PB1.6. Studium a regulace zasobnich forem insulinu v sekrecnich granulich slinivky (skupina
Jiracek)

Cile vyzkumu

e Identifikovat hlavni strukturni formy insulinu v sekre¢nich granulich pankreatickych 3-bunék.
Definovat roli rozdilnych strukturnich forem insulinu ve stabilité insulinu a jeho uvolilovani do
krevniho feciste.

e Vyvinout nové ligandy pro racionalni regulaci uvolfiovani insulinu z pankreatickych bun¢k a
pro nové zptsoby uchovévani insulinu ve farmaceutickych preparatech a pro jeho podéavani
pacientim.

Vvzkumny plan a metodologie

(i) Experimenty in vitro/silico. Interakce insulinu s vybranymi endogennimi ligandy (napt. dopaminem,
serotoninem a argininem) budou studovany paralelné v in vitro a in silico experimentech, které by mély
poskytnout vérohodné modely pro chovani insulinu in vivo. PouZijeme molekularni dynamiku a
molekularni simulace abychom ptedpoveédéli zpisoby vazby ligandl na insulin za definovanych
podminek (skupina P. Jungwirtha). Paralelné budou tyto ligandy krystalizovany spole¢né s insulinem a
budou urceny struktury téchto komplext (skupina A. M. Brzozowskiho, University of York, UK).
Stechiometrie a sila vazby ligandi na insulin budou studovany pomoci isotermalni titracni
mikrokalorimetrie a spektroskopickych technik.

(if) Experimenty s buné&tnymi liniemi in vivo. Budeme studovat schopnost dostupnych stalych
bunécénych linii odvozenych od B-bunék produkovat, skladovat a sekretovat insulin. Je znamo, ze
nékteré permanentni pankreatické linie (odvozené od insulinomtl) maji tendenci produkovat ve zvySené
mife proinsulin na ukor maturovaného insulinu. Je tudiz velmi dtlezité definovat a selektovat bunéénou
linii s vlastnostmi pokud mozno co nejvice se podobajicimi nativnim pankreatickym buiikdim. Rovnéz
budeme studovat vlastnosti zvifecich pankreatickych tkani a primarnich buné¢k odvozenych z téchto
tkani. Budeme optimalizovat izola¢ni protokol intaktnich sekre¢nich granuli z vybranych bunéénych
linii a tkani. Rovnéz budeme studovat latky, jak nizkomolekularni, tak vysokomolekularni povahy, které
jsou pritomné v sekrec¢nich granulich za pomoci vysoce pokrocilych technik hmotnostni spektrometrie
(skupina J. Cvacky za pouziti nového hmotnostniho spektrometru, jehoz potizeni je planovano v ramci
tohoto projektu a spolupracujici skupina prof. Carol Robinsonové na University of Oxford, UK) a za
pouziti elektronové mikroskopie a imunohistochemickych metod.

(iii) Experimenty se sekreénimi granulemi in vivo. NeporuSené nativni sekreéni granule budou
analyzovany za pomoci rentgenovych paprsku (tzv. ,single a ,,powder diffraction”), a za pomoci
kryoelektronové mikroskopie (,,Cryo-Electron microscopy*) za uéelem zjistit zda je insulin pfitomny
Vv krystalické ¢i amorfni forme a ptipadné urcit struktury insulinu (spoluprace se skupinou prof. A. M.
Brzozowskiho an University of York, UK, a za pomoci Diamond Light Source facility, Didcot, U.K.).

(iv) Experimenty s pankreatickymi buitkami a umélymi ligandy in vivo. Vysledky vyzkumnych pland
(i-iii) by mély vést k racionalni studii o efektech vybranych ligandi na zasobni formy insulinu a na
uvolnovani insulinu v modelovych bunéénych liniich a tkanich. Struktury nejslibnéjsich ligandi budou
chemicky modifikovany, optimalizovany tak aby bylo dosazeno pozadovanych u¢inkd ve fyziologii
insulinu. V této fazi projektu budeme extenzivné vyuzivat nové potizené semipreparativni HPLC pro
purifikaci syntetizovanych latek (skupina Jiracek).

Projekt bude realizovan v tésné spolupraci se skupinami P. Jungwirtha, 1. Pichové, J. Konvalinky a J.
Cvacky.
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Casovy plan
2018-2019
e Studium interakce insulinu s endogennimi ligandy in vitro a in silico.
2019-2022

e Studium schopnosti dostupnych pankreatickych permanentnich bunécnych linii, primarnich
linii a tkani produkovat, skladovat a sekretovat insulin

e Optimizace experimentalnich protokolt izolace nativnich a neporusenych sekrecnich granuli.

e Analyza obsahu sekre¢nich granuli pomoci hmotnostni spektrometrie.

2020-2022
e  Strukturni analyza insulinu v sekre¢nich granulich slinivky.
2021-2022

e Studium tcinkil vybranych ligandi na strukturu zasobnich forem insulinu a na sekreci insulinu
v modelovych bunéénych kulturach, primarnich buikach a tkanich.
o Chemicka charakterizace nejzajimavéjsich ligandu a studium jejich efektd in vitro a in vivo.

Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Jimp gi_o%hemical Journal
2018 1 labetes
Diabetologia
2019 1 Journal of Medicinal Chemistry
2020 2 ACS Chemical Biology
2021 2 Journal of Biological Chemistry
2022 2 BiOChemiStry
Celkem 8 PlosOne
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezindrodni  patentové Ocekavame patentové prihlasky v nasledujicich
(udélené) | piihlasky (podané) oblastech:
2018 0 0 Noveé ligandy pro modulovani zasobnich forem
2019 0 0 insulinu.
2020 0 0
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

e Dr. Andrzej M. Brzozowski ze Structural Biology Laboratory (YSBL) na University of York v
U. K.,
e Skupina prof. Carol Robinsonové na University of Oxford v U. K.



