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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 developmedtodia¢ 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 atlg 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 hypdgcaemic 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 appea
in the bloodstream within minutes of injection and remain highly active-bhaurs, 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 hocfieseaaneal. 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. Thigrst effects of their action are observed after abot®@0
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-Bmtipg analogs is not only a tribute to the
convenience of patients who, thanks testéhpreparations 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 oésearch on insulin and analogs was the Institute of
Bi otechnology and Antibiotics ( ¢ Unstitute roft | vy :
Industrial Chemistry), where eight lomagting insulin analogs were designed and produced by
DNA recombination techriogy. 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 in relation to human insuliin basic amino acids, which makes them
poorly solible 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 prolongedoéffieese

therapeutics. However, AKR has been shown to have another valuable but surprising property
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- it is also a fasacting analogue, which suggests that the theory of microdeposits does not fully
explain the mechanism d§ action.

An increasingly mportant element of pharmaceutical research is the analysis of the
productso f me d biatransfansation. 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 ofissues 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 derivatikias
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 atidee 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 tbiestific 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 memlmane
comparison to human inkuj), it seems no less important to verify the potential mutagenicity
of AKR and SK3R and their metabolitesxd the influence of these substances on the
proliferation of the cells.

Within this work, hreemain research tasks can be distinguisiee. first stageof work
concerned the development of a methodology for studying biotransformation and the
identification of the resulting metabolite3he second part of the research was the
development of a technology for simple, quick and cheap production afgadefivatives,
possibly using the infrastructure available at the Institute and readily available reagents, which
was to enable its efficient implementationGlChP. As part of this stage, a set of analytical
methods to control the course of the tecbgadal process and the quality of the produced
standards at the stage of production and storegecollected. Here, too, the key was the use
of uncomplicated laboratory equipmeathabling low cost ofoutine analyses. Some of these
methods were propriata solutions, while some had to be taken from applicable norms and
standards, as more reliable from the point of view of institutions registering afrsgsilar
characteristicsThe third stage of the work consisted of extensive research on the biologica
properties of the produced metabolites, in which the parameters describing the interactions of
the abovementioned particles with the insulin receptor and their ability to phosphorylate this

transmembrane protein were measueediwhat enzymatic cascasl@re 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 substanagas measured by examining the level of glucose uptake
into the cells in response to the geace of individual substances in the culture medium of
insulinrdependent cellsimpact on cells proliferatiorand mutagenicity tests were also
performed, which allowed to verify the safety of the use of insulin analogs developed at the
Institute and suppmented the missing elements in the preclinical studies documentation
necessary focommercializatiorof designednsulin analogs

The implementation of the technology for the production of individual metabolites of
insulin analoggincluding insulin glargine metabolites), as well as the developed or optimized
research methodologies, were the effects of the doctoral thesis of practical and commercial
i mp or t a-iChR{thefe@ne noGeports in the literature about the methamistaihing this
type of products)As part of this thesis the following new manufacturing technologies of

insulin anal ogs6é metdeaebclliotpeesd parnadd ulGHBiIl cerMmewe ree

- desB32Arg AKR(metabolite of AKR, obtained after cleavage of arggmmolecule
fromthe Gt er mi n us mardufaduring teehmology,

- desB32Arg desB31Lys AKRmetabolite of AKR, obtained after cleavage of
arginine and lysine molecules from thetGe r mi nu s  mdnufaturimgh ai n)
technology,

- desB31Arg SK3R(metabolite & SK3R, obtained after cleavage of arginine
molecule fromthe @ e r mi n u s marufaduring tecehmology,

- desB32Arg glargindmetabolite of glargine, obtained after cleavage of arginine
molecule fromthe @ e r mi n u s noahufaéturireg heahnahgl,

- desB32Arg desB31Arg glargifenetabolite of glargine, obtained after cleavage of
two arginine molecules from the -Cer mi nus o fmanufacturiogh ai n)
technology*.

(*commercialized technologies certified standardshave beenalready sold to external
contractors).

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

weredevel oped or optimi z-€dP:and i mpl emented at

- the method of studying the therapeutic i
- the method ofst udyi ng the therapeutic protein

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

insulin receptoin vitro,

- invitro glucose uptake assay,

- mutagenicity testing using the miniaturizedvitro AMES assay.

In addition, during the research project entitle8tutlies on the interactions of
recombinant insulin analogs and chosen receptors using SPR te¢hnéglieed within the
Excellence Initiative Research Universitprogramme at¥Warsaw University of Technology
(Priority Research Area: Biotechnology and Biomedical Engineering), the followavg

analytical methods were developedgossible to be implementeat G-IChP after puchasing

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

Materials and TechnologEZAMAT) wunder a commi dGP:on contrac

- the method for the evaluation of the affinity insulin, its analogs and their
metabolitedo the insulin receptor using the MBPR technique,
- the method for the evaluation of the affinigulin, its analogs and their metabolites
to the IGF1R using the MBPR technique.
The results obtained under the "Industrial Doctorates" program were presented
at the following national and international scientific conferences:

- 47th LorneConference on Protein Structure and Function 202210062.2022,

Lorne/ Australi a, poster entitl ed: ASt uc

derived fromlmgact i ng recombi nant i nsul in
M.Chudy, A. Gukomska),

- 9th International Symposium on Sensor SciencéZ26.2022, Warsaw/Poland,
poster entitl ed: AStudi es on recombi
cell memba n e receptors usi ng t he SPR
M.Drozd, M. t mie ko, M. Chudy),

- Xl Polska Konferencja Chemii Analitycznej, PoKoChA 2022 -pI906.2022,

G-d¥/ Poland, poster entitled: AKonstrul

analizy oddzigy wa ® analog-w insuliny z recept
M.Chudy, E. Kobyl ska, M. Drozd, M. t mied

- 4th ISFMS Biochemistry, Molecular Biology and Druggability of Proteinsi(06
09.09.2022, FIl orence/ Il taly, p o-acing r

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 p
M. Drozd, M. Chudy),
- MNE EUROSENSORS 2022 (128.09.2022 r., Leuven/Belgium, postetided:

AReceptor | aydrmr eke iviard ufadn olnalmd!l i nsul ir
interactions with insulin receptoro, au
M. Chudy).

The results obtained during the doctorate werg@ublishedin a workentitled "Studies
on recombinant insulin analogs interactions with partner cell membrane receptors using the
SPR technique™” (author s: E. Kobyl ska, M. D1
Proceedings 2022, 21(1), 22; https:/ /doi.org/10.3390/engpro62@@22) and were the
starting pointfor the preparation o& grant application under the OPUS 23 call of the
National Science Centeto fund further stages of research.

Three master's thesesof which | was the scientific supervisorwere completed at
the Department of Medical Biotechnologyas another results of the study:
- "Study of cytotoxicity of selected insulin analogs and their metabolites on selected cell lines"
by MSc. Eng. Barbara Kwieci EGska (major: Biot
- "Study of insulin receptor msphorylation under the influence of human insulin, its analogs
and their metabolites" by MSc. Eng. Ewelina Sawicka (major: Biotechnology),
- "The application of the MISPR technique to study the affinity of selected insulin analogs to
natural membrane reptors", by MSc. EngMa ggor zat a t mi e & o ( ma
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 aralogs 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 hesigiPR

technique.

Key words: insulin, insulin analog, metabolite, glargine, diabetes
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. WSTNP

1. Cukrzyca

JednN z najpowszechniej wystnpuj (Nabgtesh chor
mellitus. Jest to jednostka chorobowa z wi Nzana z utrzymuj Ncym si
hiperglikemi ( st al e podwy Us zonym ,odtakich charakterystyazkychu w e
objawach, jaku t r z y muwzNweoyUosniyii g§ - d i phroaSgcnii ewn zudssttaecchz
oddawani e moczu, ci Ngge osQgabienie i zmncze
masa PRrizaydcaz.ynN tychi eowy satwa wc zjaejsNce wydzi el an
dzi agani einstlioyrOulozyca gst choroblprzewe N ni eul eczal nN, w
stosowania er apii do ko@®a Uycia pacjenta.

Wyr - Unia sii trzyizapaldnitcge 2 NDPukreyedurkz v o it
typulnaj czfiSciej wysthnpugloiu mMalecsi i@ mgmwizmn 80,
wieku. Nazywanaj e st  ciurks wlyicrNang. ansutirJdepéndént diabetes mellitus
IDDM) , @®dy &t ejchN charakterystycznN jest niewy
t r z uTaki stafipowodowayj est naj cznSci ej u svynkwchorobyni em t
autoimmunologiczjePoni ewalU obj awy choroby obser wowane
gdy juU znaczna epeki&ingkomanmslk, bpwgdukuj Ncyc
nieodwracalnemu uszkodzenw z n a jcukrzygitypu 1zac hor obn w zasadzi e 1
Jedynie staga terapia i nsul,ibezNodgvardawslliey pr z e
cukrzyca typu 1 pr owaw prezypadkwo cukszycytyplk P estan S mi e r
hiperglikemii powodowany jet | ed n e | s tnr aurpyo Sd 2 & eind veyn kom- r
ale w znacznej komrrzki takdanitymy iee reaguj N
insulinin ob&omrzMWi wien ckirewiypui Xic zdisk roz ypcoypr ze d z a
insulinoopornoSci u paicgjesnztNa, r ecaok cpg oiz wia | rao znpac
terapii, ni U ma to miejsce w.Tpentyy qurzydyaesthiypemu kr z vy
domi nuj Ncym, koijer @i0 %ncauskriyeytkk e ¢ h wy st ipowani e
zar-wno z czynni kamystigemewyrizeampmmc zy g aikk -iw w
otygoSi, brak ruchu, Cu«kodycwi edsamidaargugHddmwit @n
cukr zycwystkitpujye u cznSci ko bipeutrodzeniwcdzidtkay i z
Niemniej jednalk] howerpgyskWmaa moUe powodow
matki, jak i dziecka a w pizwisizloBali ryzyko zachorowani
obojga.
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Liczba os-b chorych na cukrzycn rosga barc
Swi eci ea ctiter@ho rmiblii oork-.w 503s7- b dorosgych w wi
stanowi ok. 10% populacji w tej grupie wiekowWg]. Mi mo duUego odset ka os

na cukrzycn, chorobn te udajoamiedawnaDokKXwieku ol owa
wi fkszoSi chor yacihN giliumimé ea § & c yw o dstwiendpeni@ n t u
charakterystycznych objaw-w hiperglikemii, 3

diety pozbawionej wnglowodan- - w ancizen ep owywdad ualfea
Uy ci a .c hDbzdypémkitiznemu rozwojowi nauk medycznych i farmaceutycznych w XX

wieku,tasyt uacj a ul egga. di ametralnej zmianie

2. Insulina ludzka

Il nsulina ludzka jest hormonem peptydowym
Langerhansarzustki Ma dziaganie anaboliczne, uczestn
odUywczych do wnitrza kom-r ek, [2]iWehe wskazgij@ z y n 0 w
r-wnieUO na to, Ue ma teU -dindiyciowgapyveai rad up rk m an
Odkryta przez Bantinga i Besta w 1922 roku,
zostaga jednoznacznie @ma®loon ak OW -rpzaifjdoositNe u X
dzinki technice k r y. sPraadomodobnief jési jedmym retngjlepnep ws K i

poznanych (lub przynaj mni ej najintensywni ej
2.1. Budowainsuliny

Hormonterj est bi agki egocgNe b etk ak e5ylmkagnp dnao ksw afis - zw
g Nc z n e pk. 5808 Bd. Bworzona jest przelwie podjednodti i § a Ec u(loutiowaly
przez 21 ami gakbbadewawPBr zez 30 amihtokwaswwpopr
sfagdowanym biagku pogNczone s Ncidodathomy most |
most ek, gNczy dwa acysteimpo\k poaysjach Apd EdSekweraje A,

ami nokwas-w obydwu ga@®uch-w Rysaz ich pogNcz
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tANCUCH B (30 AA)

tANCUCH A (21 AA)

Rys.1. Strukturadr zndowa i ns[8. iny ludzkiej

U r-Unych organizm-w sekwencje insuliny
ludzkiej insulina Swi@®ka r-Uni sifn od niej
morskiej odr-Unia nas juU kilkanaScie subst

Badania strukturalne wykazagdgy jedngkh Uess
pochodzenia naturainege N do si ebi e [4barWyzno kabltioUone bar
zmi ennoSci sekwencj i w 0 b s z ar fworfeniakstruktarz o wy c |
wyUszych rzfAnd-w. Chodzi tu gg§-wnie o aminok
t worzeniu mostk-w disi ar czk omiepplartegrupychtoozne,a mi n o |
odgrywaj Nce kluczowN rol i wpriestroenngs.i5it w uik t st @b
pr zesta Eecakyfsuling ludzkiejtworN dwi e pr awi e -haisyt(A2r - wn o |
A8 i A13-A20) . W § a Edylke h @ d nBelisaBvgotzona zasadniczo przez
ami nokwasy od B9 do B19,Srao dw wsiyzsckzaelho nl an yacth dwc
N-k o Eawarunkach naturalnych czNsteczka ukgad
jak najskuteczniejpawarsiposnibe pslgomrid adrSro
powoduje, Ue biagko nie ma struktury |l iniowe
c z Ns teekcszpkoin o wa n egrupyd og @ nwn iaeni nokwas - w A2, Al
fragment JaCEG uchamA pwmiadlzy mcy sierekoiyt(A6z ny mo
Al1).

W roztworach wodnychnis ul i na wystnpuje w postaci mo
niskich stanUeéenitwchi ¢ &6, v MPQOLcrhM)isstlifiallegai a c h
szybkiej dimeryzacji Dwi e cziNsd teawi avj- Wc mansi yr - wnol egl e \
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Cko®c-w gaCEGcudhit wkB odgNicadlywani om niepol arn
wodorowych pomi ndzy jeamB2si @26 Rchesnatstruktuiy mpnormeyuc
insuliny, zawierajNcego pogNczone most kami
homodi meru przedstawi onRys.2na zami eszczonym po

W Sr odwoednympHmi eszczNcym 48 fi wp rzzayk roebseicen o S
cynku z 3 di mest mwukttworryz oz e-Shelisamery. s N stce k o kwie
hormonu ukgdadaj N sifn nazndkudaglo nwockinemja davs ic |
struktury W heksamerzeisg a oddpana ggdws (E mo n omoesrzacnmzi e gwW | ny «
di merach <co prawda nieco sQ@gabnie, al e mo U |
niepolarnych grup bocznych we wnitrzusNMtrukt
w tym przypadku dodatkowo aminokwasy: Al13, Al4, Bl, B2, B14, B17 oraz B18.
Zaobserwowano, Ue przy stnUeniach przekraczj
ni ezksfidarbe | i z ujolNcywkuS]t r ukt ur n

A Y14A miejsce

wigzace

\:

miejsce
wiazace

C6A-C11A

czasteczka 1 czasteczka 2

Rys.2. Struktura przestrzenna monoméfA) i dimeru(B) insuliny [6].
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Cz N's t imsalinyk do czasu sekrecji, przechowyweas v kom- rkach w poc
krys zzadwanwchw § a Siedk s a m@tDrotw chczasowe badani a
krysztagy insuliny ludzkiej mogN przyj mowal
ugoUeni em cz Ns Netanplarornecyine T,ITiRAIR.Dr obne rozbi e Ut
mindzy nimi wynikajN z r-0nic w -termioategbi e pr
fragment b[80 a @ uscchaani e konf or mac ybdopiemwszégo f r ag
mostka disiarczkowego (BR6) tworzyga Ecuch ami nokwas-w nie wyl
Uadnej zer zsitdoauvkyabh. IArzez to, Ue pomifdzy r
ami nokwasy -hied EsWNc hwmya kU fitkugbei ec JaEcucha B z.
charakterystyczny kspos - -albawpVgzguty aNncieee Ry ndiz k i w
w Srodowi skiu &dnpohpbeycgkliczne: fenol, krez

r-wnielU uczest rhiedzys yw trwarczaeNgiajy Meepcgn N wz i
gaEcucBl9[B)(BSKkut ki tych zobragdwang mRlys.3r - Uni c
TsRs'

1 11 k jony jOlly Cyllkll
jony cynku ‘ E:flclc:; l)l A S & il @
+
N — B8 e N
SRS
27\ a0 |

Rys.3. Struktury przestrzennesTTsRiRsheksameru insuliny.- Fragm
B6) 0 strukturze ni eupor zNdkowanej 0zn.

przyj muj Nc y-hdisy-rkaldkem miebieskibig].
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2.2. Syntezainsuliny

Gen INS,zlokalizowanyn a Kk r - t k i amromosomi €lnli uc Z[1®]o keduje k a
produkcj i prepr oibnisaud kiony .s kdgeasuicij thm Eo irsryi iad wzd o | e
Cterminal ni § afeaB,mpbhanye goomi nokwas-w zasadowych
polipeptydus k §adaj Ncego sifn =z 31uCymiam gk waansi -nw k (wta s
zasadowych (dwie argininyp o Joddo né al e djaa Gakawanejana & o Ec u
sekwencj i.Pesutgwoargzoeweiju tr zech moseddki-fwcidu sS ek we
sygnag o wkeojEc a bNi agka w reti kzual upno meodcd\p | @ e pntay
sygnagopv@ewst aga w tienna sjpeosst- bt rparnosipnourstilwwana c
kierunkuaparatu GolgiegoTam f or mowane sN heksamery proin
cynku. P o upakowani u w pncherzykachnttar apsbr tnc
charakterystyczne peptydy z kt - rych dwat wWofaBt ruz dieydz AciiziNs B
hormonu,a trzecii peptyd C, stanowi produkt uboczpyocesuW o b r - zbacceh o dvz Nc e j
picherlziydrdMddweéndoproteinay, tnNce pogdgNczenia pepty
§ a Ec u ¢ h aynoraz kambaksypeptydazalEt - r a hydrol i zuje wi Nzani
ga@EG uchem polipeptydowym a aminokwasskarfiEbc uz as a
NaRys.4przedstawi ono sekwencjB)orazzsthematpicandgd pr e p
wy Uzl aku przemi an prowadaNcych do powstani a

’ insulina ’

Rys.4. Schemat szl aku przemian prowadzNcych do

oraz peptydu C z preproinsuliny (A) oraz strukturyz i d o we | pr ¥y oi nsul
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2.3. Sekrecjainsuliny

Produktem finalnym syntezy insuliny s N
stabilizowanych jonami cynku, umieszczone w
trzustki Po sygnale do sekrecji, aki m | est wzrost sp mdlreenri ay kgl
przemiesz zane sN w ki er unk u piéngsparpyrcjaksaliny-uwaknianae j g

jest do krwioobiegu. We krwheksamer ulega szybkiemu rozpadowi, najpiervirdechpar
di mer  -w, a potdrmendeimomwsmgr ewap sekrecji, 1in
jestzuwolnieniemd u Uej i1 oSci i nsW lciinNgsuwv ik m gacdkindii ¢ Xas
krwiobieguwy d zi el ane sN kol ej poejeinsuliinyaca i d o mob e Ng &
stanu homeostazyzw. insulina bazowa)

Opr-cz <cukr - w, czynni kami stymul uj Ncy mi !

tguszczowe, aminokwasy (gg-wniefl8]lrginina i I

2.4. Dz i a (ialogiczme insuliny

Kl uczowa insulinmadgryywaawmlet abol i zmi e, zwi Nzana
transportu glukozy z kKr wi do wnntrza kom-r
mi ASniach i tWandrrowyalsizlegddyeie krwinegulowana jest
w dosyl wNskim Werasepjzi altetUsnindde@@o posi §ku

uruchomienia poboru c¢ uckdrbuy wdo swnnttroz az ak opo me

bjonowego transportera Wl pkogyadak a OvNtwegly nia

glukozy skorelowany jest z uruchomieniem procegd i kogenogenezy (pr z

czNsteczek glukozyigWwi magen) agwzaNasowye i a

nat omi ast biosynteza kwas-w {l8]{l4dlzczowych na
Insulina, wraz ze swoim &gmgoni st N, rga zek zadpenapenvienie

homeostag w zakresie gospoWmnskki eviigt Dlledaeoweaijs L

sprzyja gromadzeniu materiag-w zapasowych, p
gl ukagon jest rozkgadany do glukozy i uwal
(gli kogenoliza), uruchamiane sN r-wnieO re:
tguszczowigy. (lipoliza)

Mimo pierwotnego przekonania o rafisuliny jako czynnika odpowiedzialnego jedynie
za sterowanig@rzekazywaniem glukozgni i d z y vkrr iwti rNz eam hdencomterr rkai
bardzo szerokie wyk madamacmimss dpodsmwowe zadeni
Reguluje nie tywWadagowpNodalkpi wagNp poSredni
wzrostu i r-Unicowani a konm-erpelki kppargzs\y eDtNe\z dlz i ¢
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obrotemir ozkgadem bi ag®sttecew ed redgcd ningemiaeb oldanggzny d
czNsteczwiduiunrhejukengatep)yood, =z |igekdstrokigy, i ona
lokalizacjiorazs k § etatzenig16].

2.4.1. Budowa receptormsulinowego

Receptor insulinow (IR) j est bi a gk ioe mwgbagSocn omoySne €ja c h Kk ¢
kinazy tyrozynowej. Syntetyzowanyjestj ak o j edno § a (Ec uc. WMocozagie pr epr
obr - bki w reti kul uondce mdaoml ajzensatt yead nynmego s e
pozostagy Zawigeneaijt Ncy poddavang jeésh gliloryladjoratllega b ,
zwi niWwircdtui kul umtteplloz y omaezisdNl e chaperon-w hom
IRo budowibe[l6l Ypoak ddwane na z ewnNtdmod sk &in- rUk imom
receptora insulingtan o wi N p u n karmomui NKkalhd & z ni prhezdwvied o wa n ¢
domenybogat e w | e urezgzieldne fragnentemLbdgatym w cystein ( ,G& )
kKt -rymi ul okowane s N trzy domeny fibronek
fibronektynowa uczsniczy witworze ni u trzdcbi avi Nzl Ewwdghb,UodRc z |
antyr-wnol egl ep onzjgd dindoesnt ksii elb i roP @dnjee d wo smt kdii m

transmembranowe jednym ko em zakotwiczone sN na
mostkami disiarczkowymi z podjednost kami U,
wewnntrzna czinSli odpowi ada Schematudgwy recef@dra k at a

insulinovego przedstawiono rRys.5.

o o

LI

i) v

I

CR
L
L2

B B
lIIII HlI IIII domeny
J| B85

|| fibronektynowe
przestrzen I I-l 11 I
zewnatrzkomorkowa 'ﬁl

przestrzen 972 < .
wewnagtrzkomorkowa

domena ¢
kinazy
tyrozynowej

wWwN®

1
1
1

—h b o

5
6
6

1328 »“u»u\_\“»“
1334 o

Rys.5. Budowa receptora insulinowe§by/].
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Gen recept begaimoewdsw cehs jkii premRNA cmo Ue byl
cifite w dw-ch r - Uny c hnabhazietg sane sekwencjecnokle@yoowejd u j e
mogN powst al dwi e i-&2 o RBr)my rr dmne Ntcer as i (il Ro
aminokwas-w zI|l obalziaz awa noydcphowwe dzi ab fl§m za
Fizjologiczne role izofornm ecept ora ni e zostag@Qy jeszcze do
jest juU wiedza-AoweomizmnowjSNéc¢e] irolbzwbobRu prena
w kom-rkach nowot wor owy c hB w regalacjp metabaliziejn y ¢ h)

(nadreprezentacjwy t kance mi nSniowej , tguszczowe|] [ \
wskazuwmjkNelde rozregul owanie r-wnowagi wWIloSci
organizmiemo Una wi Nzal z opornoSci N na insulinif,

aktywnoSecriakt ypirnoN izfar - wno tkanek noMptwor owyc!

