy w postaci farmakopealnego materiağu 

odniesienia (CRS), certyfikowanŃ przez producenta (EDQM) i majŃcŃ status wzorca 

podstawowego.  

2.4.3. StabilnoŜĺ mieszaniny poreakcyjnej 

Wzorce metabolit·w AKR i SK3R byğy wytwarzane wyğŃcznie na potrzeby wğasne, w 

zwiŃzku z czym nie byğo potrzeby przechowywania mieszaniny poreakcyjnej przed jej 

oczyszczeniem dğuŨej niŨ  przez miesiŃc. W przypadku glarginy skomercjalizowano dwie 

technologie wytwarzania metabolit·w glarginy ï pierwsza dotyczyğa wytwarzania biağek 

oczyszczonych, druga ï biağek w roztworze mieszaniny poreakcyjnej, nieoczyszczonych. Takie 

podejŜcie pozwoliğo lepiej dopasowaĺ ofertň Instytutu do oczekiwaŒ poszczeg·lnych 

klient·w i planowanych przez nich zastosowaŒ. Mieszanina poreakcyjna, nieoczyszczana, 

mogğa byĺ oferowana w znacznie niŨszej cenie oraz z duŨo kr·tszymi terminami realizacji 

zlecenia wytworzenia i certyfikacji standardu (toŨsamoŜĺ, czystoŜĺ, zawartoŜĺ). W przypadku 

sprzedaŨy w tej formie, naleŨağo mieĺ jednak pewnoŜĺ, Ũe wzorce zachowajŃ swoje wğaŜciwoŜci 

przez czas dğuŨszy niŨ 4 tygodnie, dlatego teŨ w badaniu stabilnoŜci kr·tkoterminowej 

postanowiono zrezygnowaĺ z tego punktu pomiarowego i w zamian wykonaĺ badanie po 10 

tygodniach przechowywania. 

W badaniu stabilnoŜci mieszaniny poreakcyjnej zastosowano takŃ sama metodykň, jak 

w przypadku badaŒ pozostağych analog·w. PoczŃtkowe stňŨenia poszczeg·lnych skğadnik·w 

biağkowych mieszaniny wzorc·w wynosiğy odpowiednio:  

- glargina: 114,5 ɛg/ml (SD: 0,7 ɛg/ml; n=2) 

- desB32Arg glargina: 60,5 ɛg/ml (SD: 0,7 ɛg/ml; n=2) 

- desB32Arg desB31Arg glargina: 91,0 ɛg/ml (SD: 1,4 ɛg/ml; n=2) 

Wyniki uzyskane w analizach prowadzonych po 1, 2, 3 i 10 tygodniach od 

przygotowania mieszaniny zaprezentowano Tab 7. 
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Tab. 7. Wyniki badania stabilnoŜci kr·tkoterminowej mieszaniny poreakcyjnej glarginy. 

PUNKT CZASOWY  

GLARGINA 

desB32Arg 

GLARGINA 

desB32Arg  

desB31Arg 

GLARGINA 

GLARGINA 
desB32Arg 

GLARGINA 

desB32Arg  

desB31Arg 

GLARGINA 

4 ÁC -20 ÁC 

po 1 tygodniu 

104,5 ug/ml 

SD: 2,1 ɛg/ml, 

n=2 

51,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

86,0 ug/ml 

SD: 1,4 ɛg/ml, 

n=2 

102,0 ug/ml 

SD: 1,4 ɛg/ml, 

n=2 

50,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

85,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

po 2 tygodniach 

106,5 ug/ml 

SD: 2,1 ɛg/ml, 

n=2 

53,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

88,5 ug/ml 

SD: 2,1 ɛg/ml, 

n=2 

103,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

52,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

86,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

po 3 tygodniach 

103,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

52,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

84,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

103,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

52,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

84,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

po 10 

tygodniach 

105,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

55,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

84,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

108,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

55,0 ug/ml 

SD: 0,0 ɛg/ml, 

n=2 

83,5 ug/ml 

SD: 0,7 ɛg/ml, 

n=2 

 

AnalizujŃc powyŨsze wyniki moŨna stwierdziĺ, Ũe zawartoŜci poszczeg·lnych 

metabolit·w w roztworach wzorc·w sŃ zbliŨone we wszystkich punktach czasowych badania 

stabilnoŜci. Temperatura przechowywania nie miağa w tym przypadku wpğywu na uzyskiwane 

wyniki, nie zaobserwowano zmian stňŨenia biağek w pr·bek przechowywanych w - 20 ÁC, jak 

miağo to miejsce w przypadku metabolit·w AKR i SK3R. Dla ujednolicenia procedur 

postňpowania z wytwarzanymi metabolitami wszystkich analog·w, postanowiono jednak takŨe 

i wzorce metabolit·w glarginy przechowywaĺ w temperaturze + 4 ÁC.  

2.4.4. Oczyszczanie biağek ï metabolit·w glarginy 

Mieszanina reakcyjna byğa rozdzielana z uŨyciem preparatywnego HPLC na kolumnie 

ze zğoŨem typu C18 w temperaturze pokojowej, zgodnie z metodykŃ opisanŃ juŨ powyŨej dla 

analog·w AKR i SK3R. Po oczyszczaniu otrzymywano roztwory koŒcowe zawierajŃce ok. 2-

3 mg/ml poŨŃdanych biağek, kt·re nastňpnie rozcieŒczano do stňŨenia ok. 1 mg/ml. 

Przykğadowe chromatogramy, przedstawiajŃce produkty koŒcowe wytwarzania metabolit·w 

glarginy oraz spos·b integracji pik·w przy szacowaniu czystoŜci zaprezentowano odpowiednio 

na Rys. 42 i Rys. 43.  

 



 

92 

 

 

Rys. 42. Przykğadowy chromatogram pr·bki zawierajŃcej metabolit desB32Arg glarginy po 

procesie oczyszczania (zawartoŜĺ 1 mg/ml, czystoŜĺ ok. 97,3%).   

 

Rys. 43. Przykğadowy chromatogram pr·bki zawierajŃcej metabolit desB32Arg desB31Arg 

glarginy po procesie oczyszczania (zawartoŜĺ 1 mg/ml, czystoŜĺ ok. 97,1%).   
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 Badania stabilnoŜci z wykorzystaniem techniki HPLC pozwalajŃ na bardzo 

szczeg·ğowŃ analizň tempa i kierunk·w degradacji biağek w roztworach metabolit·w i zostağy 

wykorzystane w niniejszej pracy do analizy stabilnoŜci kr·tkoterminowej wzorc·w. W celu 

zasymulowania efektu starzenia w czasie dğugoterminowego przechowywania roztwor·w 

wzorc·w, wykorzystano technikň r·Ũnicowej kalorymetrii skaningowej (DSC). Badania DSC 

pozwalajŃ zaobserwowaĺ podatnoŜĺ biağka do denaturacji (i dalej-agregacji) w roztworze o 

danym skğadzie, czy zachodzenia innych, nieodwracalnych przemian. Zakğada siň, Ũe im niŨsza 

temperatura przemiany w badaniu DSC, tym mniejsza bňdzie stabilnoŜĺ biağka w tym roztworze 

w czasie przechowywania. 

3. Analiza stabilnoŜci termicznej analog·w insuliny oraz ich wybranych metabolit·w 

w roztworach wzorc·w 

W zwiŃzku z tym, Ũe wytwarzanie metabolit·w byğo pracochğonne, czasochğonne i 

kosztowne, utrudnione byğoby przygotowywanie ŜwieŨych porcji biağek do kaŨdego kolejnego 

badania. Niezwykle waŨne byğo wiňc, by tak dobraĺ warunki przechowywania i skğad roztworu 

wzorc·w, by zminimalizowaĺ ryzyko ich degradacji w czasie. Technika r·Ũnicowej 

kalorymetrii skaningowej (DSC) zostağa wykorzystana do okreŜlenia stabilnoŜci metabolit·w 

analog·w insuliny. Pomiary prowadzono w Ŝrodowisku 0,01 M HCl, wybranego jako medium 

do przechowywania wytworzonych wzorc·w do czasu wykorzystania ich w kolejnych 

badaniach. DSC jest obecnie jednŃ z najpopularniejszych technik analizy termicznej, kt·ra 

pozwala Ŝledziĺ zachodzŃce w pr·bce badanej endotermiczne i egzotermiczne przemiany 

fizyczne i chemiczne w funkcji czasu i temperatury w kontrolowanej atmosferze. Technika ta 

jest szeroko stosowana do charakteryzacji wğaŜciwoŜci zar·wno substancji organicznych jak i 

nieorganicznych, w tym takŨe do badaŒ w ramach opracowywania nowych lek·w. Pomiary z 

uŨyciem DSC sŃ juŨ w naukach farmaceutycznych standardem w prowadzeniu badaŒ 

przesiewowych na etapie optymalizacji skğadu formulacji farmaceutycznej do przyspieszonych 

badaŒ stabilnoŜci substancji aktywnych w trakcie przechowywania. PoniewaŨ biağka mogŃ 

wystňpowaĺ w roztworze w formie natywnej (forma zwiniňta, zachowujŃca struktury wyŨszych 

rzňd·w) lub zdenaturowanej (forma rozwiniňta), Ŝledzenie temperatury i ciepğa przemiany 

fazowej zwiŃzanej z przejŜciem z jednej formy w drugŃ, moŨe daĺ cenne informacje o 

stabilnoŜci badanego biağka w roztworach o r·Ũnym skğadzie. Z wykorzystaniem techniki DSC 

moŨliwy jest pomiar entalpii (æH) procesu rozwijania czŃsteczki biağka oraz wyznaczenie 

zmiany pojemnoŜci cieplnej (ȹCp), kt·ra wynika z postňpujŃcej denaturacji termicznej. 

