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Nowy hepatoselektywny analog insuliny

Badania kowalencyjnego kompleksu tyroksyna-insulina u ludzi

Novel hepatoselective insulin analog

Studies with a covalently linked thyroxyl-insulin complex in humans

STRESZCZENIE

CEL PRACY. Zbadanie, czy tyroksylowy analog insuliny
z ograniczonym dostepem do receptora w tkankach
obwodowych wykazuje wzglednie wybiércze powino-
wactwo do watroby u ludzi.

MATERIAL | METODY. Pie¢ zdrowych oséb otrzymywa-
to podskérnie Na B'L-thyroksyl-insuling (B1-T4-Ins) lub
insuline NPH w przypadkowej kolejnosci. Postugujac sie
metodg klamry euglikemicznej i rozciefnczania znaczni-
ka izotopowego([D-6,6-2H,] glukozy), badano kinetyke
insuliny oraz jej wzgledny wptyw na watrobowga pro-
dukcje i obwodowy wychwyt glukozy. Pobierano préb-
ki krwi w celu oznaczenia catkowitego stezenia insuliny
immunoreaktywnej (badz jej analogu) oraz w celu okre-
$lenia stopnia wigzania analogu insuliny z biatkami krwi,
ktory badano metoda chromatografii cieczowej.
WYNIKI. Po podskérnym podaniu B1-T4-Ins byta dobrze
tolerowana i szybko wchtaniana. Analog cechowat sie
dfugim czasem péttrwania w surowicy oraz wysokim
stopniem wigzania (ok. 86%) z biatkami. Jego czas dzia-
fania, mierzony czasem wlewu glukozy niezbednym do
utrzymania euglikemii, byt podobny do czasu dziatania
insuliny NPH. Wptyw analogu na watrobowa produk-
cje glukozy byt podobny do wptywu insuliny NPH, co
wskazuje na podobny stopien oddziatywania. Analog
W mniejszym stopniu dziatat na obwodowy wychwyt
insuliny w poréwnaniu z insuling NPH (p = 0,025), nie
wptywat na szybkos¢ przemian metabolicznych gluko-
zy oraz wykazywat zmniejszong zdolno$¢ do hamowa-
nia lipolizy (p < 0,05).
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WNIOSKI. U oséb zdrowych B1-T4-Ins po podaniu
podskoérnym jest dobrze tolerowana, szybko sie wchta-
nia i ma wysoki stopien zwigzania z biatkami krwi, co
odpowiada za dtugi czas potowicznego zaniku w suro-
wicy. Analog ten wydaje sie bardziej wybiérczy w od-
dziatywaniu na komorki watroby, a zatem potencjalnie
ma bardziej fizjologiczny profil dziatania w poréwnaniu
z dotychczas stosowanymi preparatami insuliny.

Stowa kluczowe: insulina B1-T4-Ins, insulina NPH,
cukrzyca typu 1

ABSTRACT

OBJECTIVE. To test whether a thyroxyl-insulin analog
with restricted access to receptor sites in peripheral
tissues displays relative hepatoselectivity in humans.
RESEARCH DESIGN AND METHODS. Five normal human
subjects received a subcutaneous bolus injection of
either N 8" L-thyroxyl-insulin (B1-T4-Ins) or NPH insulin
in random order. Insulin kinetics, relative effects on he-
patic glucose production, and peripheral glucose upta-
ke were studied using euglycemic clamp and stable iso-
tope [D-6,6-2H2]glucose) dilution techniques. Blood
samples were taken for the determination of total im-
munoreactive insulin/analog concentrations and for li-
quid chromatography to assess the protein binding of
the analog in the circulation.

RESULTS. After subcutaneous administration, B1-T4-Ins
was well tolerated and rapidly absorbed. The analog had
a long serum half-life and was highly protein bound
(~86%). Its duration of action, as judged by the dura-
tion of infusion of exogenous glucose to maintain eugly-
cemia, was similar to that of NPH insulin. The effect of
the analogs on hepatic glucose production was similar
to that of NPH insulin, indicating equivalent hepatic po-
tency. The analog demonstrated less effect on periphe-
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ral glucose uptake than NPH insulin (P = 0,025), had no
effect on metabolic clearance rate of glucose, and exhi-
bited a reduced capacity to inhibit lipolysis (P < 0,05).
CONCLUSIONS. When injected subcutaneously into
normal human subjects, B1-T4-Ins is well tolerated,
quickly absorbed, and highly protein bound, resulting
in a long plasma half-life. This analog appears to have a
hepatoselective action, and, therefore, has the poten-
tial to provide more physiological insulin action than
the insulin preparations currently used.