242. Oddz i a Gngwing nreceptorem

PogNczenie insuliny ze zdimeryzowanym rec
mi fidzy ich strukt ur[20mde stwnyidswinyowhpiermszenji sNzaamnh e
zaangaUaoesayaeni s Bk was - w Al-A4 Al9, VARl B8-B12, B16, B24,
B25iB26.0ddzi aguj N one z regionem recoep2léra z|
ami nokwas ami C-konieoprozdN ceyd n(tave fragmentUCT) [21]. W drugie
wi Nzanie zaangaUowany jest fr agziokalizowanywdj e dnc

okolicy pogNczenia 1 | 2 domenWi NONr shnaéktzy nmiwre |
aminokwas-w w pozycjach A8, A10, A12, Al1l3, A
B hormonu [22]. Sc hemat idwa sit e pbNay wi Nznanéceptorzens ul i

przestawiono n&ys.6.

A Fn, B
. 3 : L2
drugie ny, L2 o )
miejsce TR i drugie
wigzania ) 2 miejsce
. CR wigzania
‘:"{\ ¥
\i-;q CR 4 R oo
v L1
pierwsze pierwsze
miejsce miejsce Fng
wigzania wigzania
Rys.6. Mo d e | receptor a insulinowego. Poszczeg-
ni ebi eskim i izkcell ornegmm,c z anrsruyy m.n nA) di mer , B)
i nsua3i nN
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PrzygNczenie czNst ecz ke symetmisdimeru. Wyefekcie, jeoythie j e n
pierwsza czNsteczka insuliny wiNzana jest do

[

mol ekuga przygNczan28. jest juU z mniejszN sig

2.4.3. Efekt biologicznyinsuliny

Zwi Nz ansuling z receptorem insulinowym(IR) prowadzi do niemal
natychmi astowego powstania bi agk podednastek o mp | €
ul okowanych welRueya autafosforglanjDamieriy katalityczne o charakterze
kinaz tyrozynowych ulg aj N a k fogfondufNpi agka substratowe re
kt -rych nNarjdlsit opedgej Bz bieand ksap alsh®.mi ane sN k
enzymatyczned o naj waUni ejszych =z prdawadlNy @tkierunkul i ¢c z a
proliferasgiakomdrbkagka Ras do kingprazakt ywo
kaskady =sdizad)i Nickeji mdtabolicznyck o m - (szkk od ufosforylowaneg®S
do biagka AS160 za -fpstatgdyl@ndaytdlec 3K 6] [R4] [R4.zy 3
Schemat proces-w indukowanych zpzegsmlionerdni ct w
Rys.7.
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wrtesa  Qiynianona
glikogenu

transport %, synteza kwasdw

jordwsodu Y, Huszczowych
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. -
0 " Sl
R Frep——

o(TOP LSNP

T e e P

' \/ L -“cholesterolu ! l
| (Feron)

vonsdfpda apoptora,

metabolizm cukrdw
i truszczdw

wpR0

) scetylaz ) enzym metaboliczny

() adaptor () metylatransferaza / biatko G

O regulator apoptozy / autofagii O fosfataza

o- regulator cyklu komérkowego O kompleks biztkowy

O deacetylaza lub biatko cytoszkieletu O ubikwityna lub deubikwitynaza

\: czynnik wzrostu lub cytokina C) czynnik transkrypcyiny lub translacyjny
o' GTP-aza O receptor

O kinaza O inne

Rys. 7. Schemat efekt - w bi ol ogicznych

insulinowegg25].
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2.5. Metabolizm insuliny ludzkiej

2.5.1. Klirens insuliny

Dla optymalnego dziagannaUopgpaiwzmojensen
krwi oobiegu w odpowi edzi jejuezakiyragw mdmergie,jodye ni a
ni e jest [Kliredsinguliny jest stasunkowo skomkbwanymic i Ng | enig es z c z
dok o @&coaumianynprocesemBi or Nc puoddz ivawja gpio s zczeg -djinych t
tego processw Nt r oba odpowi ada za zakywacjdnsuing, deskiiiin ¢ a § k
za winkszoSIi zKopro zkersktolmgdeycht a2k Sei j ak kom-r ki
czy kom-: rnejprawdopodddmiel s u wpag zNo sSthlargeczywistyich w k § raed
z 0 sjészcfoszacowany26]. Obecnieu wadliari, Ue t kanki adabgadodowe r
zasobnik insuliny, przypuszczalnie przeadwracalnewi Nz a ni @ z ddpowiedmimi

recept or amiednbkjeorngmwcyinrNU ni e zostaga potwierdz:«

Wek r wi insulina w zasadzie nie jest metab
jeftranspor ci & oo MNiwin.torzz @ mi e , Wowi MmkeswySc i t |
degradacja insuliny | estuzireoeptoem Komplekahopnorz e z  wii

recepor podlegainternalizacjiid al szym pr z e mi an degradagjimswimyd z Nc y m
uwolnienia receptora

Degradacjansulinyz ac hod z i gg-wnie na drodze- endoc
mediated endocytosis, RME) z w a enddcytotz aJI Nedkiatryry [27]. W procesie tym,
po zwi Nzaniu substanciji do danego receptor
kom-rkowej, do khintega pramgMNcicane sN czNst ¢
Struktura ulega stopniowemu zamykarsu0 do ut wor z emanak np ifid leegroz y
klatrynowej klatcek j ego oder wani a od powierzadhmnimpbiger

uwal ni ane, a w phcherzyku nast CepuijSd thraalwice|
wysnuwa podejrzenig,rbBeepporowepndpobto insu
t e-Ov mniejszym stopniv nast npowal bez wudziagu recept ol

pinocytozy. Schemat por - wnawc Rys.82Blydwu pr oce
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PINOCYTOZA ENDOCYTOZA RECEPTOROWA

@ =]
- g

_Q %
L 2
@S} @ klatryl!a / receptor

pecherzyk

pecherzyk klatrynowy

Rys.8. Schemat por-wnawczy pino[2tozy i endocy!

252. Enzymy tmawi Naaea

Enzym |l ub enzymy DbiorNce udziad w proce
jednoznacznie ustalone i okreSl ane sN wsp- |
gg-wnN rol i paelg wszysthij: Niranshydrogenaza insuliny glutationowej
(glutatione insulin transhydrogenase, GIT; protein disulfide isomerase, &ipowiedzialna
za modyfikacie mo st k- w di s orazmproteakao msuyliodwa (insulysin, insuin
degrading enzyme, IDEpdpowi edzi al na za flrakgmeenntzaycnm fb icoz
potencjalnie wudziag w degr adra-cwnrzetkUbasacdyi ny ¢

katepsyna Qcathepsin Dendosomal acidic insulinase, EAI)
2.5.2.1. Transhydogenaza insuliny glutationow@yDI)

CzNstka PDI j eisg k ghadimalds jedeakavych podjednostek
glikoproteinowych o gNcznej nkBas We Kk olkn.wr clain7ac z n e | wi nk
lokalizowana jest w rdtulum endoplazmatycznym, gdzie jako przedstawiciel tioredoksyn
wspomaga procesy prawi @9 sweght kicawed oiwlam$ @i bt
|l okalizowane sWom-mwhdwd] pwhibdenzgkach wydziel
uwagn ten fakt oraz to, Ue w szczeg-Ilnie dt
wWNtroby, st@ano%wivagGghamasy poddgekz®Wemdidinea br al
udziag takUe w plkzveykarzanon RIZ gowoduje sozdrwamiay w- ¢ h
mostk-w di sjNczMEpwlylthp A i[30)B pneswhdnlMia do pc
pojedyoqc zych gaE&cuch- - w. Enzym ten ma r - wn-izeU zdo

pojedynic zy c h § a Ec poodwniet wmo @ g | c z Ns [B1. cW kadaniacm s ul i n
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prowadzonych przeR. Maeda[32]wyk az ano We wini @atJshydrogenaza m
W procesie agregacj.l czNsteczek insuliny.

2.5.2.2. Proteaza insulinowa (IDE)

Pierwotni@powstUawowy enzym odpowiedzial ny
proteaza insulinowa (IDE)est enzymem cytoplazmatyczny®k a z a Gednaks i B enao b e
j est w wi el u strukturach kom-r kowych, w
mitochondriachwy st fimp ubjgeoni e lao m- rskzocweejg- | nych przypa
wydzielana na .NeawwNtUsz NkamtiylwinoSlI katalityec
wNt robi e, t r ¥YWykaztje ana bardzo eysdkia polwinowactwo w stosunku do
insuliny ludzkiej, bierze dzi adg takUe w rozkdadzie innych
glukagonuc zy a my[33[d34dldu b

| DE jest metal oproteinazN cynkowN o masi e
o por-wnywdlcnei€ilDER)Iikostrukturze przestrzeni
pod- - wkipogfMepziotni N zbudowanN Jon Z¥8wiaNzi annoyk wjaes s tw
podjednostki IDEN , tam teU zIlokalizowane | esraiz centr
dodat kowe miasybsdratte Wi Nza®i e trawienia substat
zamykana | esgcrelnejsteny twirzone przeziwie domeny metaloproteinazy
Zewz gl njeuo gmaaniodj ain®Si wewnitrznN, substratar
gaEcuchrwekiraczaj Ncej oPko. u7wli Ramiema kuw anse-wan. Nt 1
enzymu, Nk oni ec substratu zaczepiany jest do dod
takie jego ugoUeni e w p-koniecslo ceatram katalityéznegor e  wy
Tawzajerma orientacja |est dodat kowo stabilizo
nagadowanymi ugrupowani ami na powierzchni C :
wnitrzem dOGa@EyudtDE i nsuliny cifite sN na kr -
jej aktywn o S c i bi ol ogicznej. Cincie nie |jest pr z
[35]. Wi ele wskazuje na to, Ue wyb-r tych konk
z rodzajem aminokwas-w t woa awhkhiky e struktorg k § a d a
przestrzennej substratuNa Rys. 9 zaprezentowano model struktury przestrzennej IDE, na
kt - rym zaznaczono obydwie domeny biagka oraz
fragmenty, naRys.10z apr ezent owano mi eifjsudiny dudzkidg) przed ten § a Ec

enzym.
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miejsce wigzania
substratu

Rys.9. Model struktury przestrzennej IDB5].

1G Gly
|
21
Y Val
e faricuch A
<E Glu
[
GIn—C);s—Cys —Thr —Ser — —C;/s —Ser—Leu }Tyr*'»Glnr cu=Glu—Asn —Tyr—Cys—- Asn
@ ¢ c T S i € S L Y Q L E N Y ¢ N
5 6 1 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

v E A

His=! cu=Cys =Gly —Ser +His+ . cu =Val=Glu +Ala 1 =Tyr+ Lcu = Val-Cys
I_H L C_ZyGyS‘le*L i' {L \)(’iL \ g—l

a0 Gln B 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 7 18 19 Gly
I 1
3N Asn tancuch B Glu
| 1
2V Val Arg
I 1
17 Phe Gly
Thr=Lys =Pro =Thr = Tyr<{-Phe- -Phe-—l

T K P T Y F F

30 29 28 27 26 25 24
Rys.10. Mi ejsca cincia insuliny przez
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2.5.2.3. Katepsyna D (Endosomal acidic insulinase, EAI)

Katepsyna D jesendoproteina N wy s t fkpounj-NccNe ww \eriddsonzachi e w
Jest bs laffpk iNemm si i z dw-ch podj edmasie bke k , t z
34kDa oraz lekkiego o mas ok. 14 kDa [36], pogNczonych oddzi a:
niekowalencyjnymiPomi ndzy tymwbr domanpmbt szczedina,
jest centrum aktywne enzym[87]. St r ukt ur n przestrzennN tego
schematycznie n&ys.11.

Rys.11. Model struktury przestrzennej katepsyny[E3].

Katepsyna D nie jest enzymem specyficznym, indukujez k §ad w kwaSnym S
wielu substancji, w tym hor nmojn-swhsttrokts:ym jbe:
l udzka. Katepsyna kedwuai Nza{Fepepakdpwyath,zpad
pomi ndzy aminokwasami w pozycpaowa®@2KMciddB2pc
ni eaktywne] bi ol ¢3§])i takalidacee wybierbhe pe caelki kat eps)
charakteryzujN sin obecnoSci N niepolarnych i
jakipoNstronie wi Nzania peptydowego. Wi Nzanie
B25) jests z ¢ z e prefdrowane.

Szeroko zakrojone badania katepsyny wykaz

kom-rce, aktywac]).i [ degradacij i wi el u hor
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cytoszkieletul e st t ak e swi Bk ama zbh majesiimgwotivorzenia i
apoptozy[37]. Cz i S| badaczy sceptycznie podchodzi d
insuliny. Badania na adipocytach, prowadzon:
wkgad | DE w ef e«do dteypahdddsnijgrelr uyw Nic, Ue kat ey
nie trawi insuliny, albo jej udziag w proces
SpecyficznoSi enzym-w trawiennych powodu]j
katalizowanycht i £hl mipggyweaml §&si one od budow
Substrat - - w. W przypadku terapi. cukrzycy st
ludzka, ale takUdteavgy asaé¢ ogy wsalrlmdszuch mankyli i Uo r
insuliny sekwencjacha mi nokwasowych, posi adaj Ncych j e
wpgywaj Nce na ich strukturn, prof il dziagan

3. Analogi insuliny ludzkiej i ich metabolity

Celem insulinoterapirimall esgo ndaSinmagewdaeée hd |
insuliny u chorych, w przypadku kt-rych obse
hormonu, ale obni UonN wraUl i wdt@imantelpazioreuk na
glukozy we kr widzioapamisadajplNc anjeta pazwalsaed o ¢ z ¢
zapobiegar@ p o wi k §raceyniowgmoraz zahamowanipowstawania ip 0 s t zfigru
zwyrodnieniowch w  nar zNdach pawnént zwy @h. Praparatg y ¢ N
insulinowe podawane sN do tkanki podsk-rnej,
monomer - w i wraz z krwiN transportowane sN
potrzebny na te etapy dysocj acjnia hormonur ans p ¢
podawanego w preparacie farmaceutycznym wido
przez ok. 88 h , przy c¢czym najsilniejs zdehodmdaniggani e
[42.Powoduj e to, eparsatoswowasiuéi mowych jest pro

ryzyko nasilonej hipoglikemii,z w§ a s z ¢ z f#3]. Wo eelo eminimalizowania tych

zagroUe @&, opracowuje sin | eki hi poglzkjeNni z uj
duUe podobie®Etwo do czNsteczki insuliny, a
insuliny ludtzkw.ejandaliagianiesul iny. Wyr . -Uniam
szybkodziagaj Nce i analogi dgugozhgstisawgnaj Nc e .
Anal ogi szybkodziagaj Nce stosowane sN w cel

szybszej ni U miagoby to miejsce w przypadku
majult r zymywal st anSuljalioe otsztva.z ythveowe) wyzielanieo d s

insuliny.
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31. Anal ogi dostnpne komercyjnie

311. Anal ogi szybkodziagaj Nce

Anal ogi szybkodziagaj Nce zaprojektowane
najszybszN dosthipnoSi biologicznN. Pojawiaj N
wstrzykninciwysopkNteakymwpBSi -2bigod dozgiincyz,n Npopr @
Sszybko usuwane. Po 4 godzinaclhe od wsitbkyg&mi |
Zewzgl ndu na te wgaSciwoSci sN insulinami tyg

Zarg estr owany mi i deooy N ampmmio gami s pszyeldk o d z
insuliny: aspart (NovoLog/NovoRapid, Novo Nordisk), glulisine (Apidra, Sanofi) i lispro
(Humalog/Liprolog, EliLilly; Lispro, Sanof). Sc h e ma't ich uwalniania
wykresobra uj Ncy efekt fizjologicznRys1l2ch st osowan

o~

[+2]
4
T
-

A iniekcja ﬁ

roztwor analogu
insuliny w tkance
podskornej

44\\
»Y

*14/ VZ A\Evalnianie

». 4

L] w NN wn
i i i i
1 1 T

[
i
LT TT T Ssssscecssssss

Il i 4 | )
T T T T

t t
9 12 15 18 21 24

Szybkos$¢ wlewu glukozy [mg/kg/min]

o
w4
(]

e Czas [h]
Rys.12 Schemat dzisagbhhodzddglagdpwohil cBasowy
[44].
3.1.1.1. Aspart
Sekwencj a insul iny aspart r-Uni sin od
aminokwasem, zlokalizowanym w pozycji BB]. Wy st ipuj Mzdlstt @mzwe i ns
prolina zastNpiona zostaga kwasem asparagino

zapobiegani e tworzenia struktur wy Us zy ¢ h rz
przyspieszony i Kr -wmsaznyi yp rdod iiln sduzliianjya nliuad 2wk ipe

aspart przedstawiono fys.13.

36



1G Gly
|

2l

I
3V Val
I
4E ?lu tancuch A
GIn—C);s—Cys —Thr —Ser — —C;ls —Ser—_cu =Tyr—GIn— — Glu—Asn — Tyr—Cys- Asn
R c T s TR S L ¥ Q L E N Y € N
5 6 7 8 9 10 Kkl 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
|— I-Lis— —Cﬂys —Gly —Ser —His—1Lc! —VaI—GElu —Ala-Leu —=Tyr- - VaI—st—l
4Q GlIn 5 té 7 ? § ::; 1L1 1V2 1 4 }5 1Y6 ':_7 1\{3 1 Gly Gz
! tafncuch B !
3N Asn Glu E2
! 1
2V \Ilal Arg Rr2
1
1F Phe Gly G2

Thr=Lys +Asp ~Thr = Tyr—Phe- Phe-J
w » | » |7 m » om

Rys. 13. Sekwencja insulinyaspart modyfikacjii w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono.

3.1.1.2. Glulisine

I nsulina glulisine wykazuje &efekt bi ol og
uUOyciem insuliny aspart. Tutaj takUe udago s
substytucjom w pozycjach Ba{ par agi nii zast Npiono | izynN) (
kwasem gl utami nowym) . R-Unice w sekwencjach
Rys.14.

1G Gly

I

2l

I

3V Val

|

<E ?Iu tancuch A

GIn-C);s—Cys—Thr —Ser — —Cirs-Ser— = Tyr—Gin—- — Glu—Asn — Tyr—Cys—- Asn

Q C Cc T S | C S L Y Q L E N Y C N

5 6 7 8 a9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2

His =/ cu=Cys —Gly - Ser —His—cu =Val—=Glu - Ala- -Tyr- - Val-Cys

I_ H L Cy Gy S H L Vv Eu A L ¥ L V fY _|

a0 Gln 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 Gly Gae

' taricuch B !

Glu E2

|

2V Val Arg Rz

I |

17 Phe Gly G2

Thr+Glu <+Pro =Thr — Tyr—Phe—Phe =
P E P T Y F F

30 29 éa 1;7 26 25 24

Rys.14. Sekwencja insuliny glulisine, modyfikaojv stosunku do sekwenc;ji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono
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3.1.1.3. Lispro

Anal ogicznie jak w poprzednich przypadka

inter epswjfNdy dziagania dzinki obni Ueniu zdo
przypadku uzyskano to dzinki Zzami ani e miej
ga@aB-¢ i zyny (B29) i proliny (B28). Rysllwencj n
1G Gly
I
2l
I
3V \Ilal
4E Cl;lu tancuch A
GIn—C);s—Cys —Thr —Ser — —C;'s —Ser - - Tyr—GIn— — Glu—Asn - Tyr—Cys- Asn
Q C C i) S | C S L Y Q L E N Y C N
5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
His - cu—Cys —Gly — Ser —His— -Val-Glu - Ala- = Tyr— - Val-Cys
I_ H 15 Cy G Y S H L Vv E A L \y’ k A" g —I
aQ Gln S 6 7 8 9 10 1 12 13 14 % 16 17 18 19 Gly G2
' tancuch B !
3N Asn Glu E2
| 1
2V Val Arg Rz
I |
1F Phe Gly G2
Thr{Pro -1 = 4Thr - Tyr-Phe—Phe -
w |z m |z = m o

Rys. 15. Sekwencja insuliny lispromodyfikacph w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono

3.1.2. Analogidfugodzi agaj Nce

Anal ogi dgugodziagaj Nce to substancje zaf
stage dostarczanie natur al nibea zporwoed uk oDwaineeg aj
d@u czas i zaphPuyopajoNiw mizamaGani a, dzinki ¢
mianem bezszczytowychPi er wsze ef ekty i ch dzi ag¥@®nia ol
mi nut ach, ma k s i mu ndgoplzinpch[44] [46]. s iICa ko wWlizkyaJanas
bardzo wpabeUndondpowiedzi konkretnego pacje
do 24h.

Zarejestrowanymi i dostninpnymi wN sipmsweldiariy
glargina (Lantus, Sangfi, detemir (Levemir, Novo Nordisk) degludec Tresba, Novo
Nordisk).
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3.1.2.1. Glargina

I nsulina glargina po podani,u zp okdts-kr-e gnoy mp
substancja aktywna jest powoli uwalniana do krwioobiegu. Stosunkowo powolne tempo
dysocjacj i krys ztnaugyskanied §§ a g gpegoags kp cezgwa lpar of i | u
Dzieje sin tak dzinki z modyf ibkicangaknae mm tumsku n
insuliny ludzkiej, w zwi Nzku z czym <czNst
fizjologicznym.Ef e k t t aki osi Ngni ito poprzez wprowa

ami nokwhas -gva Ecucha B dodNc z &moEcelkvwv e ajr i inm 1y |
glarginy przedstawiono n&ys. 16.Sc hemat uwal ni ania gl arginy ¢
obrazuj Ncy efekt f iagr¢zentowagoirRys. 4y t ego anal ogu

1G Gly
1
21
1
3V Val
1
4E Cflu tancuch A
GIn—Cy;s—Cys —Thr —Ser — —C;ls —Ser — - Tyr—Gin—- — Glu—Asn — Tyr—Cys+Gly
Q C o T S I C S L Y Q L E N Y Cc G
5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 15 20 21
His =/ cu=Cys —=Gly - Ser —His— -Val-Glu -Ala- -Tyr— - Val-Cys
l_ H L Cy G y S H L Vv E A L \ry’ L Vv g —1
4aQ Gln ) 6 7 8 9 10 1 12 13 14 % 16 17 18 19 Gly G2
' tancuch B !
3N Asn Glu E2s
| 1
2V Val Arg R22
1 1
1F Phe Gly G2
Arg=Arg=+Thr=1y= =Pro =Thr = Tyr—Phe—Phe —
2 % |% ®» ® 7 x m

Rys. 16. Sekwencja insulinglarginy, modyfikacp w stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono.
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Rys.17.Schemat wuwal niania gl argi ny][44].A) i profil

3.1.2.2. Detemir

Ni eco innN strat egidsowanp o grzyphekn ango détemira g ani a
Anal og ten po wstrzykninciu podskedmai szylh}
dogNczeniu do gaGucha -pwaptyvdemsgot WusEpe ¥y c\eé
razu wi NUe sifi-a&l bluima®We e mwylddimildagani a wyni }
powi nowactwa obydwu c¢ z & snieeldzoeskb, i1 pchoo §phtmgaond\u j e
Powol ne rozpadanie sin tego kompleksu powodu
12 do 24 godzin. Sek wenaRys.18 sahamatgegoiuwalniamparommz d st a

przykgadowy wykres obrmmRys.j9Ncy efekt fizjolog

1G Gly
|
21
|
3V Val
[
4E <|3|u tancuch A
GIn—C);s-Cys —Thr —Ser — —C;'s —Ser - - Tyr—GIn— — Glu—Asn - Tyr—Cys—- Asn
Q G T S (PR s L Y Q L E N ¥ ic N
5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
= His=cu—Cys —Gly —Ser —His—cu =Val-Glu - Ala- =Tyr—Leu=- VaI—Cys-—l
8 L C G S v L V E A L Y L vV C
«Q Gln * 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 Y Gly G
: tancuch B I
3N Asn Glu €21
| 1
2V \Ilal i Arg Rz
INOSIAAANAANAS I
1F Phe [~ o Gly G2
r
= Pro-Thr = Tyr—Phe—Phe —

Rys. 18. Sekwencja insuliny detemir, modyfiké@iay stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono.
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Y . 'E‘ 7 ks
A iniekcja } g B
. g 6 -
roztwor analogu 7 4 6
insuliny w tkance / & 5+
podskornej N e
N 4 4
]
=
kompleks =
albumina 5 , analogu z ; 3+
o JlJ albuming 524
> A = B
8 1+ / 5 o 2
] 7 i
Z 3 o
el P - .
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0 3 6 9 12 15 18 21 24
Czas [h]

Rys.19.Schemat wuwal niania insuliny dB){4émi r (A) |

3.1.2.3. Degludec

Podobnie jak w pr zypadkimsulinydsgludlecnie yposiadat e mi r
treoniny w pozycj.i B3O0. Do |lizyny w pozycj.i
t § us z-kwas heksadekanodiowy Zak ada sin, Ue wydguUenie
analogu jest wyn-iokgiremiacw-onte | z jsiswgibckyohSzéz dy s o
ni N multiwekkamee -opwoadzs,k -prondegbni e jak w przyp:
siA monomer-w z albuminN krwi. Wy kazano pr
degludecujeshi eco miyllsde [d7EBSekivencjn degludecu pr
Rys.20.