Im wyŨsza temperatura obserwowanej przemiany termicznej, tym bardziej termicznie stabilne 
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jest biağko w wybranej formulacji farmaceutycznej. Wykazanie wystňpowania wyraŦnych 

przemian fazowych w obrňbie niskich temperatur musiağoby wiňc skğoniĺ do poszukiwania 

alternatywnego sposobu przechowywania wytworzonych wzorc·w metabolit·w.  

Opracowana w ramach niniejszej pracy metodyka pomiar·w DSC, zoptymalizowana pod 

kŃtem parametr·w skanowania do zastosowania w analizach insuliny i biağek do niej 

podobnych, opr·cz czysto praktycznego zastosowania we wspomnianych badaniach 

przesiewowych skğadu formulacji, moŨe byĺ z powodzeniem zastosowana do prowadzenia 

rozszerzonych badaŒ wğaŜciwoŜci tego typu biağek, np. zwiŃzanych z analizŃ oligomeryzacji 

w r·Ũnych Ŝrodowiskach, czy w badaniach procesu tworzenia amyloid·w biağka. PoniŨej 

przedstawiono wyniki analiz zrealizowanych dla roztwor·w wzorc·w metabolit·w a takŨe, dla 

por·wnania, insuliny i analog·w w takich samych warunkach (roztwory o stňŨeniu 1 mg/ml w  

0,01 M HCl) 

3.1. Metoda badania stabilnoŜci termicznej biağek w roztworach wzorc·w metabolit·w 

3.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544; EDQM),  

- metabolit desB32Arg glargina (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Arg glargina (Ğ-IChP), 

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM). 

3.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur). 

*  dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w gromadzone sŃ w dokumentacji wewnňtrznego 

systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   
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3.1.3. Aparatura: 

- mikrokalorymetr r·Ũnicowy, model: MicroCal VP-Capillary DSC (Malvern 

Panalytical), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 

3.1.4. Procedura postňpowania 

Pomiary wykonywane byğy z uŨyciem mikrokalorymetru r·Ũnicowego, wyposaŨonego 

w termostatowany autosampler. RdzeŒ termiczny zautomatyzowanego systemu pomiarowego 

zbudowany byğ z dw·ch metalowych kapilar umieszczonych w termostatowanym pğaszczu 

izolacyjnym - jednej dedykowanej dla pr·bki badanej, a drugiej dla materiağu referencyjnego. 

Zastosowanie takiego podejŜcia umoŨliwiğo znacznŃ redukcjň objňtoŜci zuŨywanych 

materiağ·w w por·wnaniu z klasycznym DSC. W trakcie pomiaru utrzymywana jest jednakowa 

temperatura kapilar. Gdy w czasie podgrzewania obydwu kapilar z zaprogramowanŃ 

szybkoŜciŃ przyrostu temperatury w przestrzeni pr·bki badanej zachodzi przemiana termiczna, 

pomiňdzy kapilarŃ pr·bki a referencjŃ pojawia siň gradient termiczny. Jest on w spos·b 

automatyczny minimalizowany przez ukğad Peltiera, a energia niezbňdna do ponownego 

zr·wnania temperatur pňtli przeksztağcana jest na sygnağ analityczny. 

W trakcie pomiaru pr·bka badana wprowadzana byğa automatycznie do odpowiedniej 

celi pomiarowej, taka sama objňtoŜĺ rozpuszczalnika pr·bki (0,01 M HCl) wprowadzana byğa 

do celi referencyjnej. Roztwory kondycjonowano wstňpnie przez 10 minut w celach w 

temperaturze poczŃtkowej (25ÁC), po czym rejestrowano termogram z szybkoŜciŃ 60 ÁC/h, w 

zakresie temperatur 25-110 ÁC. Poszczeg·lne punkty pomiarowe byğy rejestrowane i  

uŜredniane co 16-sekund (producent mikrokalorymentu zaleca stosowanie uŜredniania danych 

z zastosowaniem okres·w od 10 s do 20 s w przypadku analizowania biağek), z wyğŃczonym 

trybem sprzňŨenia zwrotnego (kompensacja temperatury miňdzy celami realizowana jedynie 

na drodze przewodzenia i konwekcji, bez dodatkowego wzmacniania). Dla kaŨdego z 

roztwor·w pr·bek badanych analizň wykonywano w 3 powt·rzeniach.  
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Badania stabilnoŜci termicznej wykonağam korzystajŃc z aparatury bňdŃcej w zasobach 

Sieci Badawczej Ğukasiewicz - PORT Polskiego OŜrodku Rozwoju Technologii. 

3.2. Analiza por·wnawcza stabilnoŜci termodynamicznej insuliny ludzkiej, jej analog·w 

i ich wybranych metabolit·w w roztworach w 0,01 M HCl 

AnalizujŃc wyniki przeprowadzonych badaŒ nie stwierdziğam wystňpowania 

zasadniczych r·Ũnic w stabilnoŜci termodynamicznej analizowanych substancji w roztworach 

w 0,01 M HCl. Termogramy badanych substancji niemal idealnie pokrywağy siň z krzywŃ Ŝlepej 

pr·by. Na wykresach por·wnawczych, zaprezentowanych na poniŨszych rysunkach, moŨna co 

prawda zauwaŨyĺ nieznaczne r·Ũnice w ksztağtach krzywych poszczeg·lnych substancji 

(moŨliwa przemiana termiczna sugerowana Ăzagiňciemò krzywych przy ok. 87 õ 90 ÁC, a dla 

desB31Arg SK3R ok. 105 ÁC), jednak biorŃc pod uwagň fakt, Ũe odstňpstwa podobnej 

wielkoŜci obserwowano pomiňdzy niezaleŨnymi skanami tych samych roztwor·w, a 

obserwowane zmiany sŃ zbyt mağe, by m·c dokonaĺ dekonwolucji termogramu, moŨna uznaĺ, 

iŨ nie ma podstaw do wnioskowania ani o wystŃpieniu zasadniczych r·Ũnic miňdzy badanymi 

substancjami ani o zachodzeniu przemian termicznych w roztworach o zaproponowanym 

skğadzie. Rezultaty analizy por·wnawczej zaprezentowano na Rys. 44 dla insuliny AKR i jej 

metabolit·w oraz na Rys. 45 dla insuliny SK3R i jej metabolitu. 

 

Rys. 44. Analiza stabilnoŜci termicznej roztwor·w insuliny ludzkiej, analogu AKR i jego 

metabolit·w w 0,01 M HCl; termogramy pr·b wykonano wobec rozpuszczalnika pr·b 

ï 0,01 M HCl. 
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Rys. 45. Analiza stabilnoŜci termicznej roztwor·w insuliny ludzkiej, analogu SK3R i jego 

metabolitu w 0,01 M HCl; termogramy pr·b wykonano wobec rozpuszczalnika pr·b 

ï 0,01 M HCl. 

Niestety, ze wzglňdu na mağŃ liczbň doniesieŒ literaturowych na temat stabilnoŜci 

termicznej insuliny i jej analog·w w Ŝrodowisku bezcynkowym, uzyskane wyniki trudno 

odnieŜĺ do wynik·w uzyskiwanych przez innych badaczy. Podobnie jak w powyŨej 

zaprezentowanych badaniach, w badaniach Todinovej [67] takŨe uzyskano stosunkowo 

Ăpğaskiò profil termiczny insuliny rozpuszczonej w roztworze bez dodatku cynku i o kwaŜnym 

pH (ale z dodatkiem chlork·w), udağo siň jej jednak zidentyfikowaĺ przemianň endotermicznŃ 

biağka, zachodzŃcŃ w tym Ŝrodowisku przy ok. 75 ÁC. WiňkszoŜĺ dostňpnych doniesieŒ 

literaturowych na temat stabilnoŜci termicznej roztwor·w insuliny i jej analog·w, dotyczy 

jednak badaŒ zwiŃzanych z optymalizacjŃ formulacji farmaceutycznych. W skğad takich 

roztwor·w wchodzŃ dodatkowe skğadniki (takie jak jony cynku, fenol, czy chlorki), kt·rych 

zadaniem jest stworzenie optymalnych warunk·w do tworzenia heksamer·w czŃsteczek biağka 

(insulina wolniej degraduje w trakcie dğugoterminowego przechowywania jeŜli w formulacji 

farmaceutycznej wystňpuje w formie heksameru, a nie monomeru). W badaniach Huus et. al. 

[68] analizowano wpğyw skğadu roztworu na przebieg termogram·w insuliny i wykazano, Ũe 

obecnoŜĺ jon·w cynku wpğywa znaczŃco na temperaturň przemiany i wielkoŜĺ sygnağu zmiany 

pojemnoŜci cieplnej, kt·ry zwiŃzany jest z rozpadem heksameru do monomeru. Na Rys. 46 
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zaprezentowano dla por·wnania wyniki uzyskiwane dla insuliny ludzkiej rozpuszczonej w 

formulacji farmaceutycznej o zoptymalizowanym skğadzie (zawierajŃcej bufor fosforanowy, 

chlorek sodu oraz jony cynku i fenol), zapewniajŃcym sprzyjajŃce warunki do tworzenia 

heksametr·w. WyraŦnie widoczna jest przemiana termiczna zachodzŃca przy temperaturze ok. 

83 ÁC, przy czym wielkoŜĺ zmiany pojemnoŜci cieplnej i wartoŜĺ temperatury przemiany silnie 

zaleŨŃ od skğadu buforu [67] [69].  

