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1. ⁄vod

Neschopnost syntÈzy inzulÌnu nebo dysfunkce inzulÌnovÈ-
ho receptoru v tÏle savc˘ zp˘sobujÌ cukrovku a z nÌ vypl˝vajÌcÌ
¯adu dalöÌch onemocnÏnÌ. V populaci »eskÈ republiky touto
chorobou trpÌ asi 640 000 obyvatel, z nichû kolem 100 000 si
musÌ inzulÌn aplikovat injekËnÏ. P¯ibliûnÏ dalöÌch 600 000
jsou tzv. skrytÌ diabetici, kte¯Ì dosud nebyli diagnostikov·ni.
Od roku 1975 se tak v »R poËet onemocnÏnÌ cukrovkou
zdvojn·sobil. Ve vyspÏl˝ch zemÌch se v n·sledujÌcÌch 25
letech p¯edpokl·d· n·r˘st tÈto choroby o 42 %, v rozvojov˝ch
zemÌch pak dokonce o 170 %. Cukrovka se tak stala civilizaËnÌ
chorobou, jejÌû v˝skyt m· charakter epidemie1.

Proteinov˝ hormon inzulÌn p˘sobÌ jako efektorov· mole-
kula, kter· aktivuje inzulÌnov˝ receptor (IR). IR je alosterick˝
enzym, pa¯ÌcÌ ke skupinÏ receptor˘ s endogennÌ tyrosinkina-
sovou aktivitou (TK) (cit.2). NedostateËn· tvorba inzulÌnu je
podstatou onemocnÏnÌ diabetes mellitus I. typu, zatÌmco dys-
funkce inzulÌnovÈho receptoru a postreceptorov˝ch reakcÌ
vede k diabetu mellitu II. typu, kter˝m trpÌ naprost· vÏtöina
diabetik˘. Tento typ diabetu z·visÌ vÌcemÈnÏ na vÏku, ûivo-
tospr·vÏ a zp˘sobu ûivota. Obezita, vÏk nad 60 let a hypertenze
jsou hlavnÌ rizikovÈ faktory a p¯ÌËiny vzniku diabetu II. typu.

Pro ˙spÏönou lÈËbu tohoto z·vaûnÈho onemocnÏnÌ je za-
pot¯ebÌ poznat mechanismus interakce inzulÌnu s p¯Ìsluön˝m
receptorem na molekul·rnÌ ˙rovni. V poslednÌch desetiletÌch
byla navrûena ¯ada strukturnÌch model˘ tÈto interakce3,4, vËet-
nÏ model˘ vysvÏtlujÌcÌch negativnÌ kooperativitu interakce
inzulÌn/IR (afinita receptor˘ kles· s jejich vzr˘stajÌcÌ obsaze-

nostÌ)5,6. K tomu p¯ispÏl nejen rozs·hl˝ v˝zkum biochemick˝,
ale i metody rentgenostrukturnÌ anal˝zy, elektronovÈ mikro-
skopie a NMR, kterÈ dovolujÌ popsat trojrozmÏrnou strukturu
molekul s rozliöenÌm jednotliv˝ch atom˘.

V p¯ÌpadÏ inzulÌnu m·me k dispozici terci·rnÌ struktury
vÏtöÌho poËtu p¯ÌrodnÌch inzulÌn˘ i jejich analog˘. O struktu¯e
IR, vzhledem k jejÌ komplikovanosti, existuje mÈnÏ informacÌ.
P¯esto se v poslednÌch dvou letech dos·hlo znaËnÈho pokroku,
zejmÈna spojenÌm v˝sledk˘ experiment·lnÌch metod a poËÌta-
ËovÈho modelov·nÌ, kterÈ d·vajÌ relativnÏ podrobn˝ obraz
o stavbÏ IR i jeho komplexu s inzulÌnem7ñ9.

V p¯edloûenÈ pr·ci je pod·n struËn˝ obraz trojrozmÏrnÈ
struktury inzulÌnu, jeho receptoru a jejich interakce. »l·nek
tak navazuje na publikaci o struktu¯e inzulÌnovÈ molekuly
v tomto Ëasopise10.

2. Molekula inzulÌnu

Molekula lidskÈho inzulÌnu (molekulov· hmotnost 5806 Da)
se skl·d· ze dvou ¯etÏzc˘, kde ¯etÏzec A obsahuje 21 a ¯etÏ-
zec B 30 aminokyselinov˝ch zbytk˘ (d·le jen zbytk˘). V krvi
se inzulÌn v koncentracÌch 10ñ11 aû 10ñ8 M vyskytuje ve formÏ
monomeru11,12 s poloËasem ûivota 5 minut (cit.13), ve vyööÌch
koncentracÌch je molekula inzulÌnu ve formÏ hexameru. Mi-
krokrystaly sloûenÈ z pravideln˝ch hexamer˘ p¯edstavujÌ de-
potnÌ formu inzulÌnu. Hexamer inzulÌnu je tvo¯en t¯emi dimery
inzulÌnu koordinovan˝mi ionty Zn2+ (cit.10,11,14).