Key word: B1-T4-Ins insulin, NPH insulin, type 1 diabetes

Wiekszos¢ chorych na cukrzyce typu 1 stosuje
metode wielokrotnych podskdrnych wstrzykniec in-
suliny. Taki sposéb dawkowania nie jest zgodny z fi-
zjologicznym rytmem wydzielania insuliny. Pacjenci
nie sy w stanie utrzymac prawidtowego stezenia glu-
kozy i s3 narazeni na wystepowanie hipoglikemii.

Prawidiowo trzustka uwalnia insuline do zyty
wrotnej watroby. Z tego wzgledu stosunkowo duza
ilos¢ insuliny dociera do watroby, gdzie w zaleznosci
od potrzeb okoto 60% ulega zwigzaniu [1]. W wypad-
ku podskérnej drogi podawania insuliny u chorych na
cukrzyce typu 1 nie powstaje réznica stezenia insuliny
pomiedzy zytami wrotnymi i obwodowymi, a zatem
w watrobie wystepuje wzgledny niedobdr insuliny. Po-
woduje to wzgledna hiperinsulinemie obwodowg oraz
opornos¢ insulinowy catej masy ciata [2-4]. U cho-
rych leczonych w taki sposéb, nawet tych, ktérzy sg
bliscy normoglikemii, wystepuja réznorodne zaburze-
nia metaboliczne obejmujace duze wahania stezenia
glukozy, zaburzenia lipidowe, zmniejszenie stezenia
osoczowedo IGF-1 z podwyzszeniem stezenia hormo-
nu wzrostu w osoczu. Te zaburzenia metaboliczne sg
zwykle ttem etiologicznym odlegtych powiktan cukrzy-
cy w zakresie mikro- i makroangiopatii [5] i zmniej-
szajg sie przy stosowaniu leczenia pompg podajaca
insuline do otrzewnej, dzieki ktorej wiekszosc¢ insuliny
dostaje sie do kragzenia wrotnego [6].

Istniejg zatem podstawy teoretyczne, aby insu-
line podawac do krgzenia wrotnego, a nie do obwo-
dowego. Jedynymi metodami leczenia, ktére obecnie
umozliwiajg wprowadzenie insuliny do krazenia wrot-
nego, sa pompy dootrzewnowe [6], przeszczepienie
trzustki potgczonej z krgzeniem trzewnym lub prze-
szczep komorek 8 wysp Langerhansa [7, 8]. Wciaz
jeszcze powyzsze metody wywotuja znaczne dziata-
nia niepozadane, ktére nie pozwalajg na ich zasto-
sowanie u wiekszosci chorych na cukrzyce typu 1.

Innym potencjalnym rozwigzaniem powyzszych
problemow jest opracowanie analogu insuliny wyka-

zujacego wiekszg wybiorczosé w stosunku do watro-
by niz do tkanek obwodowych. Z dotychczasowych
badan analogdw insuliny wynika, ze wielkos¢ cza-
steczkowa kowalencyjnych dimeréw insuliny lub pro-
insuliny, ktéra znacznie rézni sie od wielkosci insuli-
ny, moze wptywac na zdolnos¢ wigzania tych zwigz-
kéw z tkankami obwodowymi [9, 10]. Z kolei otwar-
te zatoki watrobowe umozliwiajg kontakt wszyst-
kich sktadnikéw osocza z powierzchnig komérek
watrobowych [11]. Autorzy sugerujg, ze wykorzy-
stanie wiedzy na temat bariery obwodowego kraze-
nia wtosniczkowego moze pomdc w opracowaniu
takiego analogu insuliny, ktéry pozwoli zachowac fi-
zjologiczng réznice oddziatywania na tkanki nawet
po podaniu obwodowym [12]. W niniejszej pracy po
raz pierwszy opisano zastosowanie takiego analogu
u ludzi. Oméwiona zostata jego kinetyka oraz po-
tencjalna wybiérczos¢ w stosunku do watroby u os6b
bez cukrzycy.