 

Rys. 46. Analiza stabilnoŜci termicznej roztworu insuliny ludzkiej w modelowej formulacji 

farmaceutycznej; termogramy pr·b wykonano wobec rozpuszczalnika pr·b ï tzw. 

Ăplaceboò. 

ZdolnoŜĺ do tworzenia struktur oligomerycznych jest poŨŃdana z punktu widzenia 

produkcji lek·w, gdyŨ wpğywa korzystnie na trwağoŜĺ insuliny w czasie wieloletniego 

przechowywania. W przypadku wytwarzanych przeze mnie wzorc·w metabolit·w, 

przechowywanych jedynie kr·tkoterminowo i wykorzystywanych do badaŒ oddziağywaŒ w 

warunkach symulujŃcych Ŝrodowisko tkanek insulinozaleŨnych, opracowywanie specjalnych 

formulacji farmaceutycznych, w kt·rych faworyzowane byğoby tworzenie ich struktur 

oligomerycznych mijağo siň z celem. Po pierwsze, z receptorem oddziağuje monomer, a nie 

heksamer biağka i w badaniach wğaŜciwoŜci biologicznych naleŨağoby szczeg·lnie zadbaĺ o 

takie warunki, w kt·rych powstağe w roztworach wzorc·w struktury oligomeryczne rozpadğy 

siň z powrotem do monomer·w. Po drugie, prosty skğad roztworu wytworzonych biağek miağ 

na celu zminimalizowanie liczby czynnik·w, kt·re mogŃ mieĺ wpğyw na funkcjonowanie 
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Ũywych kom·rek i tym samym wpğywaĺ na uzyskiwane wyniki badaŒ in vitro (np. fenol, jeden 

z podstawowych dodatk·w do formulacji, sprzyjajŃcych  oligomeryzacji insuliny, w wiňkszych 

dawkach jest toksyczny dla kom·rek).  

W zwiŃzku z decyzjŃ o zastosowaniu 0,01 M HCl jako rozpuszczalnika w roztworach 

wzorc·w, rozszerzone badania stabilnoŜci termodynamicznej metabolit·w analog·w insuliny 

w roztworach z r·Ũnymi dodatkami nie byğy wykonywane. JednakŨe, w przypadku podjňcia  

decyzji o rozszerzeniu badaŒ nad kt·rymŜ z opracowanych metabolit·w (np. w przypadku, 

gdyby w wyniku analizy dziağania biologicznego zostağ nowym kandydatem na lek) 

opracowana metoda badania stabilnoŜci termodynamicznej insuliny i analog·w, moŨe byĺ 

wdroŨona do badaŒ przesiewowych w opracowywaniu optymalnego skğadu jego 

formulacji farmaceutycznej. 

Po opracowaniu technologii wytwarzania metabolit·w analog·w insuliny i okreŜleniu 

warunk·w ich przechowywania naleŨağo okreŜliĺ spos·b rutynowej kontroli jakoŜci 

wytworzonych wzorc·w. Wymagağo to opracowania prostych, tanich i wysokoprzepustowych 

metod do identyfikacji wytwarzanych metabolit·w, z wykorzystaniem aparatury 

laboratoryjnej, dostňpnej w Ğ-IChP. Jako alternatywň dla techniki MALDI-TOF w badaniach 

toŨsamoŜci zaproponowano metodň tworzenia tzw. map peptydowych biağek, szeroko 

wykorzystywanŃ w tego typu analizach biağkowych produkt·w leczniczych wedğug 

wytycznych Farmakopei.   

4. Mapy peptydowe analog·w insuliny i ich wybranych metabolit·w 

Wyznaczenie masy biağka z uŨyciem spektrometrii mas jest jednŃ z podstawowych 

technik potwierdzania toŨsamoŜci substancji. Analizy z wykorzystaniem tej techniki sŃ jednak 

stosunkowo drogie i o ile sŃ bardzo przydatne na etapie badawczo-rozwojowym, majŃ mağe 

zastosowanie w rutynowej kontroli jakoŜci. Zdecydowano siň wiňc rozszerzyĺ zakres badaŒ 

struktury metabolit·w o metodň mapowania peptydowego z uŨyciem HPLC, stanowiŃcŃ 

farmakopealny Ăzğoty standardò do potwierdzania toŨsamoŜci substancji, takŨe w przypadku 

substancji aktywnej insuliny i jej skomercjalizowanych analog·w [70]. We wspomnianej 

metodzie, zaczerpniňtej z rozdziağu Farmakopei, dotyczŃcego kontroli jakoŜci insuliny ludzkiej 

[71], wykorzystuje siň zdolnoŜĺ do selektywnego dziağania enzym·w trawiennych, w tym 

przypadku proteazy V8. Proteaza V8 hydrolizuje jedynie wiŃzania peptydowe od C-koŒca 

kwasu glutaminowego (Glu) i kwasu asparaginowego (Asp). W przypadku badanych w ramach 

niniejszej pracy zwiŃzk·w, proteaza V8 trawi ğaŒcuchy polipeptydowe w zaledwie 4 miejscach, 

dzielŃc czŃsteczkň na 4 charakterystyczne fragmenty (Rys.  47). 
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Rys.  47. Schemat trawienia enzymatycznego insuliny ludzkiej proteazŃ PV8 ï powstawanie 

charakterystycznych fragment·w I, II, III i IV mapy peptydowej.  

Analiza czas·w retencji poszczeg·lnych fragment·w w por·wnaniu do substancji 

wzorcowej daje wiedzň o tym, w kt·rych fragmentach sekwencji polipeptydowej istniejŃ 

r·Ũnice miňdzy pr·bkŃ badanŃ a wzorcem. W przypadku badania toŨsamoŜci metabolit·w 

analog·w insuliny staje siň o wiele bardziej uŨyteczna, gdyŨ przy zastosowaniu dw·ch 

wzorc·w (insuliny ludzkiej i analogu macierzystego) dostarcza bardziej szczeg·ğowych 

informacji zar·wno o sekwencji metabolitu, jak i czystoŜci substancji aktywnych wzorc·w. 

Opracowano zatem metodň mapowania peptyd·w z wykorzystaniem proteazy V8 do 

zastosowania w rutynowych badaniach toŨsamoŜci metabolit·w analog·w insuliny w pr·bkach 

wytwarzanych wzorc·w.  

4.1. Metoda badania toŨsamoŜci metabolit·w analog·w insuliny technikŃ mapowania 

peptyd·w 

4.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 
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- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM).  

4.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- proteaza V8 (nr kat.: TA2441204, Thermo Scientific), 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- siarczan amonu (nr kat.: 1.01217.1000, Merck), 

- kwas siarkowy (nr kat.: 575000115, Avantor), 

- amoniak (nr akt.: 134963118, Avantor), 

- wodorotlenek sodu (nr kat.: 1.06498.0500, Merck), 

- kwas N-[2-hydroksyetylo]piperazyno-Nô-[2-etanosulfonowy] (HEPES) (nr kat.: 

H7523, Sigma-Aldrich), 

- acetonitryl (nr kat.: 34851-2.5L, Sigma-Aldrich), 

- kolumna chromatograficzna ze zğoŨem typu C18, Spherisorb, 3 mm, 4,6 x 100 mm, 

analityczna (nr kat.: PSS839547, Waters). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   

4.1.3. Aparatura: 

- wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV-VIS, analityczny 

(Alliance 2695 +  Alliance 2489, Waters), 

- inkubator z wytrzŃsaniem, model: Thermomixer Comfort (nr kat.: 5355 000.011, 

Eppendorf), 

- pH-metr, model MP 230 (nr kat.: Z311332, Mettler Toledo), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 
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4.1.4. Procedura postňpowania  

4.1.4.1. Przygotowanie pr·bek badanych 

Przed analizŃ przygotowywano roztwory bufor·w do trawienia: buforu HEPES 

o pH 7,5 (24 mg/ml, doprowadzony do pH 7,5 za pomocŃ 5 M NaOH) oraz buforu 

siarczanowego o pH 2,0 (zmieszane r·wne objňtoŜci 2 M roztworu siarczanu amonu w wodzie 

i 0,5 M kwasu siarkowego). Do zamykanej fiolki zawierajŃcej 125 ɛl roztworu pr·by badanej 

w 0,01 M HCl o stňŨeniu 2 mg/ml  dodawano 0,5 ml buforu HEPES o pH 7,5 i 100 ɛl  roztworu 

proteazy V8 o stňŨeniu 1 mg/ml, rozpuszczonej w tym samym buforze. Zamkniňte fiolki 

inkubowano w temperaturze 25 ÁC przez 6 godzin, po czym zatrzymywano reakcjň 

enzymatycznŃ dodajŃc 0,725 ml buforu siarczanowego. R·wnolegle do pr·by badanej, w tym 

samym czasie, w tych samych warunkach i przy uŨyciu tych samych odczynnik·w 

sporzŃdzano roztw·r por·wnawczy insuliny ludzkiej i Ŝlepej pr·by (uŨywano w tym celu 

0,01 M HCl zamiast roztworu biağka).  