1G Gly
I
21
1
3V Val
[
4E ?'u tancuch A
GIn—Cys—Cys — Thr —Ser — ||-—=Cys —Ser Lt = Tyr— Gln—L et — Glu—Asn — Tyr—Cys— Asn
Q ¢ o T S I ¢ s L Y Q L E N Y o N
5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
= His=l.cu=Cys =Gly = Ser —His—Lcu =Val=Glu —Ala=Lcu =Tyr=Leu = VaI—Cys—l
H L c G S H L vV E AL Y L v C
a0 Gln 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 Gly G2
1 7
: tafncuch B , e
3)\ Alsn ///f\:~n/\_/\_/\_/\_/\_/\‘ \_‘Aq" Gllu ‘-2‘
2V Val J\e Arg R2
| ok |
1F Phe N / — Gly G2
LV = Pro-Thr = Tyr—Phe=Phe -
K P T Y F g
29 28 27 26 25 24

Rys.20. Sekwencja insuliny degludec, modyfikagy stosunku do sekwencji insuliny ludzkiej

Zaznaczoana czerwono.
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3.2. Innowacyjne analogi insuliny

Do bada® w ramaghwybniaepsdep pnal ogi i nsul
rekombinacji DNA z uUyciem pl samaoh macd lpduBAI|l NS,
BioinO/nierii Instytuu Biotechnologii i Antybiogk - w ( obecni e: Siel Bada\
T Instytutu ChemiiPr zemy s gowe|j i mi enia PraofSekwemgiaa | gn
koduj Nca nowych biagek skdjadaga sin z 4 ele
genu SOD, sekwencjikrgadduwoghoa pRpagduoguczni
g a Ec u ¢ h a fhhamindkvasy zaBaddqwe Arg Arg lub Lys Arg analogicznie jak to ma
miejsce w naturalnyng eni e i nsul iny | udzki e[48) Ekspregaz s e kv
gen-w koduj Ncych bi agka Epchedoviaablz ona by ga w ko

Obydwawybr ane da&n alacddgai® zaproj ektowano w taki
podsk-rnym wywogal efekt przedguUenia dziaga

w przypadku insuliny glarginy: do€ o &c - w §aEcucha Bdogatkawvg § Nc z o

aminokwasyzam d owe w cel u przesunincia punktu i zoe
w kierunku wyUszy c hpHiziplogicen&wi  ZpdHe, ¢ ybdloiaWkdizey cshi i
wprowadzered od at kowych modyfi kacji w cenMswosurkwi nks z

do korkurencyjnego produktu leczniczegaylarginy. W czasieprzechowywania formulacji

farmaceutycznej, w preparataghsulinowychnast npuj e pr oScpeosSr d @ a ngiod
aminokwas:-w bi ogen-ngylcuht azna Ined wii ea sdpwaar agi na m
deamidacji czyl i przeksztagcenwuohprempmy Sami gdaWNesj e
co powoduje pojawienie sin nrbowvaedgkeymatyczmau p o wa t

deamidacja glutaminjestpr ocesem powszechnymirealizawang gsti z mac

z udzinguwe mransgl utaminazy (katalizuje reakc
jeden aminokwas stroni e k o@dwva [0 stipaiedfidlc ha po
Szczeg-Ilnie ciekawy jest jednak proces deami

proces-w zachodzNcych w organi zia,cha Uyavypdstb
reakcji o d p o wi awdrarjkdwania fizykochemizne b i a d e KN swo ekdnkretnych

ami nokwas-w, struktury wyUszych rzndJest) | ak
to zjawisko bardzo niekorzystne, gdyU prowa
aktywnej w pochodné&co arciheinanmyyh pwgae&ciowa eni
w preparacie farmaceutycznym, wymusza na producentach prowadzenie dodatkowych,
dgugotrwagych i kosztownych badaVEbaldnachwno Sc

stabilnoSci preparia$c obserivowane)leisnto wy @ Ws tnaaw acnzi e
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deamidowanych pochodnych insylin o d p o wi zachadgeNigepkejiw pozycj A21

oraz w mniejszym stopniu w pozycji B3. W nowo zaprojektowanych analogach,
postanowi ono wpr okwa@rziEHc A mrdzhgpéjanainéecsubistytuuje w
pozycji 3 gaGucha BmoawllcienouSca miznai ataolidaziieonw aan i r
asparaginy

W przypadku obydwwy t y powany ah ad evpbodulosvdBd i agka zost ¢

w pegni scharakteryzowane, opracowane Zost ¢
kt -rych stabilnoSi dgugoterminowa zweryfi kov
badani ach. Zgromadzono tak Ue obszechny ma

przeprowadzonych na z|l ecenie w renomowanych
cznSciowe badani anvivar rha k a cy nwasniificoznniee pot wi er

zaprojektowanego efektu przedguUenia dziagan
3.2.1. Insulina AKR

W kodzie genetyzrnym odpowiedzialnym za sekwencjn
insuliny AKR po setkewemicnal nKo dausjpNecreggi €1  un
warunkuj Ncy przygNczenie do niej iwladngwsi e t I
pozycji A22. WapBzypadeuzppad&ydc kkwdna. s Wk weh
modyfi kacij. punkt u i zoelektrycznego bi agka,
nukl eotydowej DNA gaGcucha B dogNczono kodol
czNsteczki bi agkm ami-tdk wlaosd-aw koavyyad owy c h: [
argininy w pozycj. B32. Sekwencjn naRgs.2iok wa s o

zaznaczaj Nc na czerwono miejsca, W kt-rych r
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1G Gly
I

2l

I
aVv \I/al
4E ?lu fancuch A
GIn—Cg;s—Cys —Thr —Ser — —C§/s —Ser —Leu =Tyr—GIn—Leu—Glu—Asn — Tyr—Cys- Asn —{Ala
Q C c T S I c S L Y Q L E N ¥ C N A
5 6 7 -] 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
— His—=l.eu—Cys —Gly — Ser —His—Lcu =Val=Glu = Ala=lLeu =Tyr=Leu - Val-—Cysj
i L G 6 s H L vV E A Y L VAR
40 Gln 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 Gly Gao
) tancuch B !
3N Asn Glu E21
I 1
2V Yal Arg Rz
1
1F Phe Gly G2
Arg=1y= +Thr=Lys —Pro =Thr = Tyr-Phe~Phe —
R K T K P T Y F F
32 31 30 29 28 27 26 25 24

Rys. 21. Sekwencja aminokwasowa insuliny AKRhodyfikace w stosunku do sekenciji

insuliny ludzkiej zaznaczamna czerwono.

3.2.2. Insulina SK3R

Sekwencja genu koduj Nc e goindulmsludtkijny mSKB& r
tuU po sekwencj.i koduj Ncej asparaginn na ko
nukl eokgdlilNgeNycn . W rezultaci®2o0st&ive na@fdhJ § @ dbc a
22 aminokwas -w. W pekwpradka KaesfFsAAEhmk@Bdej Now
asparvapgdyaiB3 zostaga zast Npi onaalso djpjfizgli pr owa
W celu modyfikag i punktu izoelektrycznego biagka,
ga@Ecucha BkoddnoAAG c zcbmion kw  pcozzeyntyj i 34 n ajjadd@Ecjuec hsai
argnm.Sekwencjin ami nokwasowN insRyd2?upzBKB8RajgHhp

na czerwono miejsca, W kt-rychijr-Uni sifi ona
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16 Gly
1

21

I
aVv \I/al
4E ?lu tancuch A
GIn—Cy;s —Cys —Thr —Ser — —Cifs —Ser - - Tyr—GiIn- — Glu—Asn — Tyr—Cys—- Asn —{Ser
R € ¢ T S .. & S L ¥ Q L E N N e N S
5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
= His - cu—Cys —Gly — Ser —His— -Val-Glu —Ala- =Tyr- - VaI—Cysj
& B = A \
sl TN I O BN B R e I B PR
- tancuch B !
1
2V Yal Afg Ra22
1
1F Phe Gly G2
Arg+Thr=1y= =Pro =Thr = Tyr-Phe—Phe —
R T K P T Y F =
31 30 29 28 27 26 25 24

Rys. 22. Sekwencja aminokwasowa insuliny SK3Rodyfikacg w stosunku do sekwenciji

insuliny ludzkiej zaznaczamna czerwono.

33. Met abol i zmnsalinyal og - w
Wi nkszoSi anal og-w ma sekwencje 1 0strukHt
insuliny. Po iniekcji wystawiane sN na dzi a

naturalnie wystinpuj Ncy hor mon.:w@hwytldetkapnek d n a k
(wNtroba, ner ki) or az dwprzypadkapodasa wokiesk- r ka& g
preparatu Wymwi el u @dnawp@gyw na rozkgad biofar mace
enzymy,ta kt wy y whr z ana insdinaitudzkarnie jest reaturalnym substratem.
Doniesienia I|literaturowe dmstliyciaNaé o$cwe U
podawagch p o d sskN rdnoisey | Z skao otmihen ylwdd av@E np rkz evid k | i n i

klinicznychmo Una wywni oskowal, iU zachodzi.ona g§-

331 Degadacja analog-w insuliny we Kkr wi

v

Krew stanowi barw 2d bkgatdhd irat ropait cz sk ga
(erytrocyty, leukocyty, trombocyty) osocza( wodny r ozt w-r bi agek, S
ma § o ¢ z Ns t ezoajdkiemw sorphsyczone subsjanc o d U ypredulktye przemiany
materiior az skgadni ki buforuj Nce, utrzymuj Nce
Napodstawie przeprowadzominotobbada@&cist wi e rkd ava
enzym- w z Nsgtagioyzulega w niej t y | k o cz M3 aidawgji , de achc

dodatkowos wo j e w§ kidbgidGzrewwdigug cz i $diici lwa dva cozsyo cz u
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tyl ko dwa wi Nzania peptydowe-k ofBdemN ¢ eactd wicé ac
prowadzi do powstanidesB32Arg desB31Arg glargingraz dedB32Arg glarginy (produkt
poSr glmio)st ipreadnal r-wnieU doniesienia I|liter
sin takUe trzeci met abol it p 0-k b GEoteaninyy | e s z
desB32Arg desB31ArgleB30Thr glargina [52] [53]. Reakcjadegradacjizachodzi szybko.
W badaniach P. Lucidi et.§b4], w kt - rych osobom chorym na ¢
gl ar awiyk@z ano, Ue w b aoddigiekcji Wwer kivii khesa jest ava s i e
zdecydowanej przewadferma pozbawiona dwu terminalnych arginiradna inna pochodna
nie zostaga, zaolgd earrvgd waan ao z n a c z appaomadetycg a n a
pozwalas Nd z i | , i U za ef ekt farmaceutyczny gl a
maci er zy s teametaaoliostidtecByn i e |
Eksperymenty przeprowadzone w grupie G. Bélilna pacj ent ach z <cuk
pot wi ewydkebh @ ga & pr zepr owalduzidh ataploMe k pwize pacj ent -
kt - rym podawano gl Bkugykngwano niezacze i emigsoawipnejc z
glarginy oraz praktycznie sam metabalite s B3 2 Ar g des Bk Awg gl akgi ny
pacjent - - wechivl 86adawl wykr ywa nitadesB3@AtqndesB3larg k Ue n
desB30Thr glargii jednakijo b e c n o Si  p r milyepni zsyanm-ow dnziieasgpae c y f i ¢
Wosoczu kr wi c¢ z gwenkareoksgpeptydargcorsei asilj Nce zdc
odcinania aminokwas-w zaskad@wy cthikd(dhiamnpr zar
moUna ten ef ekt karbakgypeptydsza RCRPN) oraz Raxboksypeptydaza
U(CPUPodej r zetwoa wsiCdidn ildet - rej stnlUenie we Kr wi
a zakres dzi agarniam olwail dzeiheik agtgeniwin gegradacii
anal og-w takwekiwi. j ak gl argina

332. Degradacja analog-w insuliny w tkance pot
Preparaty farmaceutygg 1 nsul i ny | anal og-w podawane
iniekcji podsk-rnej . Zanim substancje aktywne z

wystawione sN na dziaganie enzym-w wytwarzar
ludzkiej oraz analog-w szybkodziagaj Ncych cz
znagnemu wydguUeniu w przypadku mpoep&rathew t w

Konkretne enzymy odpowiedzialne za biotr a
podsk-rnej j@serczzeostziadjgnt yfi kowane. Dostnpne
czinSciopwtadgjelph Wi afaeakce ,gotdgkz Nnejk snpvigadzy ment -
uUyci em themkowrgioadau bo analizy pr-bek Kkr wi pob
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podano wczeSni[58.jDamar mac enuitey kz o sadngmj wynikamis t a wi ¢
uzyskanymi przy uUyciu oczyszczonego enzymu.

W badaniach G.U. Kuerzel et. f3]. mierzonoobecno Si nglagiyvo | 1t - w
mi ej scu wstr z(ypkrnibrkcii a kaannaelko gowo plaic p evd tr k- eljniy)c ho r
odstfipach czasu od moment uyi it evklegr id.zuill zw stkkaan
podsk:-rnej p 0 joazvbiaani N nsei §j efdorenyyclhpular gwné m K @ G
desB32Arg desB31Arg glarginaraz w znacznie mniejsie i ,| des832Arg glargina
Dodatkowoz ar - wmaterialez | i posukcj i | awykryjto desB3pArg- b k a c h
desB31ArgdesB30Thrg | ar.gi nn

Eksperynenty in vitro pronad zone w Centrum Bada®E& Antydo
(Niemcy)na insulinie ludzkief55]p o t wi ewvynikihaddBs.U. Kuerzelet. awy k az uj Nc
Ueinci e §a Ec BI0BLdotywezymaypadykcyj i podani a podsk-rne
insuliny w pr-bkach Kr wi ni e doprowadzi ga
eksperymentach, w kedakciwykiorjzylkd a®mopawibkko mo.
mi kroszom-iwatu ,pacthedr wakwa o zy eng tWyktydosjsiieg
produkt-w enzymatycznego trawienia, jednak w
byga f or ma pozbakwiOcnua gtar@councihnay Bn.a C

W badaniachprowadzonychz u Uy ci e m 3 adwieowamegd homogenatu
t kanki p[6eykazanaj €Jj enzymy obecne w t wodruziNcy c h
gg-wnie wytwdmnrnsmilé nyesBBOni ewi el e mmikdljes zej
metabolitdesBPheinsuling aw i | o S c i- deSBRheldesB3Thr insulina. Obydwa
dodatkowe metabolitpieb y §y wywr pwawpadku wczeSniej wspo.

Zaobserwowanie, Ue analogi insuliny sN w
odmi enny spos-b ai Ppr wy pread ktuo imiseujlsicny | udzKki
wjaSci woSci biologiczne powstaj Ncych w organ
w kontekScie ich potencjalnego wpgywu na pr.

raka.

4. Insulinaaprocesr o zwoj u nowot wor - w

Obserwacje kliniczne ot wi er dzUajrNyzyko wyst Npienia r a
narzNd-w rozrodczych, piersi, trzustki, wNt
statystycznie wyUsze juwéthoroware wn ak tc[aTky zheakmt Nvi e
podejrzewanych przyczyn takiego stanu rzec

charakterystyczny dla przebiegu te] choroby.
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wzrostu o szerokim spekirm d z i, agpamei d yl ko o charakterze me
takUe wpgyw na procesy wzrpodtey iz d@dmbdizélagu |
zwi Nzek z awaocghnzdigpidaesmminutagengmi. W st ani e podwyUs.
poziomu tego hormonu we Wi, istniejet a kztheaczni e wi fksze prawdop
oddziagywania z receptorem insulinopodobnego
wykazuje wysokN homologif(gNrecephar éml engpo
naturze wepttopyj Nybe ydowe, skgadaj Nce sin z
58] [59]). Mi mo i U insulina i | GF1 odgrywaj N w or
wzajemnie silne powinowactwo do swoictcre pt or - w i mogR| wggywal f o

pegnionych prz&zpbo- - wnagia HbagRo. | GF1R wyka

aktywnoSi mutagennN, w zwi Nzku z czym zwi nks
we kr wi moUe staynwgpwad dodat Ebhwptrol owanych
nowotworowych.Hi per gl i kemi a i cznsto towar zyszNca

zwi nkszony stres oksydacyjny w kom-rkach mog
nowotwory[60] [61].

Z drugiejstrony,w ni ki bada@® wskazuj N takUe na nien
receptora insulinowego w kom-rkach rakowych
nowotworowo [62], przy <c¢czym dodatkowo i st odmaeA j est,
receptoransulinowegoWi N UN @ i, Niifn szu Imi red ma (i s akywowanig y w n a

szl ak-w metabolicznych, szpwiziyksaz oNiceyjc hp rnoultiafgee
ochronie przed apoptozN, jak r-wniwld na twor
5. Podsumowaniec z i1 S c i | iteraturowe|j

|l nsulina ludzka jest hormonem o dziadganiu

poboru skgadnik-w odUywczych do wnitrza kom-
kom-rkowym. Wiele wskazweje duUwn iwgplymwa ntao,pr @
r-Unicowani a | podziagu kom-rek. Kl uczowa r

zwi Nzana jest z regulacjN transportu gl ukc

zl okalizowanych w wNtrobwej . mUn&8drawkhch okal
glukozy we kr wi regul owana jest w dosyl wNs
posi gku jest sygnagem do uruchomienia poboru
pomocN GLUTA4, bgonowegrmaGlriawnesgpoorn @ r a n gu luik oz
wNtroby i minSni, pob-r glukozy skorelowany
(przeksztagceni e czNsteczeikglglkwkygeny , w w mamvtNeg
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adi pocytach nastnpuj e tngautsozntizaoswy cbhi onsay ndreczdaz ek
Mimo pierwotnego przekonania o roli insuliny jako czynnika odpowiedzialnego jedynie za
sterowanie przekazywaniem glukozy mindzy Kkr
bardzo szerokie dzi ag atneinep obiwzl roogsitcuz nie,r -mhn iwcg
poprzez udziagdg w steazewahemNrepbikaemNi DNAZz
organi zmie. Ostateczny efekt metaboliczny dz
zal eUy od receptgoNdar, e gzo jsatkriunk tsurily ,0 nlao kpaol i z ac j
l nsulina jest biagkiem produkowanym przez

Skgada sifn z 51 aminokwas-w o gNczne,j ma s i

podjednostki § a Ec uc h A (Pbwredcaewa®r ami nokwas: - w) i g a Ec
aminokwas:- - w), kt - re w poprawnie sfagdowanyn
di siarczkowymi . Trzeci, dodat kowy most ek, g\
pozycjach A6 i AténnBtgaE&uchapAzeassul iny | u

antyr - welisy¢\gaBeAIBA20) . W §a Ec uc h uhelBa, twazmra t y | k.
zasadniczo przez aminokwasy od B9 do B19,
wydguUona -BOEaV jweagounNk ach naturalnych czNste

w taki spos - b, by w | ak naj skuteczniejszy
Srodowi ska wodnego, co powoduje, Ue biagko n
W roztworach wodnych insulna wystnpuje w postaci mo n o

ni ski ch ,s tpirleyn i satcthU eutregaaszylkiej wigndiyzacjW dimerze avie
czNstiencszukii ny gopjRkzoonddgNagywani om niepol ar
wodor owy ch p o msamidvzpgzycjaamB24 oB26V aoztworach wodnych pH

mi eszohgiNtyw z&ikaesiee ai Syokydimeyj omoyg N dtrukiuny z y |

szeSci oc z Neksarmegyz k©@avest(eczki insuliny, do czas
w kom-rkach nggsbpeka Lw postaci WigSnaitead zw
heksamer - w

Ef ekt met aboliczny dziagania insuliny jes
insulinowym (1IR). Jest on biagkiem bgonowy

tyrozynowej, zbudowanymlzo modi mer - w kowal encyjnych o bud:«¢
na zewnNtrz kom-rki podjednostki U monomer - w
insuliny. Podjednostki b sN transmembranowe
kom-r ki, gsdizii e mojsNtckzaNmi di siarczkowy mi zZ po
wyeksponowane do jej wnntrza. To ta wewnntr z

receptora.
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W kom-rkach ludzkich wystfiapuj N dwi-Air-Une

IR-B) , r-4&inih Nce fragment 12 ami nokwas:- - w z |l
odpowiedzialnym za wi Nzanie ligandu. Fizjolo
do ko@®a poznane, jednak powszedAhmwa jwves o Sjcu E

rozwojuprenad |l nym (nadreprezentacja w kom-rkach no

IRRB w regul acji met abolicznej (nadreprezent e
m- zgu) . Doniesienia |iteraturowe wskazuj N t:
mi Adzfyorinkaomi A i B w organizmie moUna wi Nzal
starzenia sifn i zwifkszonN aktywnoSci N proli

prawi dgowych.