Materiat i metody

Materiat

Autorzy opracowali i zsyntetyzowali biatko in-
sulinopodobne sktadajace sie z insuliny zwigzanej
kowalencyjnie z tyroksyng: Na B'L-thyroksyl-insulina
(B1-T4-Ins). Ten analog posiada zdolnos¢ wigzania
z receptorem insuliny oraz dzieki obecnosci tyroksy-
ny z biatkami wigzacymi hormony tarczycy (THBP,
Thyroid hormone binding protein), do ktorych nalezag
obecne w surowicy: biatko wigzace tyroksyne (TBP,
thyroxine binding protein), transtyretyna, osoczo-
wa albumina ludzka. Wielkos¢ zwigzanego komplek-
su moze warunkowad wzgledng selektywnos¢ wa-
trobowa w poréwnaniu z insuling poprzez bloko-
wanie dostepu do tkanek obwodowych, a nie do
bardziej odstonietych hepatocytéw. B1-T4-Ins zo-
stata zsyntetyzowana wedfug metody opisanej
wczesniej [12], a nastepnie liofilizowany proszek
zostat rozpuszczony (0,688 nmol/l) w aseptycznych
warunkach w izotonicznym roztworze NaHCO,
(1,5% wag/obj.) w pracowniach farmakologii szpita-
li Guy’s, King's i St. Thomas.

Grupa badana

Grupe badang stanowito 5 zdrowych mez-
czyzn w wieku 31,6 = 7,2 roku z BMI wynoszgcym
25,4 + 3,3, ktorzy byli pracownikami londynskich
szpitali Guy’s, King’s and St. Thomas lub King’s Col-
lege. Zaden z nich nie wymagat regularnego stoso-
wania lekédw oraz nie wykazywat objawéw choroby,
ktéra mogtaby wptywac na przebieg badania.
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Protokot badania

Poréwnywano wptyw jednorazowego, podskor-
nego wstrzykniecia B1-T4-Ins i insuliny NPH. Kinetyke
insuliny oraz jej wptyw na watrobowa produkcje glu-
kozy (R,) oraz obwodowe zuzycie glukozy (R,) bada-
no metodg klamry euglikemicznej i technikg rozcien-
czenia znacznika izotopowego ([D-6,6-2H2] glukozy)
[13]. Protokét zostat zaakceptowany przez komitet
etyczny West Lambeth Health Authority, a wszyscy
chorzy wyrazili pisemna zgode na udziat w badaniu.

Pacjenci zgtaszali sie na czczo na oddziat dzien-
ny o godzinie 7.00. Badano ich w pozycji na wznak,
pozwalajac pic jedynie wode. Po pobraniu probki krwi
w celu przeprowadzenia wyjsciowych badan izoto-
powych rozpoczynano staty wlew (1,7 mg/min) go-
towego roztworu (170 mg) [D-6,6-2H2] glukozy (Mass
Trace, Sommerville, MA) przez 17,5 godziny lub kré-
cej, jezeli zapotrzebowanie na glukoze egzogenna spa-
dato do 0 [13]. U kazdej osoby badanie przeprowa-
dzono 2-krotnie, podajac insuling NPH lub B1-T4-Ins
w przypadkowej kolejnosci. Przerwa pomiedzy kaz-
dym z badan wynosita 2 tygodnie. Po rozpoczeciu
wlewu [D-6,6-2H,] glukozy przez 2 godziny ustalat
sie stan rownowagi, po czym w okresie 30 minut
pobierano co 10 minut prébki krwi, ktore stanowity
materiat do pomiaréw wyjsciowych w stanie rowno-
wagi. Nastepnie, po uptywie 2,5 godziny trwania wle-
wWu z D-[6,6-2H2] glukozy, podawano podskérnie na
przedniej powierzchni jamy brzusznej jednorazowe
wstrzyknigcie insuliny NPH (2,06 nmol/kg [0,3 U/[kg])
albo B1-T4-Ins 3,44 nmol/kg).

Po wstrzyknieciu insuliny lub jej analogu pobie-
rano probki krwi w odstepach 15-minutowych w celu
oznaczenia stezenia glukozy we krwi, ktéry wyréw-
nywano do wartosci wyjsciowej, dostosowujac szyb-
kos¢ wlewu 20-procentowego roztworu dekstrozy in-
dywidualnie u kazdej osoby. Protokét zaktadat, ze
maksymalny czas badania moze wynosi¢ 15 godzin.

Dekstroze (20%) zmieszano wczesniej z D-[6,6-
2H,] w odpowiedniej proporcji (4 mg D-[6,6-2H,] glu-
kozy na 1 g dekstrozy), aby unikna¢ spadku znaczni-
ka i w konsekwencji btedéw w obliczaniu szybkosci
przemiany metabolicznej, co pomimo to sie zdarza
[13, 14]. Badanie przerywano z chwilg ustania zapo-
trzebowania na egzogenng glukoze lub po 15 godzi-
nach od chwili podania insuliny.