4.1.4.2. Analiza HPLC produkt·w trawienia proteazŃ V8 

Pr·bki uzyskane podczas trawienia analizowane byğy z wykorzystaniem chromatografu 

cieczowego Waters, wyposaŨonego w detektor optyczny oraz termostatowane komorň 

kolumny i automatyczny podajnik pr·bek. Wszystkie pomiary wykonywane byğy przy 

dğugoŜci fali 214 nm i szybkoŜci przepğywu 1 ml/min. Poszczeg·lne skğadniki mieszanin 

reakcyjnych rozdzielane na kolumnie termostatowanej w temperaturze 40 ÁC. Pr·bki badane, 

do czasu wprowadzenia do pňtli nastrzykowej, przechowywane byğy w chğodzonej do 5 ÁC 

komorze podajnika. Fazami ruchomymi byğy mieszaniny acetonitrylu, buforu siarczanowego 

pH 2,0 i wody zmieszanych w nastňpujŃcych proporcjach:  

- faza A: 100 ml acetonitrylu + 200 ml buforu siarczanowego o pH 2,0 i 700 ml wody, 

- faza B: 400 ml acetonitrylu + 200 ml buforu siarczanowego o pH 2,0 i 400 ml wody. 

Analizy wykonywane byğy zgodnie z programem zmian skğadu faz ruchomych 

zaprezentowanym w Tab. 8. WartoŜci udziağu procentowego faz A i B w poczŃtkowym, 

izokratycznym etapie analizy, podlegağy drobnym modyfikacjom, w celu dostosowania 

parametr·w metody do zastosowania w analizie poszczeg·lnych substancji, wykazujŃcych 

r·Ũne powinowactwo w stosunku do zğoŨa kolumny chromatograficznej. Miağo to na celu 

unikniňcie ryzyka elucji kluczowych skğadnik·w roztwor·w badanych przy czasach retencji, 

w kt·rych ksztağt linii bazowej sprawiağby trudnoŜci w prawidğowej integracji pik·w i 

powodowağ bğňdy oszacowania ich powierzchni.  
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Tab. 8. Parametry programu elucji gradientowej do map peptydowych biağek. 

CZAS [min]  FAZA RUCHOMA A [%]  FAZA RUCHOMA  B [ %]  TRYB ZMIANY SKĞADU FAZ 

0 90 10 gradient liniowy (0-60 min) 

60 30 70 gradient liniowy (60-65 min) 

minmin 
65 0 100 gradient liniowy (65-70 min)  

70 0 100 gradient liniowy (70-71 min)  

71 90 10 -  

85 90 10 - 

 

4.2. Analiza por·wnawcza map peptydowych AKR, jej metabolit·w i insuliny ludzkiej 

Insulina AKR r·Ũni siň od insuliny ludzkiej w zakresie fragment·w II (dodatkowa 

alanina) i III (dodatkowa lizyna i arginina), dlatego teŨ na chromatogramie jej mapy peptydowej 

naleŨy spodziewaĺ siň przesuniňĺ czas·w retencji odpowiadajŃcych im fragment·w. 

desB32Arg AKR, podobnie jak w przypadku czŃsteczki macierzystej bňdzie wykazywağ 

r·Ũnice we fragmentach II i III w stosunku do insuliny ludzkiej, ale moŨna oczekiwaĺ, Ũe 

r·Ũnica pomiňdzy czasami retencji fragment·w III metabolitu i insuliny bňdzie mniejsza niŨ 

pomiňdzy AKR a insulinŃ (w metabolicie mamy tylko o jeden aminokwas polarny wiňcej w 

ğaŒcuchu B niŨ w insulinie, w analogu ï o 2 wiňcej niŨ w insulinie). W przypadku metabolitu 

ostatecznego fragmenty I, III i IV sŃ takie same jak w insulinie ludzkiej, jedyna r·Ũnica dotyczy 

wydğuŨonego fragmentu ğaŒcucha A, z dodatkowŃ alaninŃ, w czŃsteczce desB32Arg 

desB31Arg AKR. 

Wyniki uzyskane w badaniach map peptydowych AKR i jego metabolit·w 

zaprezentowano na Rys. 48 õ Rys. 50. Zgodnie z przewidywaniami, dla wszystkich trzech 

substancji badanych fragmenty I i IV pokrywağy siň z tymi uzyskiwanymi po trawieniu insuliny 

ludzkiej. Fragment II eluowağ przy wyŨszych czasach retencji, co jest zgodne z 

przewidywaniami (dodatkowy aminokwas niepolarny wydğuŨyğ retencjň fragmentu biağka na 

kolumnie chromatograficznej). W przypadku fragmentu III widaĺ, Ũe po odciňciu obydwu 

aminokwas·w zasadowych z C-koŒca biağka karboksypeptydazŃ B otrzymujemy fragment 

polipeptydu toŨsamy z analogicznym fragmentem insuliny ludzkiej, co zgodne jest z 

oczekiwaniami. ObecnoŜĺ polarnej lizyny w pozycji B31 spowodowağa znaczne skr·cenie 
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czasu retencji piku fragmentu III w desB32Arg AKR, dodatkowa polarna arginina w czŃsteczce 

AKR powoduje przesuniňcie piku ku jeszcze niŨszym czasom retencji.  

 

 

Rys. 48. Chromatogram mapy peptydowej insuliny AKR (zielony) na tle mapy peptydowej 

insuliny ludzkiej (czarny). 
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Rys. 49. Chromatogram mapy peptydowej desB32Arg AKR (niebieski) na tle mapy 

peptydowej insuliny ludzkiej (czarny). 

 

Rys. 50. Chromatogram mapy peptydowej desB32Arg desB31Arg AKR (r·Ũowy) na tle mapy 

peptydowej insuliny ludzkiej (czarny). 
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4.3. Analiza por·wnawcza map peptydowych SK3R, jej metabolitu i insuliny ludzkiej 

Insulina SK3R r·Ũni siň od insuliny ludzkiej w zakresie fragment·w I (lizyna zamiast 

asparaginy w B3), II (dodatkowa seryna) i III (dodatkowa arginina), dlatego teŨ na 

chromatogramie jej mapy peptydowej naleŨy spodziewaĺ siň przesuniňĺ czas·w retencji 

odpowiadajŃcych im fragment·w. W przypadku desB31Arg SK3R fragmenty III i IV powinny 

byĺ sŃ takie same jak w insulinie ludzkiej. 

Wyniki uzyskane w badaniach map peptydowych tych dw·ch biağek w por·wnaniu do 

insuliny zaprezentowano kolejno na Rys. 51 i Rys. 52. Zgodnie z przewidywaniami, dla 

obydwu substancji badanych fragment IV pokrywağ siň z uzyskiwanym po trawieniu wzorca 

insuliny ludzkiej. Fragmenty I i II eluowağy przy nieco niŨszych czasach retencji niŨ ich 

odpowiedniki w insulinie, co jest zgodne z przewidywaniami (dodatkowy aminokwas polarny 

ï seryna przesuwa czas retencji fragmentu II, substytucja kwasu asparaginowego lizynŃ 

modyfikuje retencjň fragmentu II biağka na kolumnie chromatograficznej). W przypadku 

fragmentu III po odciňciu terminalnego aminokwasu zasadowego ğaŒcucha B w desB31Arg 

SK3R uzyskujemy fragment toŨsamy z odpowiednikiem w czŃsteczce insuliny ludzkiej.  

 

 

Rys. 51. Chromatogram mapy peptydowej SK3R (brŃzowy) na tle mapy peptydowej insuliny 

ludzkiej (czarny). 
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Rys. 52. Chromatogram mapy peptydowej desB31Arg SK3R (granatowy) na tle mapy 

peptydowej insuliny ludzkiej (czarny). 

Zastosowane warunki chromatograficzne pozwoliğy na wyraŦne rozdzielenie fragment·w 

biağek o sekwencjach  r·ŨniŃcych siň od siebie o 1 czy 2 aminokwasy. Czasy retencji 

charakterystycznych fragment·w strawionych metabolit·w analog·w AKR i SK3R pozwalajŃ 

w ğatwy, szybki i jednoznaczny spos·b odr·Ũniĺ te substancje od siebie i potwierdziĺ, w kt·rych 

fragmentach sekwencji aminokwasowych wystňpujŃ miňdzy nimi r·Ũnice. Opracowana metoda 

analizy z wykorzystaniem map peptydowych zostağa wiňc wdroŨona w Ğ-IChP do 

wykorzystania w rutynowej kontroli jakoŜci wytwarzanych wzorc·w metabolit·w jako 

metoda badania ich toŨsamoŜci. 

  Aby biağko analogu insuliny mogğo oddziağywaĺ z receptorem insulinowym, niezbňdne 

jest nie tylko wystňpowanie w jego sekwencji odpowiednich aminokwas·w, ale takŨe 

zachowanie odpowiedniej struktury przestrzennej i wystňpowanie w formie monomerycznej. 

PoniewaŨ procesy technologiczne zwiŃzane z etapami wytwarzania oraz oczyszczania mogŃ 

mieĺ niekorzystny wpğyw na biağka, w szczeg·lnoŜci prowadziĺ do ich agregacji, czy 

powstawania amyloid·w, postanowiono dodatkowo zweryfikowaĺ, czy w przypadku 

opracowanej technologii wytwarzania takie niekorzystne zjawiska majŃ miejsce. 