Zwi Nzani e insul iny z receptorem I nsul i
natychma st owego powstania biagkowego kompl eksu
ul okowanych wewnNtrz kom-rki. IR ulega autof
kinaz tyrozynowych wulegaj N aktywacj.i i f osf
kit rych najistotniejszN roln pegdgni N biagka |

enzymatyczne, do najwaUniejszych z kt-rych
proliferacj.i kom-rek (szlak od biagka Ras do
kskady sguUNce do realizacji funkcji metabol

do biagka AS160 z a-fopfaydylomakytdlu¢ri3k)e m ki nazy 3

W przypadku <cukrzycy, wyni kaj Ncej al bo z
organizmie,alb z obni Uonej wraUliwoSci tkanek obwo
stosuje sin preparaty insulinowe. Po podani
heksamery czNsteczek biagka dysocjujN do mor

kom-rekekt kansul inozal eUnych. Czas potrzebny
powoduj e, Ue efekt dziagania hormonu podawan
j est dopiero po ok. 1-8h hii ptrezyymwjyen siafn spi :
obsewowane jest po ok. -2 h od podani a. Powoduj e to,

insulinowych jest problematyczne i ni esi ez«
nocnej . W celu zminimalizowania tych zagrolC
ktyaoh czNsteczki strukturalnie sN bardzo po
zmodyfi kowane w stosunkutdw.i asal bgy | odmnkia

dwa typy analog-w: analogi szybkodaipygajelcav
maj N r.-Une zastosowania. Analogi szybkodzi ag

w celu szybkiej redukcij i stinUenia glukozy
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przypadku uUycia preparatu i (ma glargina,odetemi,o . An
degludec) maj N utrzymywal stan homeostazy,
wydzielanie insuliny.

l nnowacyjne anal ogi i nsul +{Ghk, zaprEjéktowanoSvK 3 R,
t aki spos - b, by po podamn ae dPueniran ydnz iwaygveorni
tego podej Scie analogiczne | akodc  -pw zdyap@&aokah
przygNczone zostagy dodat kowe ami nokwasy Z
i zoelektrycznego opracowywawmarctho Sciia geH, wb lkiiU
fizjologicznemu. W efekcie takiego zabiegu,
tkance podsk:-rnej W postaci mi krodepozytu
uwal ni ani a deter mi nowana j edHt tkankuszpgaads k-

Zdecydowano sifn takUe na wprowadzenie dodat

stabilnoSci czNsteczki w czasie dJjugot er mi
konkurencyjnego produktu leczniczego gl ar gi ny . W przypadku ot
wyprodukowane biagka zostagy w pegni schar a
formul acj e farmaceutyczne, kt-rych stabil nc
pozytywnie po trwaj Ncych 3 | ata badaniach.

przedklinicznych, przeprowadzonych na zlecenie w renomowanych jednostkach w Polsce i na
Swiecie, w tym cznSciowe badania farmakodyn:
wystfipowanie zaprojektowanego efektu przedgu
W zwi NzKkeszedbami l iteratur owymi |, suger uj
dgugdit ewa®i N insulinN glarginN a powstawani
zaj muj Ncych sifn badaniami analog-w insuliny
takiegostan r zeczy. Obserwacje kliniczne potwierd
Ue@Eskich narzNd-w rozrodczych, piersi, trzus
jest statystycznie wyUsze u os-b, zychkt - -dgdhN
z podejrzewanych przyczyn takiego stanu rz

charakterystyczny dla przebiegu te]j choroby.

wzrostu o szerokim spektrum daliiaggamy m, alie
takUe wpgyw na procesy wzrostu i podziagu ko
i jej analogi mogN miel zwiNzek z zachodzNc
Zdrugiej strony, wyniki bada@ywskadzwjksptak/(
receptora insulinowego w kom-rkach rakowych
nowot wor owo, przy czym dodatkowo i stotne | es:c
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insulinowego. Wi NUNc sin wpdyw,na nakutly wwaaw amoiC
met abolicznych sprzyjajNcych mutagenezie, zw
apoptozN, jak r-wnieU na tworzenie przerzut
zastrzeUe@® do | akoSciglarging kusnemtt actjf ak lejeszy me
byl moUe to potencjalne niepoUNdane dziagani
analogu, a jest wga SgobistranSfermakii wjomaniznreieg 0 S pr oduk
Degradacja insuliny ludzkiej zachod gg-wnie na drodze endo
Enzym | ub enzymy biorNce udziag w procesi e
ustalone i okreSlane sN wsp-InN nazwN insul
odgrywaj N tu pashydiogenazs izsylinytgkitatiornoweg (glutatione insulin
transhydrogenase, GIT; protein disulfide isomerase, PDI), odpowiedzialna za modyfikacje

mostk-w disiarczkowych or az -degradingemzyrae, IDE),s ul i n
odpowiedzialnazd r agment acj i czNsteczek insuliny. Ja
w degradacji I nsul iny cznsto wskazywana | e

(cathepsirD, endosomal acidic insulinase, EAI). We krwi insulina w zasadzie nie jest
metabolizowana, e r ozkgad odbywa sin dopiero po | ej
Napozi omie kom-rkowym, w wifnkszoSci tkanek d
zwi Nzani e hor monu 2z r e-<teeeptorpadlegminterializacpildaskysn h o r r
przemi anom prowadzNcym do degradacji insulin
Na podstawie przeprowadzonych bada@&® st wier
r - Un i dNinsglinyfludzkiej-c z Nst eczka gl arginy ulega doda
pod wpdgywem skgadni k-w krwi, zachowuj Nc jedn
osoczu ulegajN tylko dwa wiNzania peptydowe
CkoEem gaCGucha B, @raedgwsaysikaattsBB2Ard glargmponegt ani a
desB32Arg desB31Arg glarginy. W zwi Nzku ze s
analog-w insuliny do glarginy, w dReaBKBRwer yfi
jako Srodk-w hipoglikemizujNcych, naleUago :
we krwi oraz okreSlil wgaSci woPaenethbwmtogi evi
szczeg- | nym uwpoggrcjalnbega zeina geam ii a hynaulagi proliferacg g o : s

kom-,reckzy mutagennoSci
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II. CELIZAKRES PRACY

Badaniazaplanowane do realizacji w ramauimiejszej pracy doktorskieghi agy na c el
okreSi eise@npooSdcsit awowych pr odukt inmowadyjnyoht r an s f

dgugodzi aapalogNxc y ¢ ms ulwyntywor zonych dr ogN reko

wytworzeni e Wz or c- wortayzec h c hpaorcehkotdenryycashit ty kwin o S

biologicznej.
W momencie rozpoez ¢ pracbadawczychwGIChPni e by o wdr oUonych

wyt war zani a pochoowagychbrazme a gdk bad kR wowmb iy o h, ni e

weryfikacij.i ich wgaSciwoSci fizycznych i bi
opracowanych wGIChPt echnol ogi i wytwarzani eompamalbowgi w
stosowne metodyki (lub zaaplt o wa i i stniej Nce, jeSli obowi
rynkowe sugerowagy ich wykorzystanie), po C:z

celu uzbpleghNcygohael ement -bva dva @& gk wreerktl @ cjiic zm \
ni ezbndne do przeprowadzenia charakteryzac]

potrzeby badawcze Inst yt ut u, mi agy b y Iszybkie, i tarsek o mp | i
wysokoprzepustowe, uniwersalne w mi ar n mo Ul i woSci Wy k or z
infrastrukturalne InstytutuWs zy st ki e te cechy pozwoli gy wdr
zar-wno do rutynowych analiz whassgolhi pbadalk

kontrahentom zewnntrznym.

Wramachd okt oratu zapl anowano realizacjn nast

- zbadanie Sci e Ueinnowdcyjnyshamalk 6 g r waAKfhis ul i ny

SK3R
- opracowanie technol ogii WwWAKRWK3Rzani a wzo
- opracowanie zestawu procedur analitycznyc do weryfi kacij.

Wyt worzonych wzor ¢ twUsmenodSl gl i tzwst oS
zachowanie natywhejwdrnaoU&niua yw bri wmtgkrmg we j
- opracowani e met od weryfikacij.i wgaSciw

(oddzi agewapiterzm, aktywacja szlak-w sy

glukozy),
- opracowanie metod weryfikacij.i dziagani a
proliferacjn kom-rek prawidgowych i now
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W realizacj. ni ni @jug Neje mr poy egryz Ypjafdtaavcrz s

1. Metabolity insuliny AKR, powstajNce w o
mut agennych i nie stymulujN proliferaciji
2. Metabolity insuliny AKR, powstaj Nce w o:
bi ologicznNpfiwgmaUadNkeswanego poboru gl
bi ol ogicznej analogu insuliny, z kt-rego
3. Met abol it i nsuliny SK3R, powstaj Ncy w o
mut agennych i nie stymuluje proliferacji
4. Metabolit insuliny SK3R, powatj Ncy w osoczu krwi, nie |
bi ol ogicznN (wyraUanN stopniem indukowa
bi ol ogicznej analogu insuliny, z kt-rego
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. BADANI A WGASNE

1. Badanie botransformaciianhal og - wwosocguu | i ny

Analogi AKR i SKBRcharakteryzuj N sifin obecnoSci N

zasadowychna®® o Ecu gaEucha B, co w zgoUeniu zapew
profil dziagani a, mo Ul i wiVe cpeolduobokr edol ehi a
biotransformag i badanych anal og-w dgugodziagaj Ncy.

trawiengpowst aj Ncych w twohbi kgekkspoapeputycznych
osocza |ludzkiego oRzaeanalizonmmcalkslzek b kbiSci e pm.wst ¢

poszczeg-albmydch -metw tych medi adWfnkipupyskaned z eni a

badaniach insuliny AKRynkami &Ki3Rg ajlaosubstanctja n o

referencyjnychi nsul i ny |l udzkiej oraz insuliny glarg

samo zamierzonezdi agani e bi ol ogiczne, co badane bi ag
Do Sledzenia posthipu reakcji oraz identyfi

mas z desorpcj N/joni z(@u.,] Matrixassigied nesey alesdiptomat r y
ionisation, MALDI. Dz i Ak i zastagowariju meejody Jjoni zac]
ryzyko fragmentacj.i jon-w mol ekul arnych. W
analizator czasuofprzepdywliOFarnhgw kKt meym st os
okreSlany jest pdaguj pean momieadul azasgopwz@ol u
jonizatorem a detektoremmas Zast osowane p ar apektranretyi maso mi ar
opracowane dro.stkddyh opéhpiiewsiega  kwy kgnag takUe w
pr-bek badanych, zpaomreszdzoédbdieacphoni Uej , w

1.1. Metodabadani a bi otr ans fsdimlywasogzu anal og-w in

1.1.1. Substancje aktywne

insulina SK3R substancja aktywn@-ICHP),

- insulina AKR substancja aktywn@-ICHP),

- insulina glarging cer tyfi kowany Famaakapei Ewdpejskief ni e s i
(nrkat.: YO001544, EDQM,

- insulina ludzkacer tyfi kowany m &arneakopea Guropejdkieji e s i e

(nrkat.: 10310000; EDQM
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1.1.2. Odczynnikii may*er i adg

osocze ludzkie Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa,

Warszawa,

- 0so0cC ze LKBiomédiLubln)e

- kwas tr - {TFA(arka. &.08260.919p0Merck),

- s | but y | okwaai nUscyjemo4-hydroksycynamonoagq CHCA
(nr kat.: 67336 Fluka),

- mi krokol umi enki, Zz e T B otiflse(n kat.cZTG18S960

Millipore).

*dane szczeg- -sipsowayc ot ygaiNck - wgiomadzonadsW w dok

wewnfitrznego ws yZsetsepnou ej aAknoaSIGiRy Chemi cznej G

1.1.3. Aparatura:

spektrometr mas model: 4800 Plus MALDITOF/TOF (nr kat.: 4383680,
AB Sciex),
- inkubat or z modgl:ThermbhsxarrConefar{nr kat.: 5355 000.011
Eppendorf)

pipeta automatycznaj e d n o k a n a § 05w a, Orhodel;, Fnnpipette F1
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific)

pipeta automatycznaj e d n o k a h0ad d0& &) model: Finnpipette F1
(nrkat.:4641070 Themo Scientific)

pipeta automatycznaj e d n o k a h0& § 400& Q| model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific
- waga analitycznamodel: ME 215Rnr kat.: 98648008-84, Sartorius)

1.14. Procedur@g ost npowani a

Do porcji odwirowanegop r zes Nczonego osocza (100 OI) d

jejanalogl do uzyskania st B0Dgnimd d oceull dwmego,udk .ana

skgadni ki deli katnie mieszano. Pierwsze ©pr -
pobierane bwydyot oWarmiou pmi eszaniny, po czym
termostatowane ] wydreMzsaeprcewadzrenmomh kdanmi a
temperaturze pokojowej, j ak [ l ekko podwydU

fizjologikPznkeki 3yaAlCkmo reijaar - w pobierane bygy
10min, 30 min, 1 h, 2 h oraz Zinkubacji W pobr anegjatpzymgeano r e
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enzymatycznN dodatkiem 10% (v/v) roztworu K\
roztworu kwasu crzay ml Op rOlb kpiir -zbaymr,a (paon o u.@a Uc z as u
przed pomiarem z uUywmizenm p@p ekti r opnoedtdraiwia nrma sb,y
obr -bcZze wzglndu na dwi@Ni b &Ep kardbvoremekaasw a ,

tr-jfluorooct owllgor o(zw iper@cpzoarl cnjiikadona 10 OI p
interesuj Nce nas zwi NzKki z bogatej matrycy,
w postaci soli, zdecydowano sifn r-wnieU na o
ze zgoUe@c Cu8.stkibUeni e i n staklprzygoyowdnyelpr | ek a am a |
wynosi §g&gbkl . 3Wdtifipnie oczyszsonbuanpnowb ki  mi
kwasu U-cyjano4-hydroksycynamonoago( CHCA) , Nrpelgmi @t rycy wspor
joni zacij Kiystimavgele na pgyt €eh pioknN akroplsweimai [t e |
pr-b baeamaryolwano w trybie |Iiniowym jon-w dod

1.2. Badanie biotransformacji insuliny AKR w osoczu

Eksperymenty z wykorzystaniem anal ogu AKEF
pochodnych pozbawionych a+kiofkrhkiwajsa-G uzxdsa dBow
poSredni, powstajNcy po odcifAciu terminalnej
il oSciaohj Ndpym produktem enzymatycznego cifc
kr-liczym byga forma 2z odcintymiPdwyk@a daowe
wi dma prezentuj Nce wyniKki trawienia insuliny
naRys.23( 0 s o ¢c z e Rys.24(osoazelu)kie)j wniki uzyskane w temperaturze A7C
- na Rys. 25 (osocze ludzkie)Wt r akci e bada® zaobser wowano
i nsuliny AKR ywn orsiole zNauvdegrskkidhnirzech rysunkach, na widmach
przedstawi aj Ncych pomiary alinigu rzkacoibes ecr aneoswoaw y
jedynesygnagNaAKWRi dmach prezent uj NcSymirhinkubacin i K i p
(pomaraEG zowegdndfni ERKRwiaalwv pyzypadku trawien
trawienia w osoczu ludzkmw3¥ € ak Ue sygnag metabolitu desB3
wszystkich wi di®ansirhinkupacii (Jasadeielopao linia)oraz po 30 min
(ciemnozielona linia)i oprz- csygna i d AKIRUyer a¥ygnaj met abo
desB32Arg desB31Lys AKR, a na widmach uzyskanych po 1h (niebieska linia), 2h (fioletowa
l'inia) i 24 h (irj-eldoywa el isnyigdesBgRAngidesBaahgs AKRt u
Sygnag me t aniegoli i desB32Avgo AKR ezaobserwowan@dynie na widmie

mieszaniny reakcyjnejpo5mintrawiemia osoczu | udzkim w temperat
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Rys.23. WidmaMALDI -TOF insuliny AKR po trawieniww osoczu kr -l iczym w

pokojowe;j.
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Rys.24. Widma MALDI -TOF insuliny AKR po trawieniw osoczu ludzkim w temperaturze

pokojowe.
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Rys.25. Widma MALDI -TOF insuliny AKR po trawieniw osoczu ludzkim w temperaturze
37AC.
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1.3. Badanie botransformacji insuliny SK3R w osoczu

~

W odr - -Unieniu od wyUej om- wi onego anal og
potencjalne mi ej sce trawieni a karboksypepty
kr -l iczym i l udzki m wykazagy b apochadoej] szyb
desB3Arg SK3R W przypadku trawienia insuliny SK3R i e Zzaobserwowano
temperatury na | iczbn wykrywanych metabol it

Eksperymenty majNce na celu zbadanie szyl
doprowadzi gy do ni e maw b acarniyxzzmy ewh owypmr z u
temperaturze pokojowej oraz w osoczu ludzkim w temperaturze pokojoweBi7w . A C
We wszystkich trzech przypadkach zaobserwowano bardzo szybkie trawienie analogu SK3R
do pochodnej pozbawionej-Germinalnej argininy. P mi nut ach i nkubacj i
macierzysta byga albo niewykrywana w og-1I| e,
Przykgadowe wi wynild trapienainselimyt SK3RW temperaturze pokojowej
umieszczono nRys.26dlaosocak r - lgo araz edRys.27 dlaosoca ludzkiego, awyniki
uzyskane w t e mglaeosoaz ludzkiege - n8 Rys. 28QNa wszystkit trzech

rysunkach, na widmach przedst aw0(eczerhoalicid) p o mi
zaobserwowal moUna sygnag SK3R, a na widmach
(pomaraEGzowa | inia), 10 min (jn&a)slhMmebieskh ona |

linia), 2h (fioletowa Iiistyiga)agi mz4 ah o(lri-tlio wee sl
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Rys.27. Widma MALDI -TOF insuliny SK3R po trawieniw osoczu ludzkim w temperaturze

pokojowe;j.
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1.4. Badanie biotransformacji insuliny glarginy w osoczu

Jako pierwsk substang) referencyjiN  w  badani u ScielUek b
i nnowacyjnych awmbytoa -iwn sw loismoy zqul ar gi ny . Wy b r
na podobieE&two jego budowy or azo naencahl aongi-zwn
wytworzonych w G-IChP. W przypadku insuliny glarginy raportowano w literaturze
wykrywanie w osoczu trzech podstawowych met
glarginy jednej(B2) | ub d2nB30kho EBBwy ch ar gi nin oegoaz met
przez dodat kowe odci BOc(pagzRys.r o nnyk gwa dpovzey cwii
masowe prezebada®@Ecwdayny kdwienhaglarging v emnpeathrze
pokojowej umieszczono nBys.29 ( 0 s o c lcze) i Rys. 30 (osocze ludzkie)a wyniki
uzyskane w t empRys H(bsoxzeduelzkiBF oAl kt poSredni, od
czNst ezchzaowei opnoej jednej terminalnej argininy,
i ni e we ws z YjanokialonahinidRys.2% k @ 0 ma r ga&iwzetomadiniai
naRys.31). WUadne|j z pr nbhek wy&kdarnycht akUe met ab
pozbawionejtrzech terminalnycha mi nok was - w djwa-Gechu cdamgibn)i (n i t
R-Unice pomifndzy wuzyskanymi wy ni kami a doni
r-Unic w stosowanej mejt odg cek ekasmpyemgmteynt p wo w
warunkachin vitro, z uUyciem jedynie osocza I badan)
metabolit uzyskiwano natomiast w badaniach tgpwivoz  u Uy ci em pr - bek t kar
[53]. Wtrakcielmda E zaobserwowano nieco szybsze trayv
ni U | uwvdtenperaturze pokojowej: wi er wszym przypadku obec
powstaj Ncego po odchkd@&ta GgaEchcma gBntcanNgt &c
10 minutach ekspozy | i anal ogu na (j@nozetboawinia fdRys. 28)svo ¢ z a
osoczu ludzkimr eakcja zachodzi ga nieco wolniej, (AS

dopiero w punkcie czasowym t = &tin (ciemnozielona linia nRys.30). Nal e Uy zaznac:

Ue wyni ki uzys k aosoezu ldzkimavdeanperaturzeh pokajowej oraz w
temperaturze podwyUszonej, maj Ncej symul owall
(37ATCi)eznaczniUei Wy mickba 2B swiybkseBci zachodzen

enzymatyczejw przypadku bada® w kKaempewphukize p87d
zgodnoSci =z rezultatami [®lf[b4Nigangamj Npsizezpot
hipote:i o k| uwpzoywyine enzym-w typu karboksypepty

insuliny w osoczu.
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Rys. 29. Widma MALDI-TOF insuliny glarginy po trawieniuw

temperaturze pokojowe;j.
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Rys.30. Widma MALDI-TOFinsuliny glarginy po trawieniw osoczu ludzkim viemperaturze

pokojowe;j.
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Rys.31. Widma MALDI-TOFinsuliny glarginy po trawieniw osoczu ludzkim w temperaturze
37 AcC.
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1.5. Badanie biotransformacji insuliny ludzkiej w osoczu

R-wnolegle do pr-b badanych analog-w AKR
referencyjny gl arginy przeprowadzono badan
eksperyment-w z uUyciem tej substancji bygo
metody uzyskvmany bndzie opisywany w | iteraturze m
g a Ec u c-teanindej €eoninyWi dma prezentuj Nce przykgadoy
ekspozycji i nsuliny ludzkie]j na dzRya.82ani e e
(osocze kr-1licze, tRys3p(esocadudrkicatemperduoajpakoyava). or a z
W badaniach trwajNcych 24 h nie wykryto obe
ani w osoczu Kkr -1l iczyma amby dw uo sroycszuun klawadz k i pn
wi dma masowe pr-bek z rddhy¢ledymnlt swgonadgs ow
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temperaturze pokojowe;j.
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2. Wytwarzanie wzorc-w wybranych metabol it -w

Po zidentyfikowanimnpwadyktnywht aawi emgi av i
korzystajNc z og-1| nodo s tBrepdacazymey§6d]avytypavanoy c h o
dwaenzymyo udowodni onetjr aavd elnn @aS chii adjek w taki ch
poli peptydowego, Ue teor et ytcelhseampr od ulptry d u
uzyskiwanymi w badaniachw osoczu.Do st npny mi kzymaejr zdojnym doe e
odcinaniaC-t er mi nal ny c h zasadoivythg laeiEg s cWw - w p o,lpizgue pt y do
wszystkim argininy  ksrboksypeptydazB (CPB)orazendoproteinza Arg-C (Clostripain)

W celu opracowania prostej, szybkiej i wydaj
o] wy soki ej rzeprawadzonoBs ti ii peptye trawienia enzymatycznego z
wykorzystaniemt y ¢ h @ w z § hizaobserwowano{J ev przypadkuendoprotaazy,

mi mo zachowani a opt y ma ltaggeazimuipth teroperkturay pos dap a
reakcji DbWgzwnNEKbbkmy zenzymigiCenm,e iwy kazywad ocz:
aktywnoSci ewm z pmoat ywaame ju d o Bk adedydowasoy pept yd
wykorzystaniu enzymu CPB do pozyskiwania wzo

Wcel u opracowania wydajnego proc,eddau wyt\
kaUdego zinsalinyazbptyrgalizawano g@rametryjego trawienia (czas trawienia,
temperatura prowhz eni a pr ocesu, st fi Ue nenzymutSr awioavi & &
reakcj i, spos- b termi nDaZfgefineabkajvaunki e ak {me
przechowywani a przygotrawawyicaj Nezoricelw stab

przechowywania
2.1. Metody wytwarz ani a wzorc-w metabolit-w innowacy)]

2.1.1. Substancjeaktywne

insulina SK3R substancja aktywn@a GCHP),

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- insulina glargina cer tyfi kowany Famaakapei E@dpejskief ni e s i
(nrkat.:Y0001544, EDQN|,