Pobierano 4 prébki krwi w celu oznaczenia
wyjsciowych stezen insuliny, C-peptydu, stezenia glu-
kozy oraz zawartosci glukozy znakowanej, a takze
oznaczenia stezenia IGF-1, glukagonu, hormonéw
tarczycy, hormonu stymulujacego tarczyce (TSH,
thyroid-stimulating hormone) oraz niezestryfikowa-
nych kwaséw ttuszczowych (NEFA, nonestrerified

free fatty acid). Po podaniu insuliny NPH lub B1-T4-
Ins pobierano probki krwi co 30 minut w celu ozna-
czenia stezenia insuliny lub analogu, C-peptydu, ste-
zenia glukozy oraz zawartosci glukozy znakowanej.
Co 3 godziny pobierano krew do badania stezenia
NEFA i glukagonu, a co 5 godzin w celu okreslenia
stezenia IGF-I, wolnej T4, wolnej T3 i TSH. Réwniez po
24 godzinach pobierano (po sniadaniu) krew w celu
okreslenia stezenia insuliny lub analogu oraz pozio-
méw hormondéw tarczycy.

Pobierano réwniez prébki krwi na poczatku oraz
po 3, 8, i 24 godzinach, aby przeprowadzi¢ szybka
chromatografie cieczowg biatek krwi (FPLC, fast pro-
tein liquid chromatography). Probki osocza i surowi-
cy rozdzielano bezposrednio po pobraniu i zamraza-
no w temperaturze —20°C do dalszych oznaczen.

Procedury analityczne

Stezenia insuliny immunoreaktywnej (IRI, immu-
noreactive insulin) oraz IGF-I w prébkach surowicy,
a C-peptydu w osoczu oznaczano metoda radioim-
munologiczng (RIA, radioimmunoassay) z podwaojny-
mi przeciwciatami. Zagadnienie to opisywano juz
wczesniej [15]. Wspodiczynniki wariancji (CV, coeffi-
cient of variation) oznaczen w obrebie jednego ba-
dania wyniosty odpowiednio 7,7 i 6%. Stezenia ana-
logu tyroksyny-insuliny (IRI) w prébkach surowicy oraz
we frakcjach FPLC oznaczano metoda radioimmuno-
logiczng podwdéjnych przeciwciat (RIA) z pewnymi
modyfikacjami opisywanymi poprzednio (CV 8%) [12].
Stezenie glukagonu w prébkach osocza oznaczano
metoda RIA z zastosowaniem dostepnych w handlu
zestawow firmy Linco Research (St. Louis, MO).

Stezenie glukozy w osoczu oznaczano metoda
oksydazy glukozy na analizatorze Clandon Scientific
Glukose Analyzer (Yellow Springs Instruments, Yel-
low Springs, OH).

Stezenie NEFA w prébkach surowicy okreslano
z zastosowaniem zestawu firmy Wako Chemicals
(Neuss, Niemcy).

Zawartos¢ glukozy znakowanej oceniano me-
todg chromatografii gazowej na spektrometrze ma-
sowym na VG Trio-2 5890 (VG Micromas, Manche-
ster, Wielka Brytania) z zastosowaniem monitoro-
wania wybranych jonéw pochodnych pieciooctanu
glukozy [16]. Monitorowane jony miaty mase cza-
steczkowq 242 odpowiadajacg [M-C,0.Hg]* i 244
odpowiadajacg fragmentowi wzbogaconemu 2 ato-
mami deuteru. W zakresie tego samego badania CV
wyniosto < 2%.

W celu okreslenia stanu B1-T4-Ins (zwigzana lub
wolna) w prébkach surowicy, poddano ja rozdziato-
wi wczesniej opisang metodg FPLC [12].
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Obliczenia

W kazdym oznaczeniu R, i R, obliczano, opie-
rajgc sie na zaproponowanym przez Mariego [17]
modelu 2-kompertmentowym, ktéry zmodyfikowa-
no w sposdb uwzgledniajacy dodanie [D-6,6-2H,] glu-
kozy do wlewu z dekstrozy. Przed dokonaniem oce-
ny szybkosci obrotu glukozy, zastosowano technike
~wygtadzenia” przebiegow stezen glukozy w osoczu
oraz wykreséw wzbogacenia glukozy w zaleznosci
od czasu, z wykorzystaniem techniki analizy opty-
malnych wartosci (Optimal Segments Technique
Analysis) [18]. Obliczenia szybkosci zaniku glukozy
(MCR, metabolic clearance rate) (ml/min/kg) sg nie-
zalezne od modelu (szybkos¢ wlewu znakowanej glu-
kozy/stezenie znakowanej glukozy).

Redukcje masy wytwarzanej glukozy endogen-
nej (AUCR,) oraz przyrost masy glukozy wychwyty-
wanej (AUCR ) w kazdym badaniu obliczano na pod-
stawie przebiegu czasowego wartosci R, i R;.