Wykorzystano w tym celu prostŃ, taniŃ i szybkŃ, nie niszczŃcŃ metodň pomiaru wielkoŜci 

czŃstek z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania Ŝwiatğa.    
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5. Analiza wielkoŜci czŃstek analog·w insuliny i ich wybranych metabolit·w w 

roztworach wzorc·w technikŃ dynamicznego rozpraszania Ŝwiatğa 

Technika dynamicznego rozpraszania Ŝwiatğa (DLS) zyskağa w ostatnich latach duŨŃ 

popularnoŜĺ i obecnie jest rutynowo stosowana w kontroli jakoŜci farmaceutyk·w, zwğaszcza 

biağek rekombinowanych. Jest szybkŃ, taniŃ, prostŃ i nieniszczŃcŃ technikŃ analitycznŃ,  

pozwalajŃcŃ na monitorowanie powstawania agregat·w biağek, kwas·w nukleinowych czy 

makroczŃsteczkowych kompleks·w [72] w preparatach farmaceutycznych. Preparaty lecznicze 

zanieczyszczone takimi agregatami po podaniu pacjentowi mogŃ powodowaĺ wystňpowanie 

dziağaŒ niepoŨŃdanych lub reakcji immunologicznej. MajŃc na wzglňdzie, Ũe agregacja i 

tworzenie amyloid·w biağkowych prowadzi do zmian w aktywnoŜci biologicznej biağek 

terapeutycznych, zdecydowano o uŨyciu DLS do weryfikacji jakoŜci przygotowanych wzorc·w 

metabolit·w przed uŨyciem ich do badaŒ biologicznych.  

5.1. Metoda badania Ŝrednic hydrodynamicznych analog·w insuliny i ich metabolit·w 

w 0,01 M HCl  

5.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544; EDQM),  

- metabolit desB32Arg glargina (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Arg glargina (Ğ-IChP), 

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM). 

5.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- kuwety jednorazowe do pomiar·w dynamicznego rozpraszania Ŝwiatğa o drodze 

optycznej 1 cm (DTS0012, Malvern), 
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- filtry strzykawkowe o Ŝrednicy por·w 0,2 Õm, GHP Acrodisc 13 (nr kat.: 4554, 

Pall). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   

5.1.3. Aparatura: 

- analizator Zetasizer Nano ZS (nr kat.: ZEN3600, Malvern Instruments),  

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 

5.1.4. Procedura postňpowania  

Pomiary wielkoŜci czŃstek wykonano z uŨyciem analizatora dynamicznego rozpraszania 

swiatğa (DLS), przystosowanego do pomiar·w czŃstek o Ŝrednicach w zakresie od 0,6 nm do 

6 Õm, wyposaŨonym w laser He-Ne (ɚ = 632,8 nm). Jako pr·bki do badaŒ wykorzystano 

roztwory insuliny ludzkiej, jej analog·w i ich wybranych metabolit·w o stňŨeniach 1 mg/ml. 

Ze wzglňdu na koniecznoŜĺ zastosowania stňŨeŒ biağka na stosunkowo wysokim poziomie w 

celu zapewnienia odpowiedniej liczby zliczeŒ w jednostce czasu, warunkujŃcej jakoŜĺ 

uzyskiwanych danych pomiarowych, zdecydowano na wyb·r 0,01 M HCl jako 

rozpuszczalnika pr·bek. W kwaŜnym Ŝrodowisku wszystkie badane substancje przy stňŨeniu 

1 mg/ml sŃ dobrze rozpuszczalne, co powoduje, Ũe wynik mierzonych Ŝrednic 

hydrodynamicznych nie jest maskowany przez czŃstki stağe w zawiesinie. Stosunkowo niska 

siğa jonowa i brak dodatkowych skğadnik·w w Ŝrodowisku pr·bek pozwalağy takŨe 

minimalizowaĺ ryzyko powstawania agregat·w biağka w trakcie pomiaru [73].  Roztwory 

biağek byğy przed pomiarem filtrowane przez filtr strzykawkowy o Ŝrednicy por·w 0,2 Õm, po 

czym termostatowane przez 30 s w temperaturze 25 ÁC w zamkniňtej kuwecie pomiarowej 

umieszczonej w aparacie. Zastosowano nastňpujŃce parametry akwizycji danych przez detektor 

ustawiony w pozycji 173Á dla pojedynczego pomiaru: pomiar w stağej pozycji 4,65 mm (w 

Ŝrodku celi), przysğona 11, 6 skan·w o czasie 20 s kaŨdy. Dla kaŨdego roztworu substancji 
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badanej wykonywano po 6 pomiar·w, po czym uŜredniano uzyskane wyniki korzystajŃc z 

wbudowanej do oprogramowania pomiarowego funkcji analizy na danych. 

5.2. Analiza por·wnawcza Ŝrednic hydrodynamicznych insuliny ludzkiej, jej analog·w i 

ich wybranych metabolit·w, zmierzonych z wykorzystaniem techniki dynamicznego 

rozpraszania Ŝwiatğa. 

Wykresy przedstawiajŃce uŜrednione wyniki badaŒ dla poszczeg·lnych substancji 

zaprezentowano na Rys. 53. PoniewaŨ w Ũadnej z pr·bek badanych nie zaobserwowano 

wystňpowania czŃstek o Ŝrednicach hydrodynamicznych powyŨej 10 nm, na poniŨszych 

wykresach zaprezentowano wyniki w zakresie Ŝrednic 1-10 nm, w skali logarytmicznej. Dane 

zbiorcze, zawierajŃce por·wnanie wynik·w badania Ŝrednic hydrodynamicznych insuliny 

ludzkiej, analog·w AKR, SK3R, glarginy oraz ich wybranych metabolit·w zebrano w Tab. 9. 
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Rys. 53. Wyniki pomiar·w wielkoŜci czŃstek analogu AKR (A), jego metabolit·w 

desB32Arg AKR (B) i desB32Arg desB31Lys AKR (C), analogu SK3R (D) i jego metabolitu 

desB31Arg SK3R (E), glarginy (F), jej metabolit·w desB32Arg glarginy (G) i 

desB32Arg desB31Arg glarginy (H) oraz insuliny ludzkiej (I) z uŨyciem techniki DLS (wyniki 

uŜrednione, n=6).  
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Tab. 9. Wyniki pomiar·w Ŝrednic hydrodynamicznych z uŨyciem techniki dynamicznego 

rozpraszania Ŝwiatğa dla insuliny ludzkiej, jej analog·w oraz ich wybranych 

metabolit·w. 

SUBSTANCJA BADANA 
śREDNICA 

HYDRODYNAMICZNA[nm]  

WSPčĞCZYNNIK 

POLIDYSPERSJI (PdI)  

insulina ludzka 3,13 (SD: 0,41) 0,094 

AKR 2,79 (SD: 0,44) 0,134 

desB32Arg AKR 3,18 (SD: 0,34) 0,192 

desB32Arg desB31Lys AKR 3,55 (SD: 0,47) 0,090 

SK3R 2,76 (SD: 0,31) 0,108 

desB31Arg SK3R 3,21 (SD: 0,37) 0,058 

glargina 3,58 (SD: 0,37) 0,192 

desB32Arg glargina 3,63 (SD: 0,50) 0,206 

desB32Arg desB31Arg glargina 4,31 (SD: 0,57) 0,225 

 

Obliczenia teoretyczne dla biağek o masie ok 6 kDa, przeprowadzone z uŨyciem 

kalkulatora doğŃczonego do oprogramowania urzŃdzenia pomiarowego wskazujŃ, iŨ proteiny o 

takiej masie czŃsteczkowej powinny wykazywaĺ Ŝrednice ok. 2,6 nm w przypadku biağek 

idealnie globularnych. Uzyskane wartoŜci Ŝrednic hydrodynamicznych badanych substancji 

aktywnych sŃ nieco wyŨsze niŨ obliczona wartoŜĺ teoretyczna i pozostajŃ dla wszystkich 

zwiŃzk·w na zbliŨonym poziomie ok. 3-4 nm, co moŨe Ŝwiadczyĺ o tym, Ũe rzeczywiste 

ksztağty badanych czŃstek odbiegajŃ od idealnej formy kulistej. Na wystňpowanie r·Ũnic 

pomiňdzy wartoŜciami teoretycznymi a zmierzonymi wymiarami wpğyw ma takŨe Ŝrodowisko 

pr·bki (obliczenia wykonywane sŃ z zağoŨeniem uŨywania wody jako rozpuszczalnika pr·bek). 

W trakcie badaŒ nie zaobserwowano dla pr·bek metabolit·w drastycznego zwiňkszenia 

wymiar·w ani wystňpowania populacji czŃstek o odmiennych Ŝrednicach hydrodynamicznych 

w por·wnaniu z insulinŃ czy analogami macierzystymi. Jest to pozytywny rezultat, gdyŨ 

Ŝwiadczy o tym, Ũe zaproponowana w niniejszej pracy metodyka wytwarzania pochodnych 

analog·w nie promuje zjawiska agregacji biağek metabolit·w. 

Zaprezentowany w tabeli parametr PdI (wsp·ğczynnik polidyspersji) informuje o 

rozkğadzie populacji czŃstek o danych Ŝrednicach hydrodynamicznych w pr·bie badanej. 