- insulina ludzka certyfi kowany HRaranakepeii Eargpejskie ni e s i

(nr kat.: 10310000; EDQM

21.2. Odczynni ki*: i materiagy

- karboksypeptydaza ,BPBAnr kat: ZO5845MG| Sighavi Es Kk i
Aldrich),
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*dane

wewnntrznego ws yZsetsepnou ej afknoadIGhR.y Chemi cznej G

endoproteinaza A, Clostripain(nr kat.:C0888250UN, SigmaAldrich),
kwas solny fr kat.:115752837Chempuy},

wo d o r o amonu fakat.:112131KG-R, SigmaAldrich),
wodorotlenek sodunf kat.:1.06498.0500Merck),

kwast r - J f | uor o okat:®08360.0100FVerck),n r
bezwodny siarczan sodar(kat.: 1.06649.1000Supelc9,

kwas ortofosforowynr kat.: 1.00573.1000Supelc9,

acetonitryl(nr kat.: 3485%2.5L, SigmaAldrich),

kol umna chr omat ogr aif8j260zxr2h2 namprepargtprize m

ACE 5 C18300(nr kat.: ACE-121-2520 ACE),

kol umi enki z wype-gnw D10 dénmkat.SLé0BI1GL GGE x

Healthcare)

typ

G

szczeg-gowe dotyczNce stosowanych odczynni

2.1.3. Aparatura:

wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem-\JS, analityczny
(Alliance 2695 +Alliance 2489 Waters)

wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem\US, preparatywnyq00
Controller + Alliance 2489Waters)

inkubator z , TheynomizeN €a@mfoit @rrkat.: 5355 000.011
Eppendorf)

liofilizator, CHRIST Alpha 24 LSC (nr kat.: 102371, Chrigt

wi r - wk a pQoncéhtratooRiug@r kat.: 5305.000.215Eppendorf)
pipeta automatycznaj e d n o k a n a § 05w a, Orhodel;, Bnnpipette F1
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific)

pipeta automatycznajednoka a § o 10ad, 100 O] model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific)

pipeta automatycznaj e d n o k a h08 § 400& Q] model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific)

waga analitycznanodel: ME 215Rnr kat.: 98648008-84, Sartorius)
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2.2. Procedurap o st n p podezaswywwarzaniamet a b ocAKRt - w

2.2.1. Trawienie enzymatyczne

Uzyskanie roztworu zawierajNcego jedynie
duth trudnoSci . W trakcie eksperyment -w pr
karboksypeptydazN stosunkowo szybko ulegad p
z czym uzyskiwano mieszaniny poreakcyjne, W
wy st npowaigub metabdlito astatecznyW przypadku wytwarzania metabolitu
poSr eddd eygbowano wifnc dobral parametry trawi
stiUenie oczekiwanego pr oWedutwytwonzenimimetabalimni ni e
poSrednimgygAKRwywano roztw6mgndwa0loMHCl. o st i
Abydopr owaH zmileszaniny do wartoSci bardlazi e] z
dziagani a kar lipblk,690) eopw yadatoguyw 0,8 M HCI mieszano w
stosunku 1:1 9,015M NH4HCOs. Do tak przygotowanemieszaninydodawanor o zt w- r
enzymuacs t i (B&,25iUml( z a wa r t :&&d endymumdektarowanej mocy 165 U/mg
rozpuszczoaw 2 ml wody dej oni zowawstosunku ft@w tgnz y m r o
samym rozpuszczalniku) w pr opor cj i 1 Ol roztworu.enzyml
Reakcj)jn enzy mat prowadnoaogpozezt3,b & w iteenperatarze pokojowej, po
czym zatrzymywano 0% rozihokdwag sNuc tdro-wegal Z2t@mrddricuorn @
1 ml mieszaniny reakcyjne))Zast osowane parametry trawi eni
mi eszaninin poreakcyjnN, wddsB32ArgeAKR @0k.25% 5% st a
metabolitdesB32Arg desB31Lys AKR

Opracowanie metody wytwarzania methioo ostatecznego insuliny AKR nie
nastrficzygo wifnkszych trudnoSci . Odpowi edni
uzyskal oczekiwany prrdiuktnioUsmyesjokrnie T&YPsw c
techni kN HPLC, .Wprzypatike wypa8zani@ met&bolith pstatecznego AKR,
postnpowano analogicznie jak w przypadku me
r-Unicihn w procedurach stanowi § czas trwania
strawionym AKR, n a laend angfio rpeoazkocsytjanN [ w nti eerspze r a
ok.24h.

2.2.2. Analiza HPLC mieszaniny poreakcyjnej

Pomocniczo, w badani ach | pokwm8zenieoredyaju h , ma
wyt war zany c hstosowdnamed loidti- wi dentyfi kacji zwi Nzk
techniki MALDI-T OF , zaprezent owan NWrutgnowyclo badaniach | e 1.
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jakoSciiolwyEdjmawyNchych na celu potwierdzenie
uUOyciem karboksype iz dsaaswa nmeet abohi ts-twiUe E w

roztworach j ak r-wnieU na etapie prac zwi Nzanych
met a b owykorzystjwa no t echni ki chromatografii ciecz
(RP-HPLC).

Pr - bki uzyskane podecwas turlywiien ak aarmao k sy

wymagagy dodat kowego ocHRLG z cAnaanliiaz yp rpzreodw apda no!
wykorzystaniem chromatograi cieczowegq wy p ege avUdetektor optycznyoraz
termostat owane kaotomatychny podajnik priv ¥ Wszystkie pomiary
wykonywane bygy pmmy Bdsugoled- - Ifrad i skRkdadni ki
rozdzielane bygdy z uUyciem kolumny chromatog
i wymiarach 4,6 x 250 mm (Agilent), termostatowandjve mper at ur ze 40 AC. P
ini ekcji przechowywane bygy w chgodzonej do
bygy mieszaniny acetonitrylu oraz 0,2 M rozt
za pomoalh)8§5%mH es z an gychtproporcjack:s t ipuj N

- faza A: 220 ml acetonitrylu + 1000 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3,

- faza B:500ml acetonitrylu +500ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3.
Analizy wykonywane bygy przy przepgywie faz
gradientovy m, zgodni e z programem zmian skgadu f

zamieszczoTaeli poni Uej

Tab. 1. Parametry programu el ucj.i gradientowe|j

wybranych metabolit-w (zawartoSi, czysto!
CZAS [min] | FAZARUCHOMA A [%] | FAZA RUCHOMA B [%] TRYB ZMI ANY SKGA

0 78 22 -

60 78 22 gradient liniowy (66883 min)

83 51 49 gradient Iinibwy (8384 min)

84 78 22 -

94 78 22 -

WartoSci udziagu procentowego f aaapiédA i B
analizy, podl egagy drobnym modyfi kacj om, w
zastosowania w analizie poszczeg:-lnych subs:

75



stosunku do zgoUa kolumny chromatogelmjfi czne
kluczowych skgadni k-w roztwor-w badanych pr.
bazowej sprawiagby trudnoSci w prawidgowej i
ich powierzchni.

W ramach analiz jakoSci miramekcdbustam§ycih iw
z wykorzystaniem tego samegoKaukdgadpr - ctkrao m
analizowana byga wCHwstbSipowtub swamackapocpo b ad an
integracji (pé&a- wpdoed®iO® odr z uycse mipuw waygn a ga-kw
chromatogrami & rpephyg z cSd aelpMaRys 34 maprereetdwino
przykdadowy chr omat ogr anj metody sik lzadapia aieszanthy c i e m
poreakcyjnej z trawienia insuliny AKR, trzy
insulinie AKR, desB32Arg AKR desB32Arg desB31Lys AKRNa Rys. 35 zaprezentowano
przykgadowy c¢chr omat ogr azarndmnia)evayt@arzaniu ynetgbaitu e a k c y
ostatecznego AKR, na kt-rym wyra¥fnie widal,
AKR obecna w roztworze zostaga przeksztagcon

o
—
T

0.14+

Absorbancja

AKR

0.12+

0.104

0.08

0.06—

desB32Arg AKR

0.04—

desB32Arg desB31Lys AKR

0.02+
0.00 J

—
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00
Czas [min]

Rys.34. Chromatogramy insuliny AKRcgarny) oraz mieszaningnalogu macierzystegwaz

obydwu pr godeunkzty-matjye&e znego <ci Acia z uUyci
(niebiesk).
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@ 0.16+
2 ] ﬂ
8 i
8 0.141
W .
=
0.12] )
- «
0.101
1 =
- K-
0.08 «
b "
_ Ly
0.06 0
] b
. =
0.04] o
. <
i o~
i Lor]
0.02+ C.g
] =
0.00
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Czas [min]

Rys. 35. Chromatogramy insuliny AKR n{ebiesk) oraz ostatecznego produktu jej
enzymatycznegoichci a z uUyci e m désBIRArdkdesBleyp AKRd a z y

(czarny).

W badani achAKRawarjteodaci metabolit-w w mies
stiAUenia substanc]j iwya&tayownwkorhystanieBrpunktawych r a ¢ h
krzywych kalibracyjnychodowi edni o dobranych wzorc-w o st
mg / ml (n=6) , 1,5 mg/ ml (n=3). W EBWKNzku z
certyfikowarejw r amach prac bi eUNgy ovh zwi |Siadstwyotau o iyem i

roboczgq postanowiono gejwy k or zyst ani u do anegbanatogialeozt wor

takUe powsegameNtcaylcdhl izt -nvi, j ako s ubepdelavendjj i o r
aminokwasow] d o wspomni anych pochodnych. w Cz
przygotowawczyctwy k azano j ednak, Ue jako wzorzec do

AKRw pomiarach spektrofotometrycznych prowad

byl zastosowany t ak Ue standard i nmolowyi nvy | L
wWsp:-gczynnitdp anag onap czjbil i Uo n Nwswa rgtcaz8psomdi & a

naturalnego hormonur@b.2) . Mo Una wi Ac wnioskowal, iU me
sekweng s N bl i Usze sekwencj.i insuliny aniUel
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macierzystych, iardziejdbdirdiNe mnyykcahz ywead Sci woSci w
promieniowania UWis, pr zy zagoUeni u, Ue ©przygotowane
zachowujuNkctyunriy sptrrzestrzenne podobne do anal o

Tab.2Wy ni ki b a d a n iaabsowgjipsuligydudzkiaj njaj &nalogu AKR

PROCENTOWY MOLOWY
SUBSTANCJA KOD ST Nt E N| ABSORBANCJA SREDNI AWSPCGCZYN Mw WSPeGCzZYN
ABSORBANCJA ABSORPCIJI ey ABSORPCJI €enol
BADANA ROZTWORU [mg/ml] (214nm) 214nm) [ 14y [g/mol] ML ¢
(C=1mg/ml) (C=1mg/ml)
Ri1 ]0,04918 0,985 0,984
0,982
g R: |0,03934—2/8% | 4783
N 0,782
=) 0,590
© Rs 10,0295 —4 -0 0,591 20,07 |5808 116, 8
£ 2
> 0,393
g Rs ]0,01967 0.397 0,395
0,190
Rs 0,00984 0,191 0,191
0,970
Ri1 ]0,04810 0,946 0,947
0,947
0,748
3 R> 10,0384 0.747 0,748
¢ A 0,561 19,52 |6163| 120,3L:10°
< Rs |0,0288 0.562 0,562
0,381
Rs ]0,01924 0.38 0,382
0,191
Rs 0,00962 0.191 0,191
223. StabilnoSi mieszaniny poreakcyjnej
W celu sprawdzeni a, czy uzyskane metabol
poreakcyjnej, czy moUe ulegajN w niej dalsze
powinny byl poddane o0 c badaniesctzaeniiKun-otSciz @ p mo wa

uzyskanych mieszanin poreakcyjnycWykorzystanow tym celuo pi sanN wy Ue | m
badania czyst oS cNwysokosprawe chiomafografii cteczavBo z k w- r

po trawieniu analogu przelano do szklanyidtek do HPLC i podzielono na 2 porcigeden
zestaw pr-bek przechowywano w |-tggodnionyeh, a d
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odst npaprhzegracswadzano analizy zawar zgoddie i i C.

z procediNopi sanN powyUej223 pastras urjNxdzjiakja wzor

kalibracyjnej roztwory dg/m,s ull@mhiis0gkRW celust i Ue n
sprawdzeni a, czy w trakcie przechowywania re
dalej (1l ecz z ,mbadantpz8plowaszoyataknteSzarninyl poreakcyjnej,
zawi erzagjrNcaenjal o g wyjak iS cdwagego metaboty. Analiza wykonana
bezpoSrednio po przygotowaniu mieszaniny re
poszczeg:-lnych skgadni k-w biagkowych wynosi g

- AKR: 80,3eg/ml (SD: 0,6 eg/ml; n=2)
- desB32Arg AKR 108,6 eg/ml (SD: 0,5¢g/ml; n=2)
- desB31 Arg desB30Lys AKR: 8beg/ml (SD: 0,2eg/ml; n=2)
Wyniki uzyskane wanalizach prowadzonych po 1, 2, 3 i 4 tygodniach od przygotowania

mieszaninyzaprezentowano Wwab. 3.

Tab.3. Wyni ki badania stabilnoSci kr-tkoter min
desB32Arg desB31Arg desB32Arg desB31Arg
AKR AKR desB30Lys AKR AKR desB30Lys
PUNKT CZASOWY AKR AKR
4 ACcC 20 AcC
79,1 ug/ml| 107,2 ug/ml| 83,0 ug/ml| 78,3 ug/ml| 106,4 ug/ml 82,7 ug/ml
po 1tygodniu | sp.ose g/ | SD:0Be g/ f SD:06e g/ | SD:06e g/ | SD:0Be g/ f SD:05¢ g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
78,0 ug/ml| 107,1 ug/ml| 81,7 ug/ml| 78,4 ug/ml| 107,9 ug/ml 83,2ug/ml
po 2 tygodniach sp. o 1¢ g/ n SD:02e g/ r SD:0,1e g/ n SD:0,1e g/ n SD:0,1e g/ f SD:00e g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
74,4ug/ml | 105,0ug/ml| 79,5ug/ml | 73,0ug/ml | 103,7ug/ml| 78,7ug/mi
poStygodnlac SD:03e g/ n SD:05e g/ n SD:07e g/ n SD:19e g/ n SD:13e g/ n SD:07e g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
74, 7ug/ml | 106,9ug/ml| 79,5ug/ml | 71,7ug/ml | 102,8ug/ml| 77,1ug/ml
po 4 tnganaC SD:0,1e g/ n SD:03e g/ n SD:04e g/ n SD:16e g/ n SD:18e g/ n SD:1,1e g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
Anal idapé®lc z powynibstzneaj stiddmeelvigniilki pomi ar
wszystkich punktach czasowych majN zbli Uon
jednoznacznie stwierdzil, i U degradacja biag
wzor cprzez 4 tygodnie Mo Una jednakUez aw waplhyziybppdkdk u

przechowywanychw temperaturze-20ACz awar t o Sc i bi agek w czas
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ni eznaczndleatmneagloejtNeU zdecydowano o przechow

anal ogu AKR w temperaturze + 4 AC.

2.2.4. Oczyszczanip i aigneekt abol it - w anal ogu AKR

Mi eszanina reakcyjna bydga r ozdmkadumaiena 2z u
ze zgoUem typu Cl18 w temperaturze pokoj owe
acetonitrylu oraz 0,2 M roztworu siarczanu s
HsPQy),zm eszanych w nastfipuj Ncych proporcjach:

- faza A: 220 ml acetonitrylu + 1000 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3,

- faza B:500ml acetonitrylu 4500 ml roztworu siarczanu sodu o pH 2,3.

Analizy wykonywane bygy przy przewgwwee f az

gradientowym, zgodnie z programem zmabaln skga

Zastosowano detektor optyczny, c h r2bdmmanti o g r a m\
280nm.
Tab. 4. Parametry programu elucjgr adi ent owej do rozdzi agu S
poreakcyjnepot r awi eni u anal og-w insuliny.
CZAS [min] | FAZARUCHOMA A [%] | FAZA RUCHOMA B [%] TRYB ZMI ANY SKG
0 95 5 -
30 95 5 gradient liniowy (3631 min)
31 85 15 gradient Iinibw (3190 min)
90 76 24 gradient liniowy (90150
150 70 30 gradient liniowy (156180
180 60 40 gradient liniowy (186181
181 0 100 o
210 0 100 -

Na kolumnin podawano jednorazowo objnitoSi
bi agka. Po rozdzi al e n a kol umni e, frakcj e
zbierane, przy czym zbierano tylkeo b j At o S e przypadkekkic-jriy ch akt ual ny
abss bancji wskazywad wartoScippawy d§pogmS8ij éd
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co pozwalago ograniczyl zanUerggkhkamezanitee nz ke
wstfAipnie oczyszczone frakcje metabolmitd u byg
same | procedurZe bproasnten pforwakid jae st anowi gy r ozt

ruchomej do HPLC (roztw-r Ssiarczanu sodu 0

OczyszckaaNebhrdgo niestabilne w t wmzawome t wor z
powstoasvady bi agka, kt -rego ni earuidawaljwa $n yim pa
zasadowym pH, jasno sugl[é4)uj Nci epzrboicdeysaiarabgyr jeag a C

tego medium ndakie, w k't - baydaziej &tabibhéW tym celu ecydowano si i
zminimalizowanie z a w a r twoetdnitriylu w roztworach. Zamierzony cel uzyskano,

odpar owuj Ncocak.t loibiy$ otleygnanychf r akcj i w wir - wce |
Zewzgl Adu na emeysolbkh agek W zat i Uo byyzapobiec 0zt wo

wytr Nc avmichuned iam pddparwvowanN objAitoSli rozpuszcz
destyl owakNe podej Scie nie doprowadzi go | edn
odparowywania rozpuszz al ni k a, kt-re prowadzono w tempe
oczyszczone bi agka ul egagy stopni owe|j deg
chromatogramy z badania czystoSci frakcji ze
po etapch odparowywa ni a i r wp diNeZd8cezcayndioawa no wi ic o z.

wymi any medium w rozt Wwaumerki bzadkgol(RDm&).Sephad
Na wstninpnie pMHEIpJaukalbe qloumi ezelkanej pHPUG wa n o

preparatywnego frakcimet ab ol i t u, odrzucano przesNcz, p
0,01M HCI w porcjach po 1,5nl . Jako produkt zbierano drug
zawieraj NcN oBadanwane wWykgkoystaniem anal it

Ue wuzyski wankeo Gcooamew ozradw i neg/anjly pockUNd2anego bi a
czystoSci. Rozcie@®zano je do sthnlUenia ok. 1
bi aj&ahniHPIMC. PRPZykJadowy chromatogr am, przeds
wytwarzaniadesBB2Arg AKRor az spos-b integracji pri-kbkwvi pr :
zaprezentowano ndys.36. Pr zykgadowy chromatogr am, przeds
wytwarzania desB32Arg desB31lLys AKR oraz sp

czystoSci Z aRys.87zent owano na
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225 War unki przechomwetwama lai twzwranal og-w i nsul

Zastosowana procedura oczyszczania pozwal
singajoNxc%,j z9s4c howuj Nce stabilnoSi w roztworz
| od - wc &ilkapmi zeesziTak prgygotowane wzorce sto wi §y bezpoSredni
reali zacji n i e maplezemosvanych W kinieszej pracy.d a &

W przypadku wystNphnanwaozaepotwrzelowaniaah
ni 0O 0,01 M HCI | ub r oz bisar -we ow swg UspzriMideyh szij @
Od r o wdypniewskimwy t war zano takUe |l iofilizaty badar
moUmay pa zechowywal .Wceamr apltazrycgeot owani a | i of
met abolitu o stewdie doifialek liofilizagyjhyeH typrl@Rz po 2,5 ml
roztworu do kaUdenjo fniao Inkeit.a | Foiweeljk ip - Wysctea veih § o d :
celu zamroUenia ich zawanmszeadSdo komonPliofiliz&t@raimi nut .
ni ez wg@ o oxzynanedwuetapowy proces liofilizacl v pi er wszym et api e r
suszeni & @ggo warea , k2 Smb &m, et dmper at 8r WUCp - Gk ipo
18 godzinach suszeniapadzom o t emper aturn p- gki do 15 UC |
kol ejne 21 godzin. Qanelgmw iwyyn o2 a@s 3L9u sgzoedrzii an .
procesu prowadzono d@9wBs mbraire ip pd zoyi Smideamieg
26 UC. Po 6 godzinach ko&zono etap dosuszar
do <ci Sni eni aykadofiolki kotkami w komanze liofilizatoraa nast Apni e

N~

kapsl owano poza |iofilizatorem za pomocN rifc
23. Procedur a p podczadwytovarzamaimatabolitu desB31Arg SK3R

2.3.1. Trawienie enzymatyczne

W przypadku insuliny SK3R spodziewal si
enzymatycznego <cincia gaCGucha B karboksype
parametr-w trawienia udago sifn uzyskal ocze
W celujegowytworzeni a, przygotowywano r omgimvw@018Mnal ogt
HCI . Podobnie jak w przypadIOOIMAKIRnieszanowc j n r
stosunku 1:1 z 0,015 M NHCO;, jednak w tym przypadku, ze
przygotowanejmiesani ny, dodat kowo al kalizowano Srodo
( 1 8 na@Iml mieszaniny reakcyjnejp a | e | postnpowano anal ogi cz

pozyskiwanizostatecznegme t abol i t u AKR, thawi Nc biagko pr
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2.3.2. Analiza HPLC mieszaniny porea{nej

Do rutynowych analiz I nsuliny SK3R i ] a
wykorzystywano metad HP L C o pw sazizial 2.2.2 Na Rys. 38 zobrazowano

pr zykgadowy chr omat o @ik apnoduku pkrozdeedosmvyavarzaaiqa N c y
desB31Arg SK3R

o
—
?

0.14+

Absorbancja

0.12+

0.10

0.08+

desB31Arg SK3R

0.06+

0.04

0.024

0.00

T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Czas [min]

Rys. 38. Chromatogramy insuliny SK3R (linismiebieskd oraz ostatecznego produktu jej

enzymatycznego cincia z uUyciem kaboksyjq

czarna.
W badaniach zawartoSci, st i Uewyinaczasmab st an c
podstawie Junkb w e | krzywe|j kali bracyjnej z uUOyci

certyfikowanej w ramach prac bieUNcych w Ins

roboczego. Standard ten wykorzystywano do a
Podobnie jak wpr zypadku AKR, przeprowadzono t eU
wykorzystania doszacowaniaz awar t o Sc i substancj i aktywne]j

Zbadanow tym celuws p - § ¢ z y n n iakaloga I&8R argz naturalnego hormonu
(Tab.5).
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Tab.5. Wy ni ki b a d a rabsarpcpinsufiny lgdzkieyi jejramalogu SK3R.

PROCENTOWY MOLOWY
y $REDNI AWSPEGCZYN WSPEGCZYN
SUBSTANCJA KOD ST Nt E N| ABSORBANCJA Mw
ABSORBANCJA ABSORPCJI ey ABSORPCJI eno
BADANA ROZTWORU [mg/ml] (214nm) [a/mol]
(214nm) [ 1'4ergy ML cHh
(C=1mg/ml) (C=1mg/ml)
R1 0,04918 0,985 0,984
0,982
©
X 0,784
_§ R> 0,03934 0.782 0,783
= 0,591
7} 0,393
C )
£ R4 0,01967 0.397 0,395
0,190
Rs 0,00984 0.191 0,191
R1 0,04963 0,970 0,970
0,970
0,775
N R 0,0397 0.772 0,774
) 0,589 19,48 |6065 118,110
v ’ ’
&5 Rs3 0,0297 0.588 0,589
10,390
R4 0,0198 0.391 0,391
0,196
Rs 0,00993 0.194 0,195

Anal i ’wwpN&i zbagpdae®ent owane wstivabeldi onpoo,w)
wWs p - §c zy nn indulinyalidskiejrigmaiogii SK3Rmg N b a b H & wa md, w S
zwi Nzku z czym moUliwe jest wykorzystanie i

analogi SK3R oraz jego metabolitu desB31Arg SK3R.