Analiza statystyczna

Wartosci oznaczeh MCR, R, R, i podawanej
we wlewie glukozy egzogennej (GINF, glucose infu-
sion) uzyskiwane po podaniu insuliny NPH lub analo-
gu zostaty przeksztatcone w pola pod krzywg osob-
no dla poszczegdlnych uczestnikow w czasie kazde-
go z badan. Srednie réznice pomiedzy badaniami,
skorygowane pod wzgledem kolejnosci podawania,
oceniano metodg regresji wielokrotnej. Dzieki zasto-
sowaniu mocnego estymatora wariancji dopuszczal-
ne byty wyniki powtarzajgce sie u danego pacjenta
[19, 20]. Statystyczng znamiennos$¢ zmian w odnie-
sieniu do badania po podaniu insuliny NPH i analogu
insuliny oceniano dwukierunkows analizg wariancji.
Znamiennos¢ réznic pomiedzy dwiema srednimi ba-
dano testem najmniejszych kwadratéw Fishera z uzy-
ciem oprogramowania Number Cruncher Statisti-
cal System (Hintze, Kaysville, UT) oraz Stata (Stata,
College Station, TX).

Dane opisowe wyrazono jako wartosci srednie
z 95-procentowym przedziatem ufnosci i wartosciag
p < 0,05 jako znamienng statystycznie.

Wyniki

Tolerancja

Insulina B1-T4-Ins byta niezwykle dobrze tole-
rowana. U zadnego z chorych nie wystgpity dziata-
nia niepozadane.

Po szybkim wstrzyknieciu B1-T4-Ins catkowity
stosunek stezen IRl/analog w surowicy wzrést z wyj-
sciowego 0,08 nmol/l (95% Cl, 0,06-1,01) do 0,97 nmol/l

(0,61-1,33) w 30 minucie i 4,02 nmol/l (2,84-5,20)
w 6 godzinie (p < 0,01). Podwyzszone stezenia IRI
utrzymywato sie w czasie catego badania (ryc. 1.A).

Po wstrzyknieciu insuliny NPH stezenie IRl wzro-
sto z wyjsciowego 0,06 nmol/l (0,03-0,09) do 0,07
nmol/l (0,02-0,09) w 30. minucie oraz 0,15 nmol/I
(0,1-0,2) po 6 godzinach (p < 0,01).

Wzrost stosunku stezenia IRI/analog z warto-
$ci wyjsciowych po podaniu B1-T4-Ins (0,89 nmol/l
[1,22-0,76]) znamiennie roznit sie od wzrostu po
podaniu insuliny NPH (0,014 nmol/I [0,01-0,03]).

Stezenie IRI po sniadaniu w 24. godzinie badania
i po podaniu B1-T4-Ins wyniosto 4,18 nmol/ (3,31-5,05),
czyli osiggneto wartosci znamiennie wyzsze niz warto-
$ci po insulinie NPH (0,24 nmol/1 [0,02-0,48]) (p < 0,05).

Stezenie C-petydu po podaniu B1-T4-Ins nie
zmienito sie w odniesieniu do wartosci wyjsciowych
— 0,44 nmol/l (0,38-0,50), natomiast znamiennie
spadtfo z wartosci wyjsciowych 0,40 nmol/l (0,28-0,54)
do 0,30 nmol/l (0,27-0,33) po wstrzyknieciu insuliny
NPH (11 h, p < 0,05) (ryc. 1.B).

0,6
=05
04
0,3
0,2
0,1

Stezenie IRI [nmol/l

— N W s~ oo

Analogiczne stezenie IRI [nmol/I]

o

0,8
0,6
0,4
0,2

Stezenie C-peptydu [nmol/l]

Stezenie NEFA [mmol/I]

0+

Czas [h]

Rycina 1. Stezenia immunoreaktywnej insuliny i analogu
w surowicy (A), stezenia C-peptydu (B), stezenie NEFA (C)
po podaniu podskérnym insuling NPH () i B1-T4-Ins ( )
w okresie utrzymywania klamry euglikemicznej (n = 5).
Wartosci srednie = SEM
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Po wstrzyknieciu insuliny NPH jej posta¢ immu-
noreaktywna pojawita sie we frakcji 15-20 ml, co
odpowiada szczytowi insuliny endogennej (tj. masie
< 12 000 Da). W prébkach krwi pobranych 3, 824
godziny po wstrzyknieciu B1-T4-Ins wigkszos¢ immu-
noreaktywnego analogu (86, 86 i 86%) pojawiata sie
we frakcjach 5i 15 ml, co odpowiada IRl o duzej masie
czgsteczkowej (ok. 60 000 Da, tj. postaci zwigzanej).
Pozostata czes¢ IRl z kazdej prébki pojawiata sie we
frakgji 15 i 20 ml (co odpowiada masie < 12 000 Da,
1j. postaci wolnej).