Zakres wartoŜci przyjmowanych przez ten wsp·ğczynnik waha siň od 0,0 dla pr·bek idealnie 

jednorodnych pod wzglňdem wielkoŜci czŃstek do 1,0 dla pr·bek niejednorodnych, 
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wykazujŃcych duŨŃ liczbň czŃstek r·ŨniŃcych siň rozmiarami.  W praktyce wartoŜci poniŨej 

0,05 uzyskiwane sŃ bardzo rzadko, a za pr·bki jednorodne uznaje siň takie, dla kt·rych 

wyznaczony PdI wynosi ok. 0,1 lub mniej. W zastosowaniach medycznych, w produkcji 

noŜnik·w lek·w dla farmaceutyk·w przyjmuje siň, Ũe w pomiarach czŃstek w roztworach do 

wstrzykiwaŒ wartoŜci PdI poniŨej 0,3 sŃ akceptowalne [74]. Dla wszystkich roztwor·w pr·b 

badanych uzyskano wartoŜci PdI poniŨej 0,3, przy czym zdecydowanie najlepsze wyniki 

uzyskano dla metabolitu desB31Arg SK3R. Jako monodyspersyjne okreŜliĺ moŨna takŨe 

roztwory insuliny ludzkiej, analogu SK3R oraz metabolitu koŒcowego analogu AKR. NaleŨy 

tu zwr·ciĺ uwagň na fakt, iŨ wyŨsza wartoŜĺ wskaŦnik·w polidyspersji pozostağych substancji 

aktywnych nie przesŃdza jednoznacznie o istnieniu odrňbnych frakcji badanego zwiŃzku w 

roztworze, kt·re r·Ũniğyby siň miňdzy sobŃ wymiarami czŃstek. Metodyka pomiaru DLS 

zakğada bowiem dopasowanie wszystkich badanych czŃstek do ksztağtu kulistego, kt·rych 

teoretyczne Ŝrednice sŃ szacowane i podawane jako wynik pomiaru. PodwyŨszona wartoŜĺ 

wsp·ğczynnika polidyspersji moŨe wiňc r·wnie dobrze Ŝwiadczyĺ o tym, Ũe rzeczywisty ksztağt 

badanych czŃstek odbiega od symetrycznej formy kulistej w danym Ŝrodowisku pomiaru, a 

obserwowane frakcje o r·Ũnych rozmiarach to w rzeczywistoŜci takie same czŃstki widziane z 

r·Ũnych perspektyw. 

Opracowana metoda analizy wielkoŜci czŃstek zostağa wdroŨona w Ğ-IChP do 

wykorzystania w rutynowej kontroli jakoŜci wytwarzanych wzorc·w metabolit·w jako 

metoda do weryfikacji poprawnoŜci przeprowadzenia proces·w technologicznych wytwarzania 

i oczyszczania.  

6. Badania por·wnawcze ekspozycji reszt tyrozynowych w czŃsteczkach analog·w 

insuliny i ich wybranych metabolit·w ï spektrofotometria 

Z punktu widzenia aktywnoŜci biologicznej insuliny, kluczowe jest zachowanie w czasie 

interakcji z receptorem insulinowym odpowiedniej struktury biağka, uwzglňdniajŃcej 

ekspozycjň na zewnŃtrz lub do wnňtrza czŃsteczki reszt aminokwas·w niezbňdnych w 

tworzeniu wiŃzaŒ. Jako jedne z kluczowych uznawane sŃ m.in. dwie tyrozyny, zlokalizowane 

w pozycjach B16 i B26 czŃsteczki insuliny. Analiza por·wnawcza stanu ekspozycji tych 

aminokwas·w w kierunku wnetrza biağka w przypadku analog·w insuliny i ich metabolit·w w 

stosunku do naturalnego hormonu stanowi waŨny aspekt analizy zdolnoŜci tych substancji do 

naŜladowania dziağania hipoglikemizujŃcego insuliny.  

Obserwacje ekspozycji reszt aminokwasowych na powierzchni czŃsteczek biağka 

prowadzi siň z wykorzystaniem metod spektroskopowych [75] [76]. Fenyloalanina, tyrozyna i 



 

114 

 

tryptofan to trzy aminokwasy odpowiadajŃce w biağkach w gğ·wnej mierze za absorpcjň i 

fluorescencjň promieniowania elektromagnetycznego w zakresie ultrafioletu [77]. AbsorbujŃ 

one promieniowanie o zbliŨonych dğugoŜciach fali, przy czym spoŜr·d tych trzech 

aminokwas·w aromatycznych tryptofan charakteryzuje siň najwyŨszym, a fenyloalanina 

najniŨszym wsp·ğczynnikiem absorpcji. W zwiŃzku z brakiem tryptofanu w sekwencji 

aminokwasowej zar·wno insuliny ludzkiej, jej badanych analog·w jak i ich metabolit·w, 

moŨna zakğadaĺ, Ũe to tyrozyna odpowiada w dominujŃcej wiňkszoŜci za ksztağt widm UV-Vis 

w zakresie 270-300 nm.  

Tyrozyna jest aminokwasem hydrofobowym, co w poğŃczeniu z tendencjŃ pierŜcieni 

aromatycznych do ukğadania w stosy ˊ-ˊ skutkuje tym, Ũe jej ekspozycja na zewnŃtrz czŃsteczki 

zwiniňtego biağka jest minimalizowana. Ograniczenie dostňpu do Ŝrodowiska wodnego 

powoduje, Ũe redukowana jest takŨe moŨliwoŜĺ jonizacji tego aminokwasu. Dla tyrozyny 

charakterystyczne jest maksimum absorpcji przy ok. 275 nm, kt·re ulega przesuniňciu w 

kierunku promieniowania o wiňkszej dğugoŜci fali pod wpğywem jonizacji aminokwasu [78]. 

Analiza przesuniňĺ maksim·w Tyr na widmie UV-Vis badanych biağek w Ŝrodowisku 

kwaŜnym pozwala wiňc poŜrednio obserwowaĺ zachodzenie proces·w denaturacji, gdyŨ 

dopiero po rozwiniňciu czŃsteczki, skierowane do jej wnňtrza reszty tyrozyny sŃ eksponowane 

do Ŝrodowiska polarnego i mogŃ ulegaĺ jonizacji.  

BiorŃc pod uwagň trudnoŜci interpretacyjne, wynikajŃce z nakğadania siň pasm 

pochodzŃcych od r·Ũnych aminokwas·w w widmie UV-Vis, do obserwacji ekspozycji tyrozyn 

na powierzchni stosuje siň najczňŜciej analizň drugich pochodnych widma biağka [78] [79]. 

WykorzystujŃc widma tyrozyny i tryptofanu, moŨna z uŨyciem metod numerycznych 

wyznaczyĺ udziağ czŃsteczek tych aminokwas·w w widmie badanego biağka (Rys. 54). Przy 

braku obecnoŜci tryptofanu, moŨna wykorzystaĺ tň metodň do analizy por·wnawczej substancji 

o r·Ũnych stopniach ekspozycji reszt tyrozynowych.  

 
Rys. 54. Wyniki obliczeŒ drugich pochodnych z wynik·w pomiar·w widm UV-Vis dla 

r·wnomolowych stňŨeŒ tyrozyny i tryptofanu [79].  
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6.1. Metoda badania ekspozycji reszt tyrozynowych biağka technikŃ 

spektrofotometrycznŃ 

6.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544; EDQM),  

- metabolit desB32Arg glargina (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Arg glargina (Ğ-IChP), 

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM). 

6.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- kuweta kwarcowa do pomiar·w spektrofotometrycznych o drodze optycznej 1 cm, 

model QS (nr kat.: 100-10-40, Hellma). 

*  dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   

6.1.3. Aparatura: 

- spektrofotometr Cary 100 Conc UV-Vis, Varian (nr kat.: 10069000, Agilent), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 
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6.1.4. Procedura postňpowania  

Podobnie jak badania z wykorzystaniem techniki DLS, widma UV-Vis rejestrowano dla 

roztwor·w poszczeg·lnych biağek o stňŨeniu 1 mg/ml w 0,01 M HCl. Analizy prowadzone byğy 

w temperaturze pokojowej z uŨyciem kwarcowych kuwet o dğugoŜci drogi optycznej 1 cm. 

Pomiary prowadzono wzglňdem odnoŜnika, kt·ry stanowiğ 0,01 M HCl. Widma roztwor·w 

poszczeg·lnych biağek (insuliny, jej analog·w i ich metabolit·w) rejestrowano w zakresie 

dğugoŜci fali od 200 nm do 350 nm. Po pomiarze wygenerowano drugie pochodne widm z 

uŨyciem wewnňtrznego oprogramowania urzŃdzenia (algorytm Savitzkyôego ï Golayôa, 

wielomian II rzňdu).  

6.2. Analiza por·wnawcza absorpcji reszt tyrozynowych w zakresie UV-Vis 

Wyniki por·wnania widm UV-Vis uzyskanych dla badanych substancji zaprezentowano 

na Rys. 55. Por·wnanie drugich pochodnych w zakresie spektralnym 200-350 nm znajduje siň 

na Rys. 56, natomiast na Rys. 57 zaprezentowano analizň por·wnawczŃ kluczowych 

fragment·w drugich pochodnych widm, charakterystycznych dla tyrozyny ï lokalnego 

minimum przy 283,5 nm i dwu lokalnych maksim·w przy 280 nm i 289,5 nm [78].  

 

Rys. 55. Widma UV-Vis insuliny ludzkiej, analog·w insuliny oraz ich wybranych metabolit·w. 
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Rys. 56. Drugie pochodne widm UV-Vis insuliny ludzkiej, analog·w insuliny oraz ich 

wybranych metabolit·w w zakresie 200-350 nm. 

 

Rys. 57. Drugie pochodne widm UV-Vis insuliny ludzkiej, analog·w insuliny oraz ich 

wybranych metabolit·w w zakresie 270-300 nm. 
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Na zaprezentowanych powyŨej wykresach moŨna zauwaŨyĺ, Ũe zar·wno ksztağt widm 

absorpcji  promieniowania w zakresie 270-300 nm jest bardzo podobny dla wszystkich 

badanych substancji, jak r·wnieŨ, Ũe pozycje i wielkoŜci mierzonych sygnağ·w w drugich 

pochodnych tych widm absorpcji sŃ niemal identyczne. Dla Ũadnej z badanych substancji nie 

stwierdzono wiňc obniŨenia zdolnoŜci interakcji z receptorem insulinowym wskutek 

zwiňkszonej w stosunku do insuliny ludzkiej ekspozycji reszt tyrozynowych na zewnŃtrz 

biağka, nie stwierdzono r·wnieŨ r·Ũnic pomiňdzy insulinŃ a badanymi biağkami w zakresie 

charakteru mikrootoczenia reszt tyrozynowych ani denaturacji Ũadnego z badanych biağek w 

roztworach wzorc·w. 