233. StabilnoSi mieszaniny poreakcyjnej

W celu sprawdzenia, czy uzyskametabolitni e ul e ga wmoatwdkzg§ a d o wi
mi eszaniny poreakcyjnej, przeprowadzono b
przygotowanego roztwar wzorca desB31Arg SK3R P o st napatogicanieojak w
przypadkubadanias t a b i niieszarngporeakcyjnej AKR  wy k o rmaeytsa durj Nca d an'i
czystoSci i z RRHPLQ w BieszanirtieeporbakcyjiejNz trawienia SK3R.
Jakowzorc wdo krzywej kaibracyjnej u Uy moztwor wi nsul i ny SK3R o0 st

50¢eg/ml, 1 6/®l i ¥50eg/ml. W analiziewykonarejbezpoSredni o po pr z
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mieszaniny reakcyjnej zy s kano

bi a g k miasyaaity
- SK3R:101,6eg/ml (SD: 0,3sg/ml; n=2)
- desB31Arg SK3R77,0eg/ml (SD: 0,4eg/ml; n=2)
Wyniki uzyskane w analizach prowadzonych po 1, 2, 3 i 4 tygodniach od przygotowania

mieszaniny zagzentowano Wab. 6.

past NpkpWNeestnUeni a

ISK3Rt kot er mi

poszcz

n

Tab.6. Wyni ki badania stabilnoSci
SK3R desB31Arg SK3R SK3R desB31Arg SK3R
PUNKT CZASOWY
4 AcC 20 AcC
102,3ug/ml 77,4ug/ml 99,5ug/ml 75,0ug/ml
po 1 tygodniu SD:1,7¢ g/ ml| SD:15¢ g/ m| SD:0le g/ ml| SD:0le g/ ml
n=2 n=2 n=2 n=2
100,3 ug/ml 75,7 ug/mi 97,4 ug/ml 73,4 ug/mi
po 2 tnganaCh SD:1,5¢ g/ ml SD:1,1le g/ m SD:0,7¢ g/ ml SD:0,4e g/ ml
n=2 n=2 n=2 n=2
98,9 ug/ml 74,6 ug/mi 96,6 ug/ml 73,2 ug/ml
po 3 tnganaCh SD:1,4e g/ ml| SD:1,1le g/ m SD:0,5¢e g/ ml SD: 0,4 g/ ml
n=2 n=2 n=2 n=2
100,2 ug/ml | 75,7 ug/mi 96,8 ug/ml 72,9 ug/mi
po 4 tnganaCh SD:1,4e g/ ml| SD:1,0e g/ m SD:1,1e g/ ml SD:0,9¢ g/ ml
n=2 n=2 n=2 n=2
AnalizujNc wyniki pomiar-w,zaehsamwo walip,ow

upgywem

czasu

zawartoSi

nieandczaniencalaji ab/ przypdakis B3 1 Ar

roztworu przechowywanegwe temperaturze 2 0 . Bo@obnie jak w przypadku roztworu

wzorcowego

metaboliti analoguSK3Rw temperaturze 4 A C.

2.3.4. Oczyszczanib i

aidgnietabolitu analogu SK3R

Mieszanina reakcyjnaz trawienia analogu SK3Rb y ¢ a

preparatywnegél P L C
opi s anwrozdZiake?.2i4 Padobhié jak yv praysagu
roztwory -3kngEawmd wep odddlwiaereaijoN

met ody k N
AKR,

desB31Arg

zawartoSci

uzyskiwano
SK3R.
bi agka.

na

k ol

umni e

Rozci

Z e

eE zano

met abol, iztdewy dowamno nyo AKRechowyw

rozdzi el ana Z
zgoUem typu C18 w
met abol it

] e

Przykgadowy
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wytwarzania metabolitu SK3R o0oraz spos:-b ini

zaprezentowano rfays. 39.

0.010

0.00

Absorbancja

0.008

0.007

0.006-

desB31Arg SK3R - 43.539

0.005

0.004
0.003

0.002-

0.001

0.000] (U

0.0+ 77—
0.00 10.00 2000 3000 40.00 50.00 60.00 70.00  80.00  90.00
Czas [min]

Rys.39. Przykgadowpr ¢ bkoma metapeitnsujiniNSK8Rpo procesie
oczyszczanid zawart oS 1 okmaPp%) , czystoSi

24. Procedur a ppodczaswytovarzamaimatabolit- wglarginy

2.4.1. Trawienie enzymatyczne

Jakomat eri ag referencyjny w badaniach met ab.
postanowiono wykorzystal metabolity insuliny
stanowienief r apl@t encj al nych skut k tego analbgpWzoroeytycth st o' s
dw:- ch subsijednakecij ¢ bylgko bardzo sgabo dostnpne
kosztowne(naSwi ebcyitdg | ko j eden komercyjny dBLEt awca

Phar maceuti cal Standards Ltd., d yba@adEtar z avk u g
kanadyjskich. Wzorce przygotowywaab y §y t ak Ue na konkretne zanm
dostnpne do bada® od rnki. Postanowiono wiinfc
zakresi e, po c z ytme cshknmreorgd jiia | i @ o washardavdyr z ani
metabolit-w zar-wno firmom farmaceutycznym
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temat ykN analog-w insuliny, jak r-wnieU | abc
sporcie. Na podstawie prac przeprowadzonych prZe# Sonken[65] [66], anal i zuj Nc
jakoSciowo i iloSciowo zawartoSi metabolit -
wy k r ystesoWaniedopings opartego na przyjmowaniu tegmalogi insuliny (stosowa

bez wskaza® medycznych, zwi ikszaj Nc pob-r (
organizmu na Wwysi §egk yzybkint metabwliznzemv dsackyu lkzy Jjoe
niemoUl iwe do os¢NNai @czlai jakmazdiyacwransvich |
badaniach.

Ze wzglndupmae kszzytbkeani e produktu poSr e
metabolit ostateczny, opracowanie procedury trawienia tego analggg§ o j edna.k do Si
Sama modyfi kacja proporcji il oSci trawioneg
prowadzenia reakcj.i ni e pozwol i gy na uzysk
zastosowanie procedury wz g | i d addatkowben®jd y f i kacj frea&ji wd owi s k
stosunku do proceduo ma wi anych w2216 28%Zd ;azjvaclhi o na wy
pozyskiwanie desB32Arg glarginy. P@ j n rozt wor st &l anyinigw
0,01M HCI mieszano w stosunku 1:104 M NH4HCGQOg, po czymdodawanad 0zt w- r e n zyn
o sniud25 U/m| w proporcjil0 O roztworu enzymu na 1 ml
Reakcjn enzymatyczn epgzez6hwtemperaturze okojowep Rad Xk c N @
ko@czy §gloth mrvartikevkas u t r - j f wpmoparciécOo tOd w engao ity ml  mi
reakcyjnej. Zastosowane parametry trawienia
kt - rej ok. 10% st anowi §-ametabolg desBB2Ang glaxgna,agkl ar g i
50 %- metabolit desB32Arg desB31Arg glargina.

2.4.2. Analiza HPLC mieszany poreakcyjnej

Do rutynowych analiz insuliny glarginy i
HPLC opi s a mokdziale 2.212 Na Rys. 40 zaprezentowano chromatogram
przedstawi aj Ncy miesmwaniinij ego r(doa kyapgani?Nt - gd a
met abolitu) pdérzgdnwyergoFnie widoczne piki 0 d
glarginie, desB2Arg glarginie oraz desB#rgdesB3Arg glarginie. P zy k gadowy
chromatogram mieszaniny poreakcyjnej (uzyskany w takisamych warunkach
chromatograficznych jak w przypadku chromatogramu zaprezentowaneBysnd0), na
kt -rym wyra¥fnie widal, dlearmgdia oesacmaaw pr a
metabol it ko owWwysdpr zedstawi ono na
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Rys.40. Chromatogramy insulinglarginy (niebiesk) oraz mieszaniny analogu macierzystego
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Rys.41. Chromatogramy insuliny glarginyiebiesk) oraz mieszaniny analogu macierzystego

orazk o Ec opralgkij ego enzymatycznego cifAcia z |

B (czarny).
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W badani achyl maawamtyoScij e] metabol it -w w 1
wykorzystywano substancjn aktywnN gl arginy
odniesienia (CRS), certyfikowanN przez pro

podstawowego.

243. Stbi |l noSI mieszaniny poreakcyjnej

Wzorce metabolit-w AKR i SK3R bygy wytwar
zwi Nzku z czym nie bygdo potrzeby przechowy
oczyszczeni em d{gu 0\ przypadkdglargimakamergjalizaware sdwidN ¢ .
technol ogi e wytwar zaniipa ememsabao |diott-yw zg/lgaar gw ynt)
oczyszczonych,drugabi agek w roztworze mieszaniny por e:

podej Sci el eppizenjo ! d g p a wadytuta ido af eekitviia E poszczeg:

kliemt pwanowanych pr.aMegzanina poreakcyjrea,snieacsyszozand;
mogga byl of erowana w znacznie niUsze|j ceni
zZlecenia wytworzenia i certyfikacji standau  ( t o Usyaano®B$ 1, ,). W pazypadku o S
sprzedaUy w tej formie, naleUago miel jednak

przez czasd guUszy nieU ol attyegoddamaerdi u stabil noSci
postanovonoz r ezygnowal z toev@@opdunlkvt wapn minarwy kon al
tygodniach przechowywania.

W badaniu stabilnoSci mi eszaniny poreakcy
w przypadku bada® lezNs k@gveclst@amano@- Woszcz
bi agk miesgaoiimwvz or wy wosi gy odpowiedni o:
glargina:114,5eg/ml (SD: 07 eg/ml; n=2)
desB32Arg glarginab0,5¢g/ml (SD: 07 eg/ml; n=2)
desB32Arg desB31Arg glarginfl,0eg/ml (SD:1,4eg/ml; n=2)

Wyniki uzyskane w analizach prowadzonych po 1, 2, 30i tygodniach od

przygotowania rieszaniny zaprezentowamnab 7.
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Tab.7.Wy ni ki badania stabilnoSci kr-tkoter mi now
desB32Arg desB32Arg desB32Arg desB32Arg
GLARGINA GLARGINA desB31Arg GLARGINA GLARGINA desB31Arg
PUNKT CZASOWY GLARGINA GLARGINA
4 AC 20 AcC
104,5ug/ml| 51,5ug/ml | 86,0 ug/ml | 102,0ug/ml| 50,5ug/ml | 85,0 ug/ml
po 1 tygodniu | sp.216 g/  SD:07¢ g/ f SD:145 g/ o SD:1.4¢ éml, | SD:07¢ g/ | SD:0,0¢ g/ o
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
106,5ug/ml| 53,5ug/ml | 88,5ug/ml | 103,5ug/ml| 52,0 ug/ml | 86,5 ug/ml
po 2 tygodnlacl“ SD:2,1e g/ n SD:07e g/ n SD:2,1¢e g/ n SD:0,7¢ g/ n SD:00e g/ n SD:0,7¢ g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
103,5ug/ml| 52,0ug/ml | 84,0 ug/ml | 103,5ug/ml| 52,0ug/ml | 84,0 ug/ml
po 3 tnganaCI" SD:0,7¢ g/ n SD:0pe g/ n SD:0,0e g/ n SD:0,7¢ g/ n SD:00e g/ n SD:0,0e g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
po 10 105,5ug/ml| 55,0ug/ml | 84,5ug/ml | 108,0ug/ml| 55,0 ug/ml | 83,5 ug/ml
tygodniach SD:O,7_£ g/ n SD: OD_s g/ n SD:O,7_s g/ n SD:O,(iS g/ n SD: Q(is g/ n SD:0,7_s g/ n
n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
AnalizujNc powyUsze wyniKki moUna st wier
metabolit-w w roztworach wzorc-w sN zbl Uone
stabilnoSci Temperatura przechowywania ni e

wyniki, nie zaobserwowann mi a n

mi ago

t o

postnpowani a

iwzorceme t a

bol it

z

mi ej sce

W

-w gl arginy

2.4.4. Oczyszczanib i aigneekt ab ol i t
Mi eszanina reakcyjna
ze zdgoUem typu C18

anal &KRiBK3R Pooczyszczaniu otrzymywamoo zt wo r y
ppO&MNdan agek,
pr z e deprodulyik @ jEemywarzania metabokit w

3 mg ml

Pr z y k @cardnategram,

glarginyor a z

spos -

naRys.42i Rys.43.

b integracji

przypadku

by ga

me t

przechowywal
-w gl arginy

rozdzi

w temperatur ze
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Absorbancja
A0 NAO
U1y

(=)
Q
(=)
7
desB3ZArg glargina - 19.584

L
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00
o Czas [min]

Rys.42 Pr zykgadowy p@mrhrmknat o anet@elitdasB32Argglarginy po

procesie oczyszczanfaz awar t oSl 1 okm3yB%) , czystoSl|
@ 0.010 45 =
o - ap —
g ] P 0
£ 0.00e @ o
2 ] o
= c
< 0.008- 5
1 T
0.007- o
] o
- —
] T
0.006] - -
: 2| E
0.005 < i
] - o
0.004- <
- M)
] 0
0.003 @
] =]
0.002
0.001
0.000 .
e N T T e T T T T T T T e T T T T e T A R Wit o, SATEE
0.00 10.00  20.00 30.00  40.00 50.00 60.00 70.00  80.00 90.00

Czas [min]

Rys.43. Pr z y k gchrdnoategranp r - b K i z anetabelirdasB32Arg desB31Arg

glarginypo procesie oczyszczarfaz awar t o Si 1 oknd,1%hnl , czyst o
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Badani a stabilnoSci z wykorzystaniem t e
szczeg-gowN analizn tempa i kmetabk!|wtdagi ad
wykorzystane w niniejszej pracy do analizy
Zzsymul owani a ef ekt u gosemamowge prieeghowywanier zoazstiweo r d gvu
wzorc-w, wykorzystano techni kj{DS®). BadaniacDS® e | k a
pozwal aj N zaobser wowal podadiagrag&jw roziwarzeloa d o
danym skgadzie, czy zachodzenia innych, nieo
temperatura przemiany wzhadanhiabi D8GSit pmamrkia

w czasie przechowywania.

3. Analiza stabilama$oig-weri miscwzma@jy oraz ich w

w roztworach wzorc- -w

W zwi Nzku z tym, Ue wytwarzanie metabol
kosztowne,ui d ni one byJjoby przygotowywanie SwieUyc
badania. Niezwykle waUne bygo winc, by tak d
WzZOorc-w, by zminimalizowal rTechnikk o - Uncihc o die pr
kalorymetrii skaningowej (DSCy o st aga wykorzystana do okr eS|
analog-w insulinyw ®rood awiys pu oG,a@lz oM oHCIl , wy
do przechowywania wytworzonych wzorc-w do
badaniach. DSG e s t obecnie jednN z najpopul arniejs
pozwal az&t¢tkeaddz Nce w gndotermiczee ilegrateanmicene przemiany
fizyczne i chemiczne w funkcji czasu i temperatury w kontrolowanej atmosfegznikata
jestsgeroko stosowana do charakteryzacji wgaSci
ni eorgani cznych, wwamachopracovawabi@ ovg cha d a & w. Por
uUyciem DSC sN juU w naukach farmaceutyczn
przesiewowych na etapi@ptymalizacijis k gadu f or mul acji farmaceuty
bada@ <gitsaubbisltram®ji aktywnych w trakcie przec
wysthpowal w roztworze w formie nawywsejychf o
rznd- w) |l ub zdenaturowanej (forma rozwinint
fazowej zwi Nemamnejednepr zfegrSmy w drugN, moUe
stabilnoSci badanego bi agXxvkomystaneztéechmkiDECc h o r
moUl i wy | enwlpi (petiini pmr ocesu rozwijani a erez Nst ec
zmiary poj emno Sci ciepl nej ( pCp) , kt -ra wynika

Imwy Usza temperatura obser wo wa e ®niczpie stabilmi any t
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j est biagko w wybranej] formul acj i farmaceut
przemian fazowych w obrnbie niskich temper a
alternatywnego sposobu przechbwywanwa wyt wor
Opracowanav ramach niniejszejpracye t ody ka pomi ar-w DSC, zop
kNtem parametr-w skanowania do zastosowani e
podobnych, oppaktycamego zastogosvan@m we wspomnianych badaniach
przesevowy ch skgadu formulacji, moUe byl z powo
rozszerzonych bada®@ wgabepiwaWiiNztaemyae ht wp @ nhail

w r-Unych Srodowi skach, czy w badamomiclhejpr c
przeds awi ono wyni ki analiz zrealizowanych dl a
por - wnania, insuliny i analog-w w takich sarm
0,01M HCI)

3.1. Metodabadani a stabilnoSci termicznejolhita gwe k

3.1.1. Substancje aktywne:

insulina SK3R substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desIBBPLArg SK3R (G

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desl@®B2Arg AKR (G

- metabolit desB32A#daP)desB31Lys AKR (G

- insulina glargina, certylk owany mat e r iFarrakoped Buropegskieg ni a
(nrkat.: YO001544; EDQM

- metabolit desBIBW®PArg gl argina (G

- metabolit desB32ArgCh®)esB31Arg gl argina

- insulina ludzka certyfi kowany HRaraakepeiiEargpejskig ni e s i

(nrkat.: 10310000; EDQM

31.2. Odczvynni ki*: i materiagy

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur)
*dane szczeg-§gowe dotyczNce stosowanych odczynni
sy st e muw ZespdtediBatizy Chemicinel@hP
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3.1.3. Aparatura:

- mi krokal orymetr r - Uni c-OCapifary D$Co Maltern Mi c r
Panalytical)

- pipetaaut omatyczna jednokanagowa, 0,5 0
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific),

(@]}
=

- pipetaaut omatyczna jednokanagowa, 10
(nrkat.: 4641070, Therm&cientific),

- pipeta automatycznaj e d n o k a h0& § Ad00& Q| model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific)

- waga analitycznamodel: ME 215RKnr kat.: 98648008-84, Sartorius)

314, Procedura postnpowani a

Pomi ary wykonywane bygy z uUyciem mikroka
w termostatowany autosampl er. Rdze®& termiczn
zbudowany byg z dwach umétslzecwpalyckamwi ter mos
izolacyjnym-j ed n e j dedykowanej dl a pr - bki badanej ,
Zastosowanie takiego podejScia umoUliwi go
materiag-w w por - 8@ Wirakae pamiakulutezgmywanarjegt ppdnBkowa
temperatura kapilar. Gdy w czasie podgrzewania obydwu kapilarazpr ogr amowan
s z y b kpoz§rasiu témperatuny pr zestrzeni pr-bki badanej z.
pomi ndzy kapil arNN pporj-abwkiia as i me fgerraednicejn t term
automatyczny minimali zowany ©przez ukgad Pel
Zzr -wnhania temperatur pntli przeksztagcana | e

W trakcie pomiaru pr - bk amatyardeadomdpowregniejo wa d z a
cel i pomi arowej, taka sama objntoSi rozpuszc
do <celi referencyjnej. Roztwory kondycjonow
temperaturze poczNtkowe|] 6RamAC)Y b koS cohdY h r e |
zakresie temperatur 2610 HRdszczeg- | ne p un K rejgstroypaneini ar o we
uSredwl6seé&und (producent mikrokal orymentu za
z zastosowaniem okres-w odzbva® izd owy2gaNjcezkopn, ypr
trybem sprzin{«kmimpenwrmcfjaedemperatury mindzy
na drodze przewodzenia i konwekcji, bez dodatkowego wzmacnianiapl a ka Ude g o
rozt worekbva danyych analizn wyikcb.nywano w 3 powt
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Badana st abilnoSci termicznej bwylkNocreg § asmm zkaosro:

Si eci Badawc zRPRTGuUuRa@lss kiwega OSrodku Rozwoju

32. Analiza por-wnawcza stabilnoSci termodynan
iichwybr anych metabolit-w w roztworach w 0, 01
Analizuj Nc wyni ki przeprowadwymsy @lp o waand aa

zasadniczych r-Unic w andlizwanychhsabStantji wirogtwarachd y n a n
w 0,01 M HCI Termogramy badanych substancjiniemal e al ni e pokrywagy si i
pr-by. Na wykresach por - wnawc zrysunkachmp §prezent
prawda zauwaUOyl nieznaczne r-Unice w Kkszta;
(moUliwa przemiana teirenmm@& zkraz yswyeh opwanya dAk.ag
desB31Arg SK3R ok. 105 AC), jednak biorNc
wi el koSci obserwowano pomi ndzy niezal eUny mi
obserwowane zmiany sN zbytcjmadteer rhoygmamu ,d ork®
i 0 nie ma podstaw do wnioskowania ani o0 wyst
substancjami ani o zachodzeniu przemian termicznych w roztworach o zaproponowanym
skgadzi e. Rezul taty anal iaRys.4pdarinswiny AKRd Bje | zap
met abol i tRysM5daringutiny S8KB8R i jej metabolitu.

0

-0,05

Cp [mcal/C]

mo Ul |
przemiana

termiczna

-0,1

-0,15

-0,2

-0,25

-0,3

-0,35

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

TemperaturaC]

0,01 M HC|] = AKR insulina ludzka

desB32Arg AKR desB32Arg desB31Lys AKR

Rys. 44. Analiza stabilnoSci termicznej roztwor
metabolit-w w 0,01 M HCWwpbeer mogpamycpgnalk
i 0,01 M HCI.
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S 0,05 mo Ul i wa
£ przemiana
S o1 termicznai

-0,15
-0,2
-0,25

-0,3 /

-0,35

0,4
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperatura4C]
—0,01l M HC| ——SK3R desB31Arg SK3R insulina ludzka
Rys. 45. Analiza stabilnoSci termicznej roztwor
metabolitu w 0,01 M HCI; termogramy pr-b
i 0,01 M HCI.
Niestety ze wzgl ndu na magN |iczbin doniesieCEE
termicznej i nsuliny i j ej anal og- w trsdnoSr odo v

odnicedi wy nuzyskinanych przez innych badaczfPodobnie jakw p owy Ue j
zaprezentowanych badanh, w badaniach Todinove[67] t a k Ue uzyskano st
Apgaski o profil termiczny insuliny rozpuszcz
pH (ale z dodatkijjnedmlatr i wentydaipawsimi grzne
bi agkmachodz Nc N wprtzyym oSkr Widmisi dédokSiiych domiesi€E

literaturoychna t emat stabilnoSci termicznejy roztw
jednakbada@® zwi Nzanych z optymal i zask ®Nadf otrankil
roztwor-w wchodzN dodatkowe skgadni ki (taki e

zadaniem jest stworzenie optymalnych warunk -
(insulina wolniej degraduj e wantiraakpeedekcjid ju g ot
farmaceutyczneyvy s t nnvpfarmiesheksameru, a nie monomendj.badaniach Huus edl.