Po wstrzyknieciu B1-T4-Ins w 6. godzinie jej cat-
kowite stezenie wynosito 4,02 nmol/l (co odpowiada
stezeniu wolnej postaci ok. 0,56 nmol/l, czyli okoto
3,8 razy wiecej niz po wstrzyknieciu insuliny NPH).

Stezenie glukozy na czczo wynosito 5,3 mmol/l
(5,0 i 5,6), a w okresie stosowania klamry euglike-
micznej utrzymywano stezenie 5,2 mmol/l (4,5i5,9).

llos¢ glukozy zuzywanej w czasie catego bada-
nia niezbednej do utrzymania euglikemii obliczano
na podstawie zapisu szybkosci wlewu glukozy (pole
pod krzywa [AUC] GINF). AUC GINF po podaniu in-

GINF [umol/kg/min]
o

30
25
20
15
101

Glukoza Rd [umol/kg/min]

Glukoza Ra [umol/kg/min]

Czas [h]

Rycina 2. Szybkosci wlewu glukozy egzogennej (A), nie-
zbedne do utrzymania statego stezenia glukozy, oraz R,
(B), R, (C), osiggniete po podskérnym podaniu insuliny
NPH (gruba linia; ) i B1-T4-Ins (cienka linia; ), (n = 5).
Wartosci srednie = SEM

suliny NPH (10,73 mmol/kg [5,77 i 15,69]) byty zna-
miennie wyzsze niz AUC GINF obliczone po podaniu
B1-T4-Ins (4,04 mmol/kg [1,7316,35]) (p = 0,027) (ryc.
2.A). Czas dziatania B1-T4-Ins (672 min [579 i 765] nie
réznit sie istotnie od czasu dziatania insuliny NPH
(765 min [631 i 899]). Czas rozpoczecia wlewu z glu-
kozy egzogennej byt rowniez podobny, odpowiednio
45. (281 62) i 67. minuta (191 115).

Wartosci AUCR, dla glukozy po wstrzyknieciu
zaréwno insuliny NPH (-5,63 mmol/kg [-7,31-3,96]),
jak i B1-T4-Ins (-3,32 mmol/kg [-5,89 i -0,75]), nie
réznity sie istotnie (ryc. 2.C), wskazujac na podobny
wptyw zastosowanych dawek na watrobe.

Szybkos¢ zuzywania glukozy znaczgco wzrastata
od wartosci wyjsciowych 11,07 umol/ kg/min (8,64 i
13,50) po wstrzyknieciu insuliny NPH (p = 0,01), na-
tomiast nie wzrastata po B1-T4-Ins. AUCR po insuli-
nie NPH (4,95 mmol/kg [1,17 i 8,73]) byto wigksze
niz AUCR, po B1-T4-Ins (0,49 mmol/kg [-0,97 i 1,95],
p = 0,025) (ryc. 2.B).

Szybkos¢ zaniku glukozy znamiennie wzrasta-
ta od poziomu wyjsciowego po wstrzyknieciu insuli-
ny NPH (p = 0,01), natomiast nie wzrastata po po-
daniu B1-T4-Ins. AUC dla MCR glukozy po wstrzyk-
nieciu insuliny NPH (1,03 ml/kg [0,41 i 1,65]) réznito
sie znamiennie od AUC dla MCR glukozy po wstrzyk-
nieciu B1-T4-Ins (0,15 ml/kg [0 i 1,95], p = 0,002).

Stezenie NEFA znaczaco sie zmniejszyto w sto-
sunku do wartosci wyjsciowych (0,69 umol/I [0,56
i 0,82]) zaréwno po B1-T4-Ins, jak i po insulinie
NPH w 3 godzinie odpowiednio do 0,46 umol/l (0,36
i 0,56) oraz 0,15 umol/l (0,07 i 0,22). Zmniejszenie
stezenia NEFA po podaniu insuliny NPH byto wigksze
w kazdym momencie badania niz po wstrzyknieciu
B1-T4-Ins (p < 0,05) (ryc. 1.Q). Stezenia IGF-I, gluka-
gonu, TSH, wolnej T3 i T4 nie réznity sie w obu zasto-
sowanych protokotach badania.