Opracowana metoda analizy ekspozycji reszt tyrozynowych takŨe zostağa wdroŨona w 

Ğ-IChP do wykorzystania w rutynowej kontroli jakoŜci wytwarzanych wzorc·w 

metabolit·w jako metoda do badania stanu konformacyjnego biağek i poŜrednio - weryfikacji 

poprawnoŜci przeprowadzenia proces·w technologicznych ich wytwarzania i oczyszczania.  

7. Badania por·wnawcze ekspozycji reszt tyrozynowych w czŃsteczkach analog·w 

insuliny i ich wybranych metabolit·w ï spektrofluorymetria  

Spektroskopia fluorescencyjna jest technikŃ pomiarowŃ powszechnie wykorzystywanŃ 

do badania wğaŜciwoŜci fizykochemicznych i analizy struktury biağek. Wykorzystuje zdolnoŜĺ 

niekt·rych substancji chemicznych do emitowania promieniowania w zakresie Ŝwiatğa 

widzialnego po uprzednim wzbudzeniu. ZdolnoŜĺ emisji fluorescencji posiadajŃ przede 

wszystkim zwiŃzki chemiczne zawierajŃce w strukturze pierŜcienie aromatyczne, spoŜr·d 

aminokwas·w budujŃcych biağka tylko 3 ï fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan wykazujŃ takie 

wğaŜciwoŜci [80]. Insulina ludzka zawiera w swojej sekwencji aminokwasowej jedynie reszty 

Phe i Tyr. W zwiŃzku z brakiem tryptofanu, to reszty tyrozyny dominujŃ w  absorpcji 

promieniowania przy 250-290 nm i odpowiadajŃ za emitowane potem promieniowanie 

fluorescencyjne, z maksimum emisji przy 303 õ 304 nm (Rys.  58) [81]. 
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Rys.  58. Por·wnanie widm absorpcji (A) i emisji fluorescencji (B) reszt tyrozyny, tryptofanu 

i fenyloalaniny w zakresie UV-Vis [81]. 

Dostňpne w literaturze wyniki badaŒ wskazujŃ, Ũe lokalne Ŝrodowisko tyrozyny w 

zasadzie nie ma wpğywu na poğoŨenie maksimum jej emisji, jednak nie pozostaje obojňtne na  

jej intensywnoŜĺ. W strukturach sztywnych, silnie ustrukturyzowanych, intensywnoŜĺ emisji 

tyrozyny jest wyŨsza niŨ w strukturach labilnych [80], co pozwala na monitorowanie 

denaturacji biağka. Wszystkie badane przeze mnie czŃsteczki biağek ï insulina, analogi AKR i 

SK3R oraz ich metabolity - majŃ takŃ samŃ liczbň tyrozyn w sekwencjach aminokwasowych, 

wiňc moŨna siň spodziewaĺ, Ũe przy zwiniňciu tych biağek w analogiczny spos·b, ich widma 

fluorescencji bňdŃ takie same lub bardzo zbliŨone. W niniejszej pracy zdecydowağam siň wiňc 

na wykorzystanie tej techniki jako taniej, szybkiej i nieniszczŃcej metody weryfikacji, czy 

biağka metabolit·w w roztworach wytworzonych przeze mnie wzorc·w zachowujŃ struktury 

wyŨszych rzňd·w charakterystyczne dla biağek macierzystych mimo stosowania 

wieloetapowego procesu technologicznego.  

7.1. Metoda badania ekspozycji reszt tyrozynowych biağka technikŃ 

spektrofluorymetrycznŃ 

7.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 
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- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 

- insulina glargina, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: Y0001544; EDQM),  

- metabolit desB32Arg glargina (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Arg glargina (Ğ-IChP), 

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM). 

7.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- kuweta kwarcowa do pomiar·w spektrofluorymetrycznych o drodze optycznej 

1 cm, model QS  ( nr kat.: LLG-6204497, Hellma). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   

7.1.3. Aparatura: 

- spektrofluorometr, FluoroMax-3 (nr kat.: , Jobin Yvon Horiba), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 

7.1.4. Procedura postňpowania 

Pomiary intensywnoŜci fluorescencji wykonywano w temperaturze pokojowej dla pr·bek 

insuliny, analog·w i ich metabolit·w o stňŨeniu 0,2 mg/ml w 0,01 M HCl. Zastosowano 

wzbudzenie promieniowaniem o dğugoŜci fali 276 nm, przy szerokoŜci szczeliny 5 nm. Widma 

emisji rejestrowane byğy w zakresie spektralnym od 280 nm do 500 nm. Fotony zliczano i 

uŜredniano dla kaŨdego punktu pomiarowego w 0,5 s odstňpach czasu, stosujŃc odlegğoŜĺ 

miňdzy kolejnymi punktami danych: 0,5 nm. Pomiary przeprowadzono stosujŃc do rejestracji 

emisji szczelinň o szerokoŜci 5 nm.  
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7.2. Analiza por·wnawcza fluorescencji reszt tyrozynowych  

Widma fluorescencji badanych substancji zaprezentowano na zbiorczym wykresie na 

Rys.  59. Wzgledne wartoŜci intensywnoŜci fluorescenji w maksimum widma w stosunku do 

insuliny ludzkiej zebrano w Tab. 10. 

 

 

Rys.  59. Widma fluorescencji insuliny ludzkiej, analog·w insuliny oraz ich wybranych 

metabolit·w po wzbudzeniu promieniowaniem o dğugoŜci fali 276 nm. 

Tab. 10. Wzglňdne wartoŜci intensywnoŜci fluorescencji analog·w insuliny i  ich metabolit·w 

w maksimum widma emisji w stosunku do fluorescencji insuliny ludzkiej. 

SUBSTANCJA BADANA 

MAKSIMUM 

FLUORESCENCJI 

[nm] 

INTENSYWNOSĹ 

FLUORESCENCJI 

W MAKSIMUM  

[cps] 

WZGLŇDNA 

INTENSYWNOśĹ 

FLUORESCENCJI 

W MAKSIMUM  

insulina ludzka 304,0 997626 1,00 

AKR 303,0 934984 0,94 

desB32Arg AKR 303,0 987294 0,99 

desB32Arg desB31Lys AKR 303,5 974434 0,98 

SK3R 304,0 881636 0,88 

desB31Arg SK3R 304,0 948242 0,95 

glargina 304,5 901762 0,90 

desB32Arg glargina 303,5 954710 0,96 

desB32Arg desB31Arg glargina 304,0 948778 0,95 
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Z przedstawionych powyŨej danych eksperymentalnych moŨna wywnioskowaĺ, Ũe 

zar·wno ksztağt widm fluorescencji jak i poğoŨenie maksimum emisji sŃ bardzo zbliŨone dla 

wszystkich badanych substancji. We wszystkich widmach obserwuje siň maksimum 

wystňpujŃce w zakresie 303,0-304,5 nm, co jest zgodne z wartoŜciŃ charakterystycznŃ dla 

emisji tyrozyny. Zmierzone intensywnoŜci emisji fluorescencji pozostajŃ na zbliŨonym 

poziomie dla wszystkich pr·bek, przy czym najwyŨszŃ intensywnoŜĺ zmierzono dla roztworu 

insuliny ludzkiej, niŨsze dla analog·w, w tym najniŨszŃ dla analogu SK3R. Sugeruje to nieco 

wiňkszŃ swobodň konformacyjnŃ analog·w SK3R, AKR czy glarginy, niŨ ma to miejsce w 

przypadku insuliny ludzkiej. NaleŨy zauwaŨyĺ, iŨ intensywnoŜci emisji promieniowania 

zmierzone dla metabolit·w poszczeg·lnych analog·w osiŃgağy wyŨsze wartoŜci niŨ w 

przypadku ich czŃsteczek macierzystych, w badaniu nie wykazano wiňc, Ũe w czasie realizacji 

proces·w technologicznych biağka te ulegajŃ denaturacji. 

Opracowana metoda analizy ekspozycji reszt tyrozynowych zostağa wdroŨona w               

Ğ-IChP do wykorzystania w rutynowej kontroli jakoŜci wytwarzanych wzorc·w 

metabolit·w jako metoda do badania stanu konformacyjnego biağek, jako uzupeğnienie metody 

spektrofotometrycznej, zaproponowanej w poprzednim rozdziale.  

Po okreŜleniu struktury i wğaŜciwoŜci fizykochemicznych metabolit·w analog·w insuliny 

w opracowanych roztworach wzorc·w, w kolejnym etapie badaŒ naleŨağo okreŜliĺ wğaŜciwoŜci 

tych biağek kluczowe do zaplanowania realizacji p·Ŧniejszych badaŒ biologicznych. 

W przypadku dğugodziağajŃcych analog·w insuliny o budowie zbliŨonej do insuliny glarginy. 

takŃ wğaŜciwoŜciŃ jest punkt izoelektryczny (pI) biağka. Zaprojektowane przesuniňcie pI w 

kierunku wartoŜci bardziej zasadowych, warunkujŃce tworzenie mikrodepozyt·w analog·w i 

wywoğanie efektu powolnego uwalniania, moŨe stanowiĺ duŨe utrudnienie np. w badaniach 

in vitro na liniach kom·rkowych, kt·rych media hodowlane buforowane sŃ do optymalnego dla 

kom·rek pH 7,4.  