[6Blanal i zowano wpgy wrzebiegi @ad mogoamwwr unsal iny i
obecnoSi jon-w cynku wpgdgywa znaczNco na temp

pojemnoSci e we pylestmjozpaddmt heksameru do monoméda.Rys. 46
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Zzaprezentowano dla por - -wnania wyniKki uzyski

formul acj i farmaceutycznej O zoptymali zowany
chlorek sodu oraz jon cynku i fenol ), zapewniaj Ncym sy
heksametr -w. Wyra¥nie widoczna jest przemian
83 AC, przy czym wielkoSi zmiany pojemnoSci

zal e Ngadul[6[@.0r u

— 0,2
¢
S
g 01
8 T
0 /-/
-0,1
-0,2
-0,3
0,4
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TemperaturaC]
—placebo formulacja insuliny ludzkiej
Rys. 46. Analiza stabilnoSci termi cznej roztwor
farmaceutycznej ; termogr amyl mpirk d tazmry-kbo n an
Mlaceba.
Zdol noSi do tworzenia struktur ol igomery
produkcij i |l ek - w, gdyU wpgywa korzystnie na

przechowywania W przypadku wytwarzanych przeze mniewz or ¢ - w b ome tt - w,

przechowywanych jedynie kr-tkoterminowo I A
warunkach symuluj Ncych Sr odwagiwgware spekjangch k i n ¢
formul acj i f ar mac efaworyzowarey cthy, gow y k tt wmw e ni e

oligomerycznychmijag e i I z. Pcpelwezeg r ecept or em odadnei aguj e
heksamer biagka i w badani achs zwgzaeSgc-ilwwoiSec i z abd
taki e war unpkoiws twodkeracwy ohc - w st rukt urpyaddglyi gon
sizh powrotem dBomdnogiee,; wpr owyttyw osrkzgoandy crho zbti waoj

na celu zminimalizowanie |iczby czynnik: - w,
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Uywych kom-rek i tymwsaamy wywpndijoxdiéedohjaieru zy s k i
z podstawowych dodatk-w do formulacji, sprzy
dawkach jest toksyczny dla kom-rek

W zwi Nzku z decyzjN o zastosowaniu 0, 01 N

WZOr c - w, rozszerzone badania stabilnoSci terr
w roztworach z r-0Unymi dodat kami nie bygdgy w)
decyzji o rozszerzeniu bada® nad kt -rymS z

gdyby w wyni ku analizy dzi aganikandybtatemm Ina dek)c z ne g
opracowanametodd adani a stabilnoSci ter modymalne clzynie
wdr oUdoa bada® przesi ewowych W opr agegowy wani
formulacji farmaceutycznej.

Po opracowaniu technol oagniail ovgy twwaiknzsauili i anyimei
warunk-w i ch pnrazl eecChaogwoy wa kv @ S1 i k onstproosl -ib jraukt

wyt wor z ony cW mezddpracowania prostych, tanichviysokoprzepustowych

met od do identyfikacj i, zwwykevzystanieam yagatatury met a b
laboratoryjnejd o st i p-#CaR.J axk oG al t er nat y witTO& W badaniach h ni k i
toUsamoSci Zaproponowano met odn t wazemkoe ni a

wykorzystywanN w tego typu analizach biag

wytycznych Farmakopei.

4. Mapypeptydoweanal og-w i nsul iny i ich wybranych

Wyznaczeniema sy bi adka z uUycjieesmt sjpeedkntNt ommep o d s
technikpotwierdan i a t o Us a mo/MASrcd |l isay sz amyck ar. zyjsdnakni em t
stosunkwodr ogi e i o ile sN bardzozwogpwgmpe magaN
zastosowanie w rutydewggdowkamor sifi yrakdoaSE D z s :
struktury metabolit-w o metodn mapowania pe¢e

farmakopealny Azgoty standardo do potwierdze

substancji aktywnej i nsul i ny[70]. Wg vespomrsakep me r C |
metodzi e, zaoczader mrjiuitFajr makopei , inglmylydzkiejNc e g o
[71], wykorzystuje sin zdolnoSI do selektywne:

przypadku protesy V8. Proteaza Véhy dr ol i zuj e jedyni e-kwi@daani a
kwasu glutaminowego (Glu) i kwasu asparaginowego (Asp). W przypadku badanych w ramach
niniejszej proteazays trawjiaNEyolkpeptydovew zaledwie 4 miejscach,

dzi ezZIN\6ct ecczkn na 4 cha(gskiNerystyczne fragmen:

99



v
1G Gly Insulina ludzka
|
2|
|
2V Val
4E Glu "
& i
Gln-Cyls-Cys—Thr -Ser - -Cifs—Ser- =Tyr=GIn- = Glu—=Asn = Tyr=Cys—Asn ’
e ¢ SN\J § 4§ & 5 & 8 & S|NSIEE
His— -Cys —=Gly—-Ser —His— -Val-Glu —-Ala- - Tyr— - Val-Cys
r— H L \’y G Y S H' L Vv E A L ¥ L \' Cy _]
4Q GIn 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 Gly G2
| E I
aN Asn Glu E21
| j— | !
2V \llal Arg Rz
1
1F Phe Gly Gz
I Thr=Ly< =Pro ~Thr = Tyr-Phe~Phe —
eTo :0 2;; 217 2vc 25 ; 1]
Rys.47.Schemat trawienia enzymat yP¥V&inpewstawanien s ul i n

charakterystycznych fragment - -w |, I [ 1]

Analiza <czas-w retencj.i poszczeg:-|lnych f
WzZor cowe|j daje wiedzn o tym, w kt-rych fra
r - UnincddepymibbladanN a wzorcem. W przypadku bad
anal arnguinyst aje sin o wiele bardziej uUOyteczi
wzorc-w (insuliny Jludzkie]j [ anal ogu maci e
informacjiza - wno o0 sekwencji metabol i tu, |Jak i Cz
Opracowano zatem metodn mapowani a peptyd:-w
zastosowania w rutynowych badaniach toUsamoS

wytwarzanych wzar - w .

4.1. Metodabadani a toUsamoSci metabolit-w anal og-
peptyd-w

4.1.1. Substancje aktywne:

- insulina SK3R substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desIBBP)IArg SK3R (G

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolitd e s B3 2 Ar gIChR)IKR ( G

- metabolit desB32A#dahP)desB31Lys AKR (G
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insulina | udzka, certyfi kowany materi a
(nrkat.: 10310000; EDQM).

412. Odczynni ki* i materiagy

*dane

proteaza V8rfr kat.: TA2441204, Thermo Scientifjc

kwassolny (nr kat.: 115752837, Chempur)

siarczan amonunf kat.: 1.01217.1000Jerck),

kwas siarkowy 1fr kat.: 575000115, Avantpr

amoniak fr akt.: 134963118, Avantpr

wodorotlenek sodu (nr kat.: 1.06498.0500, Merck)

kwas N-[2-hydroksyetylo]piperazynd §2-etanosulfonowy] (HEPES)n( kat.:
H7523,SigmaAldrich),

acetonitryl (nikat.: 3485%2.5L, SigmaAldrich),

kol umna chromatogr af Spherisod3nmed,6xHOmde m t yp
analitycznar kat.:PSS83954,/\Waters)

szczeg- gowe dotyczNce stosowanych odczynni

wewnftrznego ws yZsetsepnou ej aAknoaSIGiRy Chemi cznej G

4.1.3. Aparatura:

wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem-\JS, analityczny

(Alliance 2695 +Alliance 2489, Waters)

inkubator z wytrzNsani em, kamb38%000.011T her mo
Eppendorf),

pH-metr, model MP 23({nr kat.:Z311332, Mettler Toledo)

pipeta aut omatyczna jednokanagowa, 0,5 o]
(nrkat.:4641020, Thermo Scientific),

pipetaaut omatyczna jednokanagowa, 10 0 1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific),

pipetaaut omat yczna jGkddokamagoWa,, maodel : f

(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific),
waga analityczna, model: ME 215P kat.: 98648008-84, Sartorius).
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414. Procedura postnpowani a

414.1. Przygotowani eh pr-bek badanyc

Przed analizNr rprzztwgo ty debmawsmie:obufon HEPES
opH7 , 5 (24 mg/ ml , doprowadzony do pukbru7, 5 z.
siarczanowgoopH2 , 0 (zmi eszane r-wne objAtoSci 2 M r
i 0,5 M kwasu siarkowego) . Do zamyklanehbadaoe
w 0,01 M HCimgbmstndledawaBo 0,5 ml buforu HEPI
proteazy V8 o stnUeniu 1 mg/ ml, rozpuszczon
inkubowano w temperaturze 2 gatrzym@wanpr e @k c j @ g
enzymatycznN dodaj Nc 0,725 ml buforu siarcza
samym <czasi e, w tych samych warunkach [ p
sporzNdzano roztw-r por -wnawczy insuliny | u

0,00M HCI zamiast roztworu biagka).
4142 Analiza HPLC produkt -w trawienia proteaz

Pr-bki wuzyskane podc z asvwkorzysanienehromaograin al i z o

cieczcovego Wat er s, @gy W aetektbrooptycznyo r a z termostat owan:
kolumny iaut omat yczny podaj ni k pr - bek. Wszyst ki e
djgugoSci fali 214 nm i szybkoSci przepgywu

reakcyjnych rozdzielane na kol umni ebadane,r most a

doczasuwwprovad zeni a do p ptriziecmaswtywaynlo wejg,y w chg

komorze podajnika. Fazami ruchomy mi bygy mie

pH 2,0 i wody zmieszanych w nastinpuj Ncych pr
- faza A: 100 ml acetonitrylu + 200 ml butosiarczanowego o pH 2,0 700 ml wody,

- faza B:400 ml acetonitrylu + 200 ml buforu siarczanowego o pH 20Diml| wody.

Anal i zy wykonywane bygy zgodni e z progr ar
zaprezentowanym Wab. 8 War t o Sc i udziagu procentowego f
izokratycznym etapie analizy, podl egagdgy drc
parametr - w amdtocdbwaahoazw analizie poszczeg- |

r-Une powinowactwo w stosunku do zgoUa kolu

uni knincie ryzyka elucji kl uczowych skgadni Kk
w kt-rychi ks btaz®dtwe] i sprawi agby trudnoSci w
powodowad bgndy oszacowania ich powierzchni
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Tab.8. Parametry programu elucji gradientowej ¢

CZAS [min] | FAZARUCHOMAA [%] | FAZARUCHOMA B[%] | TRYB ZMI ANY SKGA
0 90 10 gradient liniowy (660 min)
60 30 70 gradient liniowy (6665 min)
65 0 100 gradient Iinibwyl (6570 min)
70 0 100 gradient liniowy (7671 min)
71 90 10 -
85 90 10 -

42. Anal i za por  -papwgadawynalp AKR, | ej met abol it

l nsulina AKR r-Uni sifn od insuliny ludzk
al anina) i 1l (dodatkowa | izyna i arginina)
nal eUy spodziuewaill Lizlas pwzaeetencj i odpowi ac

desB32Arg AKR, podobnie jak w przypadku c¢cz

r-Unice we fragmentach || i 1 W stosunku
r-Unica pomi ndzZy aganena miw rldtl e meejtiabol i tu i i
pomi ndzy AKR a insulinN (w metabolicie mamy
ga@® uchu B ni U wioi n2s uliifnciegj, nw Uanwaliongsuu |l i ni e)
ostatecznego fragment | (I I IV sN takie same jak w i

wydguUonego fragment u g a &Ec u cchzaN's A g ¢ zzc e d oddeast Bk

desB31Arg AKR.

Wy ni ki uzyskane w badani ach ma p peptydc
zaprezentowano nRys. 48 0 Rys. 50. Zgodnie z przewidywaniami, dla wszystkich trzech
substancji badanych fragmenty | i |1V pokrywa
ludzki ej . Fragment 1 ah wetemchp, jco jest zgodnewy Us z y

przewidywaniami (dodatkowy aminokwasi e pol arny wydguUyg§ retenc
kolumnie chromatograficznej). W przypadku f
ami nokwas-w z&odEt@awybcdha gk aGxMrBoksypggmuy e my
polipeptydu t oUs amy z anal ogicznym fragmenti

oczekiwani ami . ObecnoSi pol arnej l'izyny w p
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czasu retencji piku fragmentll w desBRArg AKR, dodatkowapoar na ar gi ni na w

AKR powoduj e przesunincie piku ku jeszcze ni

0,24
e
[1+]
o
Q
3 = —
0,18 g E
/’r \\ “"“I'l
\ ¥
\
0,12 q
0,06 .
5
: u
'-:r::: J
0,001 Uu\ N
00 T 00 T 00 T T 300 T T T a00

Czas [min]

Rys. 48. Chromatogranmapy peptydowej insuliny AKR (zielony) na tle mapy peptydowej
insuliny ludzkiej (czarny).
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0,06
=
0’00,_wk UL\L ~
0,0 10,0 20,0 30,0 40.0
Czas [min]

Rys. 49. Chromatogram mapy peptydowej desB32Arg AKR (niebieski) na tle mapy
peptydowej insuliny ludzkiej (czarny).

© 0,24
v
c
(4]
£
2
2 =
= -
0,18 5 z
= 8
gu 2
0,12
0,06
—
|
£
g)
O'Ooi“lﬁ J UL_ L\ IL
0;0 ‘ l ‘ ‘ 10:0 ' ' ‘ ' 20;0 ' , I ‘ 30:0 ‘ , ' r40.0
Czas [min]

Rys.50.Chr omat ogram mapy peptydowej desB32Arg d

peptydowej insuliny ludzkiej (czarny).
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43. Anal i za por-wnawcza map peptydowych SK3R,

Il nsulina SK3R r-0Uni sinfodgmesulwny (lLdzgk
asparaginy w B3), (I (dodat kowa

seryna) [
chromatogramie | ej mapy

peptydowe]j nal eUy ¢

-

odpowi adaj Ncych im fragment -ragmentyll g ppwinmya d k u d
byl sN takie same jak w insulinie ludzkiej.
Wy ni ki uzyskane w badaniach map peptydowy

insuliny zaprezentowano kolejno rmys. 51 i Rys. 52. Zgodnie z przewidywaniami, dla

obydwu substancji badanych fragment IVpokwa g si fn z wuzyskiwanym poc

insuliny ludzkiej. Fragmenty | i 1 el uowad

odpowiedniki w insulinie, co jest zgodne z przewidywaniami (dodatkowy aminokwas polarny

I seryna przesuwa czas retencjigfrme nt u | | , substytucja kwasu

modyfi kuje retencjn fragmentu I biagka na

fragmentu | I po odcinciu terminalnego amini

SK3R uzyskujemy fdrpaogmieendtn itka (esta my czz Nost eczce |

© 024
(v}
c =]
o -
2 5
o 8
wv on
Q 8
< 1
0,18 - vy
E A
// \\ v
/ \
0,12 oo
0,061
z
o,oo—ﬁ J U Ln L
00 ‘ 100 ‘ 200 300 ‘ 40,0

Czas [min]

Rys.51.Chr omat ogram mapy peptydowe] SK3R (br Nzo
ludzkiej (czarny).

106



o
no
S

Absorbangja

~fragment I

-
A

0,18}

<% fragment II

fragment IIT

0,12}

0,06

0.005‘—ﬁL J {_AJL I\[\L
00 r 100 00 300 T T a00

Czas [min]

Rys. 52. Chromatogram mapy peptydowej desB31Arg SK@Ranatowy) na tle mapy
peptydowej insuliny ludzkiej (czarny).

fragment IV

Zastosowane warunki chromatograficzne pozw
biagek o sekwencjach r-Uni Ncych sifn od si
charakterystycznych fragegnnt - w str awi onych metabolit-w ana
w gatwy, szybki i jednoznaczny spos-b odr - Un
fragmentach sekwencji ami nok waGpoaewwwanidmetogast np u
analizy z wko zystaniem map p evp tived rowly @ rhdChPwde Ga § a
wykorzystania w rutynowej kontroli jjak&oSci
metodabadania ch t oUsamoSci

Aby biagko anal ogu i zrsceptoiem ipsulimovgmiioe npdddmna g
j est nie tylko wystnpowanie w jego sekwenc
zachoware odpowiedniej struktury przestrzenriej wy st 01 p o wamonogerygzndj.or mi e
Ponieva U p rteconelsgigzneg wi Nzane =z et apami wytwar zani e
mi el niekorzystay wpywpeqgqwhbiaaSjtki do i ch ag

powstawani a amyl oi d- w,0 mmometrarfdwkioovad , dcdat k\

opracowanej teclmml ogi i wytwar zani a taki e ni ekor zy
Wykorzystano w tym celu prostN, tani N i szy
czNstek z wykorzystaniem techni ki dynamiczne
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5. Analiza wiel&m&lconsamd Nismtye ki ich wybranych

roztworachewhmi kNwdynami cznego rozpraszani

Technika dynamicznego rozpraszani alu8WNi at g
popullar mb®cnie jest rutynowo st&swwamajwskaor
biagek rekombsmygtwhNychH.andBst prechaN&Ni tnyiceznni N
pozwal aj NcN na monitorowanie powstawania ag
makr ocz Nst ec z k o[fejwephgpatatachfarmac&us/cziydPreparaty lecznicze

zanieczyszczone takimi agregatamoi podaniu pacjentowno g N p o weysifipowanie

dziaga® niepoUNdanych |l ub reakcji i mmunol og
t worzenie amyl oid:- wdobianjikowywh akRt gpwadS3ci b i
terapeutycznych, zdecydowano o uUyciu DLS do
met abolit-w przed uUyci.em ich do bada® biol o

51. Metodabadani a Srednic hydrodynamiczoych- - anal
w 0,01M HCI

5.1.1. Substancje aktywne:

- insulina SK3R substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desIBBPLArg SK3R (G

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desl@B2Arg AKR (G

- metabolitd e s B32Ar g des®BlALYsSs AKR (G

- insulinag !l ar gi na, certyf i k olaanmakopeintaropejskieja g o d
(nrkat.: YO001544; EDQM

- metabolit desBIBW®PArg gl argina (G

- metabolit desB32Ar gCh®8)esB31Arg gl argina

- insulina ludzka certyfikowa n y mat er i aKarmakapei iEerepejskieji a
(nrkat.: 10310000; EDQM

512. Odczynni ki*: i materi agy

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur)

- kuwety jednorazowe do pomiar-w dynamicz
optycznej 1 cm (DTS0012, Malvetn)
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- fitry strzykawkowe o Srednicy por-w 0,2
Pall).

*dane szczeg-gowe dotyczNce stosowanych odczynni

wewnfitrznego ws yZsetsepnou ej aAknoaSIGiRy Chemi cznej G

5.1.3. Aparatura:

- analizator Zetasizer Nano ZS (nr kat.: ZEN3@@alvern Instruments)

- pipeta automatycznaj e d n o k a n a & 05w a, Qrhodel;, Fnnpipette F1
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific)

- pipeta automatycznaj e d n o k a h0ad H0O& &) model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific)

- pipeta automatycznaj e d n o k a h0& § Ad00& Q| model: Finnpipette F1
(nrkat.:4641100, Thermo Scientific)

- waga analitycznamodel: ME 215RKnr kat.: 98648008-84, Sartorius)

514. Procedura postnpowani a

Pomiaryw el koSci czNstek wykonano z uUyciem a
swiatga (DLS), przystosowanego do Opomdoar - w cC
60m, wyposaUon¥em Wwol asé&nB2HB8 nm). Jako pr-bk
roztworyinsi I i ny |l udzkiej, |ej anal og-w i I ch wybr
Ze wzglndu na koniecznoSi zastosowania stnUe
celu zapewnienia odpowiedni ej |l iczby zlicze
uzyskinva ny c h danych pomi arowych, MHEIc yaklbo wa n o

rozpuszczalnika pr-bek. W kwaSnympzySt sdewi sik L
1mg/ ml s N dobr ze rozpuszczal ne, co powod.

hydrodynami cznych ni e |jsdsaatgemaws.Bmswkopys nigkai 2e z ¢

siga jonowa i br ak dodat kowych skgadni k- w
mi ni mal i Zxkowapowsytzaywani a agr egat -[AB. BRdiztwdnk a w t
biagek bygy przed pomiarem filtrowane przez

czym termostatowane przez 30 s we pongamoper at ur
umi eszczonej w aparacie. ZAaigyrjiadanychvazezadetektarst n p u
ustawi ony wdlgpoozjyecdjyin clz7e3ydo pomi ar u: pomi ar w
Srodku celi)skanzapsed06na kaJdego rozvbra substandjid
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badanej wykonywano po 6 pomiar - w, po czym u

wbudowanej do oprogramowania pomiarowego furdwglizyna danych.

52. Analiza por-wnawcza Srednic hydrodynamiczr
ich wybranych metabolit-w, zmierzonych z w)

rozpraszania Swiatga.