Whioski

Badanie po raz pierwszy przedstawia podanie
ludziom powigzanego kowalencyjnie kompleksu in-
suliny z tyroksyna. Autorzy wykazali, ze B1-T4-Ins jest
dobrze tolerowana, dobrze przyswajana po podaniu
podskérnym, posiada dtugi czas dziatania i w odréz-
nieniu od insuliny NPH wykazuje hepatoselektywnosc.

Podczas badan in vitro oraz in vivo wykaza-
no, ze B1-T4-Ins wigze sie z osoczowym THBP [12,
21], a takze ze przy braku ThBp B1-T4-Ins przytacza
sie do wyizolowanych z watroby szczuréw bton ko-
moérkowych hepatocytéw z takim samym powino-
wactwem jak insulina naturalna [21]. Jednak w obec-
nosci THBP zdolnos¢ wigzania analogu insuliny byta
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zmniejszona w poréwnaniu z insuling, co sugeruje,
ze miejsce na receptorze odpowiedzialne za dziata-
nie insuliny moze czesciowo zajmowac biatko wigza-
ce. Powyzsze wnioski sg zgodne z wynikami poprzed-
nich badan autoréw tej pracy, przeprowadzonych
metoda klamry hiperinsulinemiczno/insuliniczno-eu-
glikemicznej u zdrowych pséw [12], w czasie kté-
rych MCR z B1-T4-Ins byto nizsze niz w przypadku
insuliny ludzkiej i spadato dodatkowo po rozpocze-
ciu wlewu ludzkiej TBG. W badaniach prowadzo-
nych w ostatnim czasie u ludzi, z zastosowaniem
acylowanego analogu insuliny (NN304) i [Né- Palmi-
tylo Lys (B29)] insuliny ludzkiej, wigzacym sie z al-
buminami krwi, wykazano rowniez wyzsze stezenia
w poréwnaniu z insuling NPH po podaniu podskor-
nym [22, 23].

Opracowanie analogu insuliny podawanego
droga podskorna, ktory wigze sie wybiodrczo z recep-
torami watroby, jest nowym kierunkiem leczenia
majgcym na celu odzwierciedlenie dziatania insuliny
uwalnianej bezposrednio do krazenia wrotnego. Au-
torzy wykazali, ze chociaz obie insuliny B1-T4-Ins i NPH
podobnie oddziatujg na watrobe (hamowanie R)),
efekt dziatania obwodowego B1-T4-Ins na metabo-
lizm glukozy (czyli Ry, MCR) oraz wptyw na stezenie
NEFA s3 znaczgco mniejsze w poréwnaniu z insuling
NPH. Wyniki te s3 zgodne z wynikami wczesniejszych
badan prowadzonych na psach [12], w czasie kt6-
rych autorzy wykazali wzglednie wybiérczy profil
dziatania na watrobe tyroksylowych analogow insu-
liny w poréwnaniu z insuling ludzka po podaniu do-
zylnym. Potwierdza to hipoteze, ze czasteczki insuli-
nopochodne zwigzanie z biatkami osocza moga by¢
powstrzymywane przed reakcja z receptorem bto-
nowym tkanek obwodowych dzieki obecnosci barie-
ry srédbfonkowe;.

Réwniez wyniki badan dozylnego wlewu NN304
u psoéw sg zgodne z tym whnioskiem [24], dostarcza-
jac kolejnych dowodoéw, ze bariera srédbtonkowa
wtosniczek obwodowych ogranicza szybkos¢ oddzia-
tywania na tkanki insuliny zwigzanej z biatkami.
Wykazano zmiane zaleznosci w czasie pomiedzy ste-
zeniem analogu insuliny a szybkoscig wlewu glukozy.
Szczegolnie zwraca uwage utrzymywanie sie wyso-
kich poziomoéw immunoreaktywnego analogu insuli-
ny pomimo braku dziatania biologicznego po 24 go-
dzinach (ok. 10 godzin po zakorczeniu wlewu gluko-
zy). TBG wykazuje bardzo wysokie powinowactwo
do B1-T4-Ins w warunkach in vivo i jest bardzo praw-
dopodobne, ze utrzymujace sie dtugo podwyzszenie
stezenia jest spowodowane zwigzaniem B1-T4-Ins
z TBG. Potwierdzajg to wyniki badania FPLC. Ponad-
to, fakt dtuzszej obecnosci we krwi B1-T4-Ins niz czas

jej biologicznego oddziatywania na metabolizm glu-
kozy mozna przynajmniej w czesci wyttumaczy¢ bra-
kiem zaleznego od receptorow rozpadu frakcji zwia-
zanej z biatkami. W konsekwencji istnieje duze praw-
dopodobienstwo, ze czas dziatania takich analogéw
jest czesciowo zalezny od wybidrczosci wigzania z kon-
kretnymi biatkami krwi oraz od pojemnosci tych bia-
tek. Wyniki badan na psach po podskérnym podaniu
[Ne-Palmitylo Lys (B29)] insuliny ludzkiej (3,15 nmol/kg)
w poréwnaniu z insuling o posrednim czasie dziata-
nia Humulin L (1,8 nmol/kg) rowniez wykazywaty
wyzsze stezenia analogu i wydtuzony czas dziatania
w poréwnaniu z Humuling L [25].