8. Punkt izoelektryczny analog·w insuliny i ich wybranych metabolit·w 

W przypadku zwiŃzk·w chemicznych, posiadajŃcych zar·wno kationowe, jak i anionowe 

grupy funkcyjne, moŨna wyznaczyĺ takie pH ich roztworu, w kt·rym Ŝredni ğadunek czŃsteczki 

bňdzie wynosiğ zero. Ta wartoŜĺ pH nazywana jest punktem izoelektrycznym (pI) i w 

przypadku biağek jest parametrem w znaczŃcym stopniu decydujŃcym o wğaŜciwoŜciach i 

sposobie zachowania siň polipeptyd·w w r·Ũnych warunkach Ŝrodowiska. WartoŜĺ pI biağka 

jest wğaŜciwoŜciŃ, kt·ra z jednej strony wynika bezpoŜrednio ze skğadu aminokwasowego 

ğaŒcucha polipeptydowego (liczby aminokwas·w o wğaŜciwoŜciach kwasowych i zasadowych), 
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lecz z drugiej jest determinowana strukturŃ wyŨszych rzňd·w i wynikajŃcym z niej 

eksponowaniem na zewnŃtrz lub zagrzebywaniem poszczeg·lnych aminokwas·w w 

hydrofobowym wnňtrzu zwiniňtego biağka. W przypadku omawianych w niniejszej pracy 

analog·w insuliny, pI jest wğaŜciwoŜciŃ determinujŃcŃ farmakokinetykň i farmakodynamikň 

leku, w zwiŃzku z czym znajomoŜĺ jego wartoŜci jest niezbňdna do prowadzenia analizy 

por·wnawczej obserwowanych efekt·w biologicznych dziağania insuliny, jej analog·w  i ich 

metabolit·w.  

8.1. Metoda badania punktu izoelektrycznego biağek technikŃ kapilarnego 

ogniskowania izoelektrycznego 

8.1.1. Substancje aktywne: 

- insulina SK3R, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB31Arg SK3R (Ğ-IChP), 

- insulina AKR, substancja aktywna (Ğ-ICHP),  

- metabolit desB32Arg AKR (Ğ-IChP), 

- metabolit desB32Arg desB31Lys AKR (Ğ-IChP), 

- insulina ludzka, certyfikowany materiağ odniesienia Farmakopei Europejskiej 

(nr kat.: I0310000; EDQM).  

8.1.2. Odczynniki i materiağy*: 

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur), 

- wodorotlenek sodu (nr kat.: 1.06498.0500, Merck), 

- kwas ortofosforowy (nr kat.: 1.00573.1000, Supelco), 

- kwas octowy (nr kat.: 568760114, Avantor), 

- arginina (nr kat.: 1.01542.0100, Merck), 

- kwas iminodioctowy (nr kat.: 220000, Sigma Aldrich), 

- mocznik (nr kat.: H0631, Sigma Aldrich), 

- Ũel do ogniskowania izoelektrycznego (nr kat.: 477497, Beckman Coulter), 

- zestaw amfolit·w, Pharmalyte 3-10 (nr kat.: GE17-0456-01, Cytiva), 

- zestaw marker·w pI, (nr kat.: A58481, Beckman Coulter), 

- fiolki  do CE (nr kat.: A62251, Beckman Coulter). 

* dane szczeg·ğowe dotyczŃce stosowanych odczynnik·w i materiağ·w gromadzone sŃ w dokumentacji 

wewnňtrznego systemu jakoŜci w Zespole Analizy Chemicznej Ğ-IChP   
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8.1.3. Aparatura: 

- system do elektroforezy kapilarnej (CE) z detekcjŃ UV i filtrem 280 nm, PA 800 

plus (nr kat.: A51963AD, Beckman Coulter),  

- kapilara do elektroforezy kapilarnej, neutralna, o dğugoŜci 20 cm i Ŝrednicy 

wewnňtrznej 50 ɛm  (nr kat.: 477441, Beckman Coulter),  

- miniwir·wka MiniSpin plus (nr kat.: EP022620207, Eppendorf), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 0,5 õ 5 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641020, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 10 õ 100 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641070, Thermo Scientific), 

- pipeta automatyczna jednokanağowa, 100 õ 1000 Õl, model: Finnpipette F1 

(nr kat.: 4641100, Thermo Scientific), 

- waga analityczna, model: ME 215P (nr kat.: 98648-008-84, Sartorius). 

8.1.4. Procedura postňpowania  

W celu wyznaczenia pI dla badanych biağek posğuŨono siň jednŃ z technik pomiarowych 

elektroforezy kapilarnej ï kapilarnym ogniskowaniem izoelektrycznym (ang.: capillary 

isoelectric focusing, cIEF). W tego typu analizach wykorzystuje siň mieszaninň stabilnych 

zwiŃzk·w o znanych wartoŜciach punktu izoelektrycznego, kt·re w czasie rozdzielania 

elektroforetycznego tworzŃ w kapilarze gradient pI. W nastňpujŃcym po ogniskowaniu etapie 

migracji, skğadniki mieszaniny migrujŃ w kierunku detektora UV i mierzony jest czas potrzebny 

na ich transport do strefy detekcji. Na podstawie znajomoŜci czasu elucji i wartoŜci pI 

poszczeg·lnych marker·w wyznacza siň krzywŃ kalibracyjnŃ, z uŨyciem kt·rej okreŜla siň pI 

badanego biağka (znajŃc czas jego elucji). W pomiarach pI insuliny, analog·w i ich metabolit·w 

postňpowano zgodnie z protokoğem ogniskowania izoelektrycznego, dostarczonym przez 

producenta zestawu pomiarowego do CE [82]. Pr·bki badanych biağek przygotowano, 

mieszajŃc po 200 ɛl 3 M roztworu mocznika w Ũelu do ogniskowania z 12 ɛl roztwor·w 

amfolit·w, 20 ɛl stabilizatora katodowego, 2 ɛl stabilizatora anodowego, po 2 ɛl marker·w pI 

z 10 ɛl roztworu biağka o stňŨeniu 5 mg/ml w 0,01 M HCl. Do kaŨdej pr·by badanej dodawano 

po 4 markery pI, przy czym w przypadku insuliny byğy to markery 4,1, 7,0, 9,5 i 10,0 a w 

przypadku analog·w i ich metabolit·w (ze wzglňdu na spodziewane wyŨsze wartoŜci punkt·w 

izoelektrycznych) ï 4,1, 5,5, 9,5 i 10,0. Po dokğadnym wymieszaniu roztwor·w, przenoszono 

po 200 ɛl do fiolek do CE i kr·tko wirowano, by pozbyĺ siň pňcherzy powietrza, po czym 

poddawano analizie.  
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Przed pomiarem wykonywano kondycjonowanie ukğadu (przemycie kapilary 350 mM 

kwasem octowym przez 5 min przy nadciŜnieniu 50 psi, przemycie wodŃ przez 2 min przy 

nadciŜnieniu 50 psi, przemycie Ũelem do elektroforezy przez 5 min przy nadciŜnieniu 50 psi), 

po czym analizowano pr·bki badane z uŨyciem nastňpujŃcej sekwencji pomiarowej:  

1) wprowadzenie roztworu mocznika przez 3 min, ciŜnienie 50 psi, 

2) przemycie wodŃ przez 2 min, ciŜnienie 50 psi, 

3) wprowadzenie pr·bki badanej przez 99,9 s, ciŜnienie 25 psi, 

4) ogniskowanie izoelektryczne przez 15 minut przy 25 kV i normalnej polarnoŜci, 

5) migracja przez 30 minut przy 30 kV i normalnej polarnoŜci, 

6) przemycie wodŃ przez 2 min, ciŜnienie 50 psi. 

Wszystkie pomiary wykonywane byğy z uŨyciem detektora PDA przy dğugoŜci fali 280 nm 

(czňstotliwoŜĺ zbierania danych: 2 Hz). 

8.2. Analiza por·wnawcza wartoŜci punkt·w izoelektrycznych analog·w insuliny i ich 

metabolit·w 

Uzyskane w badaniu ogniskowania izoelektrycznego elektroforogramy poszczeg·lnych 

biağek zaprezentowano na Rys. 60 õ Rys.  62. Wyniki obliczeŒ wartoŜci pI, uzyskane 

eksperymentalnie por·wnano z wartoŜciami teoretycznymi i zebrano w zbiorczej Tab. 11. 

Teoretyczne wartoŜci pI badanych biağek obliczono, wykorzystujŃc kalkulator udostňpniony 

przez Szwajcarski Instytut Bioinformatyki w bazie danych Expasy (Compute pI/Mw tool) [83]. 

Algorytm kalkulatora oszacowuje pI na podstawie wartoŜci pK aminokwas·w wchodzŃcych w 

skğad biağka, kt·re wyznaczono w badaniach migracji polipeptyd·w w Ũelu o gradiencie pH, 

zawierajŃcym 9,2 M i 9,8 M mocznik [84]. Zgodnie z deklaracjŃ tw·rc·w kalkulatora, 

oszacowania mogŃ byĺ niedokğadne dla biağek o wğaŜciwoŜciach zasadowych, dodatkowo 

pojemnoŜĺ buforowa biağka moŨe mieĺ wpğyw na oszacowanie wartoŜci jego pI (przy czym 

sğaba pojemnoŜĺ buforowa prowadzi do wiňkszego bğňdu). 
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A  

 

B  

 

C   

 

Rys.  60. Elektroforogramy analogu AKR (A) i jego metabolit·w: desB32Arg AKR (B) i 

desB32Arg desB31Lys AKR (C).  
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