Wy kr esy przedstawiaj Nce uSrednione wyniki
zaprezentowano nRys.53. Poni ewaU w Uadnej z pr-bek ba
wystfipowania czHMNsytdekodgné&miednngmlt hpawypbeji U4t
wykresach zapr ezent owa n-b0nmw,ywrskalkogarywicznegDanee s i e S
zbiorcze, zawieraj Nce por-wnanie wynik-w ba
l udzkiej, analog-w AKR, SK3R, glargTabhy or az
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Intensywnos¢ [%o]

Intensywnos¢ [%] Intensywnosé [%)]

Intensywnos¢ [%0)]

Intensywno$¢ [%6]
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Tab. 9. Wy ni ki pomi ar-w Srednic hydrodynamiczn

rozpraszania Swiatga dla insulybramych | udzk
metabol it - w.
SUBSTANGIA BADANA $REDNI CA WSPEGCZYNNI |
HYDRODYNAMICZNA[nm] POLIDYSPERSJI (Pdl)

insulina ludzka 3,13(SD: 0,41) 0,094

AKR 2,79(SD: 0,4) 0,134

desB32Arg AKR 3,18 (SD: 034) 0,192

desB32Arg desB31Lys AKR 3,55 (SD: 0,4) 0,090

SK3R 2,76(SD: 031) 0,108

desB31Arg SK3R 3,21(SD: 037) 0,058

glargina 3,58 (SD: 037) 0,192

desB32Arg glargina 3,63 (SD: 050) 0,206

desB32Arg desB31Arg glargina 4,31(SD: 057) 0,225

Obliczenia teoretyczne dla biagek o masi

kal kul atora dogNczonego do oprogramowania ur

taki ej masie czNsteczkowej powi nny wykazywa
ideali e gl obul arnych. Uzyskane wartoSci Sredni
aktywnych sN nieco wyUsze niU obliczona war
zwi Nzk-w na zbl i B nym, poai ommUe &Wwi adczyl o

ksztayt y badanych czNstek odskej edaj Wysd npdwahie
pomi idzy wartoSciami teoretycznymi a zmierzo
pr - bki (obliczenia wykonywane sN z zagoUeni e

W trakcie bada® nie zaobserwowano dla pr-b

wymi ar-w ani wystfipowania populacji czNstek
wpor -wnaniu z insulinN czyeahalt @ogapmizymywingr
Siadczy o tym, Ue zaproponowana W niniejsze
anal og-w ni e pr omuj emeztjaabwo Isikta- vagr egacj i biag

Zaprezentowany w tabel i pghidyspershneéenformujePaod I ( ws
rozkgadzie popucthaSrjeidndé zNMsthe kh yavr doery ybai nei clzand/a
Zakres wartoSci przyj mowanych przez ten wsp:
jednorodnych pod wzglndem wielkoSci czNste
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wykazuj NcychzNsU&Mlkclyich@isii i. r oWmprmalkimyce wart
0,05 wuzyskiwane sN bardzo rzadko, a za pr |

wyznaczony Pdl wynosi ok. 0,1 lub mniej. W zastosowaniach medycznych, w produkciji

noSnik-w lek-w diyamuaemacaéyt We- w proani ar ach ¢
wstrzykiwa® wartoSci Pdi4. p@hialevisz@s3 ks BNhakoe
badanych uzyskano wartoSci Pdl poni Uej 0, 3,
uzykano dla metabolittd e s B3 1 Ar g SK3R. Jako monodysper s\
roztwory insuliny ludzkiej, anal ogu SK3R or a
tu zwr-cil uwagnn na f ak tpolidyspbrsjwy s ztaa gvyac h oSid b
aktywnych nie przesNdza jednoznacznie o st
roztwor ze, kt-re r-0UOnigyby sifn mifndzy sobN

zakgada bowiem dopasowani e kwgzhkaligtedgi ckt -braydcahn
teoretyczne Srednice sN szacowane wapbd&ivan
wsp-gczynni kmao (peo | widfycs pre-rvenjiie dobrze Swiadczyl
badanych czNstek odbiega od symetrycznej f ol
obserwowane frakcje o r-Unych rozmiarach to

r-Unychtywper spe

Opracowana metoda analizwdrwiUehkGhBxo G cz Ns
wykorzystania w rutynowej kontroli jjak&koSci
metodedower yf i kacji poprawnoSci przeprowadzeni a

i oczyszxzania

6. Badania por-wnawcze ekspwzygezNbsteeskach yam

insuliny i ich wybranych me t a b oilspektrofetometria

Z punktu widzenia aktywnoSci bi ol ogi cznej
interakcji z receptorem insniowy m odpowiedni ej struktury
ekspozycj i lmuad zdeownWnfitzr 2@ z € z Msni eoKkvias - w ni e
t worzeniu wiNza@ Jako jedne z kluczowych uz

wW pozycjach Bl6insuB26nycz N\sntaddcizzkai por - wnawc z

ami nokwas - - wwnetrzdbii egkrak w przypadku anal og-w in

stosunku do naturalnego hormonu stanowi wa Un

naSl adowaniagldizkamianujaNhego insuliny.
Obserwacj e ekspozycji reszt ami nokwasowy

prowadzi sin z wykor zy s t[#]f76]eFanyloatanira,dyrogypaeik t r o s
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tryptof an to trzy aminokwasy odpowiadaj Nce w Dbi
fluorescencjfi promieni owa niulirafiedtu¢7k]t r Amagnb tjy B
one promieniowanie o zbli UmnyscphoSd@gdgotSyccihac
aminokwas-w aromatycznych tryptofan <charakt
najni Uszym wsapsorjci z yW nz Wii Mk u z brakiem tryp
ami nokwasowe | zar-wno insuliny cdhidm&t ®&hagl ijte:
moUna zakgadal, Ue to tyrozyna odpowiVisda w d
w zakresie 274800 nm

Tyrozyna jest aminokwasem hydrofobowym,wo pogNczeni u z tender
aromatycznych do uskkjutdknjiede wj ef oekspozycja n
zwi ni it eg o middnmabzgwarea Odramiszénied o st N p u do Srodowi sk
powoduje, Ue treldUkomebhi weSit jonizacji tego
charakterystyczne jest maksimum absorpcgypok. 275 nm Kkt - re ul ega pr ze
kierunkupr omi eni owani a o pddikwg@y wan ujgorSigdl.a djail i a
Analiza ©przesuni Al mak¥isn Wwadamwcnhlr bwd adnei kek u
kwa S rpgzmalawi fpco Sr edni o obser wowal zachodzeni e
dopiero po rozwinificiu czNsteczki, skierowan
do Srodowi sk anomgdl aurl eggqad j oni zacj i

Bi or Nc padrddmovacginh i nterpretacyjne, wyni ka
pochodzNcych od r - Uny c hVisadmobseowacy ekspozycji twrozyni d mi e
na powierzcm@i cgdndis drggeh pepdhadnych widmb i ka [§8] [79].
Wykorzystuj Nc wi dma tyrozyny [ tryptofanu,
wyznawadmyilag dzNht eaod emkoviimieabsa:- dva n e g (Rystbd). £k a
braku obecnoSci tryptofanu, moUna wykorzyst a
or - U nstopnhchekspozycji reszt tyrozynowych.

2IF_" ' ' ’

i tryptofan
i
|

tyrozyna

. W
—T%_ -
i
-2 4
i 1 1 i i
280 290
Alnm)
Rys.54 Wynikiobl i cze@®@oadhwginglk h z wyni k.- Wwis glaomi ar -
r-wnomolowych stiAiUeM.tyrozyny i tryptofanu
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6.1. Metoda badania  ekspozycji reszt tyrozynowych bi agka techni
spektrofotometrycznN

6.1.1. Substancje aktywne:

- insulina SK3R substancja aktyna( @CHP),

- metabolit desIBBPLArg SK3R (G

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desl@B2Arg AKR (G

- metabolit desB32A#daRP)desB31Lys AKR (G

- insulinag !l ar gi na, certyf i k oMmaamakopeintaropejskieja g o d
(nrkat.: YO001544; EDQM

- metabolit desBIBW®PArg gl argina (G

- metabolit desB32Ar gCh®)esB31Arg gl argina

- insulina ludzka certyfi kowany HRaranakepeii Eargpejskig ni e s i
(nrkat.: 10310000; EDQM

6.1.2. Odczynnikiimat er i agy * :

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur)
- kuweta kwarcowa do pomi adrodxe oypzadidmr of ot o
model QS (nr kat.: 16@0-40, Hellma)

*dane szczeg-§gowe dotyczNce stosowanychenacficzynni

wewnitrznego ws yZsetsepnou ej afknoadI6hiRy Chemi cznej G

6.1.3. Aparatura:

spektrofotometr Cary 100 Conc W¥is, Varian (nr kat.10069000, Agilent)

pipeta aut omatyczna jednokanagowa, 0,5 o]
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific),

pipeta automatycznaj e d n o k a h0ad H0& &) model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific)

pipeta automatycznaj e d n o k a h08 § 400& Q] model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific)

- waga analitycznamodel: ME 215Knr kat.: 98648008-84, Sartorius)
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6.14. Procedura postnpowani a

Podobnie jak badania z wykorzystaniem techniki DLS, widmaViB/rejestrowano dla
roztwor-w poszczeg- | nycOlDlM iHaGj e k Aon asltifizOe npiruo wia
wW temperaturze pokojowej z uUyciem kwarcowy

Pomi ary prowadzono wzglfindem odnoiSchmé& ar, o kttwary-

poszczeg-lnych biagek (insuliny, \weakresienal og
dgugoSci fal.i od 200 wygenewwano3dbu@e pocmadmedaz p o mi a
uUyciem wewnfitrznego o falgayr Savitzkyy @ g ioGolayua ,z Nd z e
wielomian Il rzndu)

6.2. Analiza por -wnawcza absorpcji-Viseszt tyrozy

Wy ni ki p or - wnVasuayskanyeh dlarbadahych substancji zaprezentowano
naRys.55. Por-wnanie drugich pochae3d5nly cnhm w nzaaj kdruej s
na Rys. 56, natomiast naRys. 57 zapr ezent owano analizn por -
fragment - w dr ugi c,hcharpkterstyozdychy dlah tyrozyinyd lokalnego
minimum przy2835 nmi dwu | okal ny 280nmi288Smmiy8lw pr zy

o
IS
=
o 3,5 5
3 po
2 .
<
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
-0,5
200 220 240 260 280 300 320 340
DgugoSi fa
AKR desB31Arg AKR desB31Arg desB30Lys AKR
— SK3R des B31Arg SK3R glargina
desB32Arg glargina desB32Arg desB31Arg glargina insulina ludzka
Sl epa pr-ba
Rys.55. WidmaUWVi s insuliny |l udzkiej, analog-w i nsu
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Q0
Q 0,04
0,02
0
-0,02
-0,04
-0,06
-0,08
-0,1
200 220 240 260 280 300 320 340
DgugoSi fa
—— AKR desB31Arg AKR desB31Arg desB30Lys AKR
—— SK3R des B31Arg SK3R ——glargina
desB32Arg glargina desB32Arg desB31Arg glargina insulina ludzka
Rys. 56. Drugie pochodne widm UWi s i nsuliny Jludzkiej, anal

wybranych met aboi350thmw w zakresie 200

0,02
Q0
Q ﬁ \
0,01
0 —
-0,01
-0,02
=
-0,03
270 275 280 285 290 295 300
DgugoSi fa
—— AKR desB31Arg AKR desB31Arg desB30Lys AKR
—— SK3R des B31Arg SK3R ——glargina
desB32Arg glargina desB32Arg desB31Arg glargina insulina ludzka
Rys. 57. Drugie pochodne widm UWi s i nsuliny ludzkiej, anall

wybranych met abo300tnmw w zakresie 27
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Na zaprezentowanych powyUej wykresach mo0U
absorpcji promieniowania w zakresi@®300 nm jest bardzo podobny dla wszystkich
badanych substancji, jak r-wnie0U, Ue hpozycj
pochodnychtych widm absorpcis N ni e ma | identyczne. Dl a Uadn
stwierdzono wific obniUenia zdolnoSci inter
zwi N k s w stasanku do insuliny ludzkieg K s pozycj i reszt tzyr ozyn
bi a di& stwierdzonad - wni eU r - Uni cNap dmidrachzyyni i ms wlgikma mi
charakterumikrootoczenia reszt tyrozynowych ashie nat ur acj i Uadnwgo z b
roztworach wzorc-w

Opracowana metoda analizy ekspozycji reszt tyrozynowyehkz(bes wad § @ Uona w
Gl ChP do wykorzystani a W rutynowe] kontrol
met ab ojdkbmmetodad 0 badani a stanu konf o+wergfikagjj ne go

poprawnoSci przepr owad z eichwstwapzana io&yszczanid e ¢ hn o |

7. Badania por-wnawcze ekspozycij. reszt tyro

insuliny i ich wybranych me t a b oilspektroflworymetria

Spektroskopia fluorescencyjna jest techni

do badani af wdwllaed weoBiciznych i analizy strukt
ni ekt -rych substancji chemicznych do emit o
widzialnego po uprzednim wzbudzenid.d ol no Si emi sj i f praeder escer

wszystkim niceieNa wi e wehjeNcreukt urze pierScienie
ami nokwas-w budujiNceyncyhl obailaagnkian at,y Itkyor 03z yna i
w§ a S c i[80]drSuina ludzka zawiera w swojej sekwencji aminokwasowej jedynie reszty

Phe i Tyr. W zwiNzku z brakiem tryptofanu,
promieniowaniaprzy 256290 nm i o dp o wi emitcav@andlpotemapromieniowans
fluorescencyjne z maksi mum emi s(Rys.58[8lky 303 6 304 nm
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Rys. 58. Por - wn absorpeji (A iedispi fluorescencj{B) reszttyrozyny, tryptofanu
i fenyloalaniny w zakresigV-Vis [81].

Dostfipne w I|iteratur,zeUewylndkal nbea d&ir@® dwoswki as.

zasadzie nie ma wpgywu na pogdgoUeni e maksi mun

jej intensywnoSi. W strukturach sztywnych,
tyrozyny jest wyUsza 180]Uco wozwsla naurkdnitoroveanidh | a b
denaturacij i bi agk amn Westgezdkk i énsidinasadpnie AKR T z e z

SK3R oraz ich metabolitymaj N t akN samN | iczbfi tyrozyn w
wiic moUna sifn spodziewal, Ue przy zwinifci.t
fluorescencji bRndNzblakUenesame& hiubi djasdej pr a
na wykorzystanie te]j techni ki jako taniej,

biagka metabolit-w w roztworach wytworzonyct

wy Uszych rznds-tw c zcrhear adktaer i agek maci erzys

wieloetapowego procesu technologicznego.

7.1. Metoda badani a ekspozycji reszt tyrozyn

spektrofluorymetrycznN

7.1.1. Substancje aktywne:

- insulina SK3R substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desIBBPLArg SK3R (G
- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desl@®B2Arg AKR (G
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- metabolit desB32A+#CGHWP)desB31Lys AKR (G

- insulinag !l ar gi na, certyf i k oMmaamakopeintaropejskieja g o d
(nrkat.: YO001544; BQM),

- metabolit desBIBW®PArg gl argina (G

- metabolit desB32Ar gChB)esB31Arg gl argina

- insulina ludzka certyfi kowany HRaranakepeii Eargpejskig ni e s i
(nrkat.: 10310000; EDQM

712. Odczynni ki [ materi agy?®*:

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur)
- kuweta kwarcowa do pomiar-w spektrofl u
1cm, model QS ( nrkat.: LL&B204497, Hellma)

* dane szczeg-JgoweodozwrriNkc-ew sit omatwamiyady- W gr oma
wewnintrznego ws yZsetsepnou ej afknoaSIGhiRy Chemi cznej G

7.1.3. Aparatura:

spektrofluorometyFluoroMax3 (nr kat.:, Jobin Yvon Horibg

pipeta automatycznaj e d n o k a n a § 05w a, Orhodel;, Bnnpipette F1
(nrkat.: 4641020, Therm&cientific),

pipeta automatycznaj e d n o k a h0ad H0& &) model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific)

pipeta automatycznaj e d n o k a h08 § 400& Q] model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641100, Thermo Scientific)

- waga analitycznamodel ME 215P(nr kat.: 98648008-84, Sartorius)

714, Procedura postnpowani a

Pomiaryi nt ensfywnoSescencji wykonywano w tempe
insuliny, analog-w i ich metabolit-w o stnC
wzbudzenie promieniwani em o dgwmooSepr zffakze2d&oSci szcz
emi sj i rejestrowane bygy w zakresie spektra

uSredniano dl| pomiamikdowmg ®, Pusktodlst ipadheggaStu,
mi n &adeynymi punktamidanychO , 5 n m. Pomi ary pr zrejgstragiwad z on

emi sj i szczeliniA o szerokoSci 5 nm.
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72. Analiza por -

Widma fluorescencji badanych substancji zaprezentowano na zbiorczym wykaesie

Rys. 59.

insuliny ludzkiej zebrano wab. 10.

Wzgl edne

‘® 1200000

wnawc z a

wartoSci

fluorescencji

intensywnoSci

«Q
>
g 1000000
N
«3 800000
>
— 600000
400000
200000
0
280,00 300,00 320,00 340,00 360,00 380,00 400,00
5fdza21 6
AKR desB31Arg AKR desB31Arg desB30Lys AKR
— SK3R desB31Arg SK3R glargina
desB32Arg glargina desB32Arg desB31Arg glargina insulina ludzka
Rys. 59 Wi dma fluorescencj.i insul iny
metabolit-w po wzbudzeniu

Tab.10. Wzglidnewar t o Sc i

intengywman%diogflwuomessidemy

promieni owani el

w maksimum widmamisjiw stosunku do fluorescencji insuliny ludzkiej.

MAKSIMUM

I NTENSYWN

WZ GL NDNA

SUBSTANCJA BADANA FLUORESCENCJ | | DORESCENGI T NTENS YWN
W MAKSIMUM FLUORESCENCJI
o] [cps] 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 powyUej danych ekspery
zar -wno ksztagt widm fluorescencji jak i p O ¢
wszystkich badanych substancji. We wszystKk

wy st fipuakhsiee30348 0z4, 5 nm, co |jest zgodne z war

emi sj i tyrozyny. Zmi erzone intensywnoSci el
poziomie dla wszystkich pr-bek, przy czym na
insulinyludz ki ej , ni Usze dla analog-w, w tym najn

wi nkszN swobodi konformacyjnN analog-w SK3R,
przypadku insuliny ludzkiej. Nal eUOy zauwadUy
zmiero n e dla metabolit-w poszczeg:-I|lnych anal o
przypadku ich czNseteadaki marii e rwogdsid malzagi wi i c
proces-w technologicznych biagka te ulegaj N

Opracowana metoda analizy eksworzoglgogna rws
Gl ChP do wykorzystani a W rutynowe] kontrol
me t a b ojdko ntetodalo badanist anu konf or macyj negmetodyi a g ek,
spetrofotometrycznejzaproponowanej \woprzednim rozdziale

PookreSleniu struktury imegaBaehnhabsgi wiingkt
w opracowanych roztworach wzorakrmweSIwi Ik owEg Soi
tych lucaowes d o zaplanowani a realizacji p- Fni
Woprzypadkud gugodzi agaj Ncych analog-w insuliny o

takN wgaSciwoSci N jest punkt izoelektryczny
kierunkcui woaarrtdozS ej zasadowych, warunkuj Nce t
wywoganie efektu powolnego uwalniani a, mo Ue
invtrona | iniach kom-rkowych, kt-rych media hod
k o m- pHer 4.
8. Punktizoelektrycznyanal og-w insul iny i i ch wybranyc
W przypadku zwi Nzk-w chemicznych, posiadaj
grupy funkcyjne, moUna wyznaczyl takie pH ic
bndawyemosi g zero. Ta wartoSi pH na(glyimwana | e

przypadku pdaramat@me kv znabzentstopniud e ¢y d u j W a $nc aolwio Sc i

sposbiez ac howapnoila pseiwit y dUwych war unkWahthdSRigemiwi s
jestwgaSci,wokSc-irNa z wynkamez p osSreeotindyiad u z ami nokwas
g a Ec polpépyydowegd | i czby ami nokwas-w o wgaScj woSci

122



lecz z drugiejj e st determi nowana strukturN wyUszyec

eksponwani em na zewnNtr z [ ub zagrzebywaniem
hydrof obowym wnnintrzu zwinifAitego biadgka. W p
analog-w insuliny, pl jest wdgaSciwoSci N det
l eku, w =zwimNzzknuajomoSi jego wartoSci jest n

por - wnawcze | obserwowanych efekt-w biologicz

met abol it - w.

8.1. Metoda badani a punkt u i zoel ektrycznego bi

ogniskowania izoelekrycznego

8.1.1. Substancje aktywne:

- insulina SK3R substancja aktywni@a GCHP),

- metabolit desIBBPIArg SK3R (G

- insulina AKR substancja aktywn@a GCHP),

- metabolit desl@®B2Arg AKR (G

- metabolit desB32A#aP)desB31Lys AKR (G

- insulina ludzkacertyfi kowany m &arneakopea Buropejdkieji e s i e
(nr kat.: 10310000; EDQM

812. Odczynni ki*: i materi agy

- kwas solny (nr kat.: 115752837, Chempur)

- wodorotlenek sodu (nr kat.: 1.06498.0500, Merck)

- kwas ortofosforowy (nkat.: 1.00573.1000, Supelco)

- kwas octowy Ifr kat.: 568760114, Avantpr

- arginina (r kat.: 1.01542.0100, Mergk

- kwas iminodioctowy rfr kat.: 220000Sigma Aldrich)

- mocznik fr kat.: HO631Sigma Aldrich)

- Uel do ogni s kowamnrkah: 477498Bedkreak Caulted z ne g o (
- zestaw amf ol i 110 (wkat.: BE1F0456@1| Gytivgg, 3
- zestawmarker wpl, (nr kat.: A58481Beckman Coulter)

- fiolki do CE (@r kat.: A62251Beckman Coulter)

* dane szczeg-gowe dotyczNce stosowankumdntachp dc zy nn

wewnfitrznego ws yZsetsepnou ej aAknoaSIGiRy Chemi cznej G
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8.1.3. Aparatura:

- system do elektroforezy kapiteej(CE)z det ekcj N UV i filtrel
plus(nr kat.: A51963ADBeckman Coultgr
- kapilara do elektroforezy kapilarnej,

wewnnnt r z nmkat.:4670441Beckmaf Coulter)

- miniwi r - wk a Mi nriké. pEP0226P0ROEppendorf)

- pipeta automatycznaj e d n o k a n a & 05w a,Orhodel;, Fnnpipdte F1
(nrkat.: 4641020, Thermo Scientific)

- pipeta automatycznaj e d n o k a h0ad HO& &) model: Finnpipette F1
(nrkat.: 4641070, Thermo Scientific)

- pipeta automatycznaj e d n o k a h0& § Ad00& Q| model: Finnpipette F1
(nrkat.:4641100, Thermo Scientific)

- waga analitycznamodel: ME 215RKnr kat.: 98648008-84, Sartorius)

814 Procedura postnpowani a

W celu wyznaczenia pl dla badanych biagek
elektroforezy kapilenej i kapilarnym ogniskowaniem izoelektrycznyn{ang.: capillary
isoelectric focusing, clEF) W t ego typu analizach wykorzys
zwi Nzk-w o znanych wartoSciach paozdzelania i zoe
el ektroforetyczneeggr adwoernztN pw .k awinaasrtzipuj Ncy
migracjis k § ad ni ki mimg redeigzidko detektora UVmierzony jest czas potrzebny

na ich transport detrefy detekciji Na podstawie znajomoSci cCz
poszczeg-|l-nmwmgbhnmarkesin krzywN kalibracyjnN,
badanego biagka (znajNc czas jego elucji). W
postinpoguachmi e 2z protokogem ogniskowania i zo

producersa zestawu pomiarowego do CB2]. Pr kilbadanych bi agek pr z
mi eszaj Nc pmzwd@ocani3kaMw Uelu do ogniskowa

amfolit-w, 20 el stabilizatoraok@tetdowagaer?2
z 10 el roztworu biagka Do skailldeenji up r5 bmyg /brd d am
po 4 markery pl, przy czym w przypadku i nsu
przypadku analog-w i ich emdmdowy Uisawe (war wa$

izoelektrycznych) 4,1,5,5,95i10,0P0o0 dok gadny nr ovzytmvpezsnasaond U
po 20 Ofiolekldod CE i kr-tko wirowano, .,jpyaymozbyl
poddawano analizie
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Przed pomiarenvnwy Kk onywano kondycjonowani330mMkgadu
kwasem octowynpr zez 5 min przy padem$oi enwodBO ppsE
nadci Snieniu 50 psi, przemycie Uelem do el ek
po czym analizowao pr - b ki badane z uUyciem nastipuj N

1) wprowadzeni e roztworu mocznika przez 3

2) przemycie wodN przez 2 min, ciSnienie

)y wprowadzenie pr - bki badanhe] przez 99,9

4) ogniskowanie izoelektrycee pr zez 15 minut przy 25 kV

5 migracja przez 30 minut przy 30 kV i n c

6) przemycie wodN przez 2 min, ciSnienie ¢
Wszystkie pomiary wykonywane bygdgy z wondyciem
( ¢ z i st pbtefariiawdangch: 2 Hz).

82. Analiza por-wnawcza warto%anial pgnkt iwmsiuz oea
metabol it -w
Uzyskane w badanio gni skowani a i1 zoelektrycznego el e
bi agek zapr &kyse60b ikysa 620 Wynnai K i obl i cze@kanwart oS

eksperymentalnigp o r - wn\a a o tami$eoretycznyni i zebrano w zbiorczejab. 11
Teoretyczne wartoSci pl wihkdakaguatbrujd @ & g niodh
przez Szwajcarski Instytut Bioinformatyki w bazie danych Expasy (Compute pl/Mw&3l)
Al gorytm kal kul atora oszacowuj e wclh ondaz Nocoydcsht a
skgmdgba, kt - r dadamgclzmigaacjipaipeptyd ww U e b gradiencie pH
zawi er 82 Nd @9,B0M mocznik[84. Zgodni e z dekl aracj N tw-
oszacowania mogN byl niedokgdgadne dla biagek
poj emnoSi bumotDewai bl agvbpdyw najegppldpezgaymani e w
saba pojempop8iwatmfodowwi fkszego bgndu

125



45
Czas [min]

35 40

30
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Rys. 60. Elektroforograny


































































































































































































































