Przebiegi zaleznosci sity dziatania od czasu obu
insulin NPH i B1-T4-Ins byty podobne i charakteryzo-
waly sie stopniowym narastaniem przez okoto 6 go-
dzin po wstrzyknieciu i postepujacym spadkiem po
tym okresie.

Mozna by sadzi¢, ze hipoglikemia jest mniejsza
przy braku nadmiernej stymulacji zuzywania gluko-
zy (czyli jezeli wczesniej zostata zapoczgtkowana
poprzez zmniejszenie R.). Mechanizmy wyréwnaw-
cze w odpowiedzi na hipoglikemie przeciwdziataja
wptywowi insuliny na R,. Normoglikemig mozna by
przywrdcic¢ i skutecznie utrzymac po uruchomieniu
dowolnego mechanizmu wyréwnawczego pod wa-
runkiem, ze zuzywanie glukozy przez migsnie szkiele-
towe i tkanke ttuszczowa nie podlegatoby nadmier-
nej stymulacji przez insuline.

Mimo ze w niniejszym badaniu nie obserwowa-
no zmiany poziomu TSH, w badaniach prowadzo-
nych na szczurach wywotywano hipotyreoze po-
przez tygodniowe podawanie politiouracylu [26], po
B1-T4-Ins podawanej dootrzewnowo obserwowano
zalezne od dawki zmniejszenie stezenia TSH (Farila
Schojace-Moradies, dane niepublikowane).

Syntezowany w odpowiednich ilosciach analog
B1-T4-Ins zostat wybrany jako pierwszy z grupy w
celu zastosowania u ludzi z powodu znanego, wyso-
kiego powinowactwa T4 do THBP, ktére pozwalato
na potwierdzenie zatozen teoretycznych w ekspery-
mencie. Inne analogi tyroksyny (np. rT3-Ins [21]) wy-
kazujg zmienny stopien wigzania z THBP zaleznego
od braku aktywnosci hormonalnej tarczycy. Wigza-
nie insuliny z grupami pochodnymi tyroksyny moze
stanowi¢ potencjalnie uzyteczna klinicznie nowa ge-
neracje analogéw insulin, z ktérych czesé znalaztaby
zastosowanie w leczeniu cukrzycy. Podstawowym
wskazaniem do stosowania tego typu lekow bedzie
cukrzyca typu 1, poniewaz w wypadku chorych na
cukrzyce typu 2 leczonych dietg lub lekami doustny-
mi insulina jest wydzielana endogennie bezposrednio
do krazenia wrotnego. Wprawdzie istniejg dowody,
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ze w cukrzycy typu 2 wystepuje watrobowa opor-
nos¢ na insuling, ktdra jest przyczyna hiperinsuline-
mii obwodowej z niekorzystnymi konsekwencjami me-
tabolicznymi [27]. Z tego powodu moze sie okazaé
korzystne podanie wybidrczych watrobowo analo-
gow insuliny takze w cukrzycy typu 2.

Autorzy wykazali, ze podanie ludziom zdrowym
analogu insuliny B1-T4-Ins jest bezpieczne i dobrze
tolerowane. Analog wchtania sie szybko z miejsca
podskérnego podania oraz osigga wysoki poziom ste-
zenia w surowicy, w ktérej jego wigkszos¢ wigze sie
z biatkami. Analog cechuje sie diugim czasem dzia-
tania i porownywalnym z insuling NPH wptywem na
R,, natomiast efekt dziatania obwodowego jest znacz-
nie bardziej zmniejszony. Z tego powodu wydaje sie,
ze dziata w sposéb watrobowowybiérczy. Cecha ta
wymaga dalszych ukierunkowanych badan, ktére
pozwolg na opracowanie wielu analogéw insulin o réz-
nym czasie dziatania. Tego typu analogi insulin moga
w przysztosci pomoc unikac niekorzystnych dziatan
metabolicznych zwigzanych z aktualnie stosowany-
mi insulinami podawanymi obwodowo.
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