Krystalick˝ inzulÌn se vyskytuje v ¯adÏ forem. Je to nap¯Ì-
klad forma T (tense) s rozvinutou Ë·stÌ B1 aû B8, nebo forma R
(relax), kdy uveden˝ ˙sek ¯etÏzce B m· konformaci α öroubo-
vice a navazuje tak na öroubovici v oblasti B9ñB20 (cit.15).
NMR experimenty prok·zaly p¯Ìtomnost konformace stavu T
rovnÏû ve vodnÈm roztoku hormonu16. Z toho nÏkte¯Ì auto¯i
usoudili, ûe stav T p¯edstavuje aktivnÌ forma inzulÌnu p¯i
interakci s IR (cit.17). Na druhÈ stranÏ vöak bylo zjiötÏno, ûe
konformace typu T, nalezen· v krystalech nativnÌho inzulÌnu,
je stejn· jako konformace neaktivnÌho inzulÌnovÈho analo-
gu11,16. Na z·kladÏ tÏchto pracÌ tak nebylo moûno rozhodnout,
kter· z forem je p¯i interakci s IR preferov·na16. Z experiment˘
i poËÌtaËovÈ simulace vypl˝v·, ûe aktivnÌ forma se vytv·¯Ì
patrnÏ aû v blÌzkosti aktivnÌho mÌsta receptoru18,19. Odtud
vypl˝v· snaha ¯ady laborato¯Ì co nejpodrobnÏji popsat struk-
turu IR, resp. komplexu inzulÌn/IR.

3. InzulÌnov˝ receptor

InzulÌnov˝ receptor je membr·nov˝ glykoprotein pat¯ÌcÌ
do skupiny tyrosinkinasov˝ch receptor˘ tvo¯en˝ dvÏma α-
a dvÏma β-podjednotkami vz·jemnÏ kovalentnÏ v·zan˝mi di-
sulfidick˝mi m˘stky2,20. Je lokalizov·n na vöech tk·nÌch ob-
ratlovc˘ a jeho koncentrace na buÚce m˘ûe b˝t od 40 molekul
receptoru na erytrocytech po 200 000 molekul receptoru na
adipocytech a hepatocytech. Molekulov· hmotnost je 340 kDa
a poloËas ûivota je 7 hodin13. Existence membr·novÈho IR
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byla p¯edpovÏzena jiû p¯ed vÌce neû 30 lety21ñ23. Experimen-
t·lnÌ d˘kaz uvedenÈ hypotÈzy podali Yip a jeho spolupracov-
nÌci24 v roce 1978. Prim·rnÌ struktura byla stanovena Ebinou25,
Ullrichem a jejich kolegy v roce 1985 (cit.20,26), kte¯Ì prok·zali,
ûe IR je proteinov˝ heterotetramer formy β-α-α-β kovalentnÏ
v·zan˝ disulfidov˝mi m˘stky. IR je homologick˝ s ¯adou
receptor˘, nap¯. s receptorem pro IGF-I (insulin-like growth
factor I), EGF (epidermal growth factor), PDGF (plateled-de-
rived growth factor) aj. Gen pro IR je umÌstÏn na kr·tkÈm
ramÈnku lidskÈho chromosomu 19 a obsahuje 22 exon˘. Pre-
kurzor IR je syntetizov·n jako jeden polypeptidov˝ ¯etÏzec,
kter˝ se skl·d· ze dvou velk˝ch extracelul·rnÌch domÈn (cel·
podjednotka α (735 zbytk˘) a 1/3 podjednotky β (194 zbytk˘),
jednÈ transmembr·novÈ domÈny (23 zbytk˘) a intracelul·rnÌ
domÈny (2/3 podjednotky β (403 zbytk˘)). OdötÏpenÌm 4
zbytk˘ se oddÏlÌ obÏ podjednotky, kterÈ jsou d·le v·z·ny
pouze disulfidick˝mi m˘stky. Vytvo¯Ì se  tak heterodimer
inzulÌnovÈho receptoru skl·dajÌcÌ se z extracelul·rnÌ podjed-
notky α (135 kDa) a Ë·steËnÏ extra- a Ë·steËnÏ intracelul·rnÌ
podjednotky β (95 kDa, 620 zbytk˘). V mÌstÏ ötÏpenÌ obou
podjednotek m˘ûe doch·zet k alternativnÌmu sest¯ihu exonu
11 (zbytky 718ñ729), vytv·¯Ì se tak 2 izoformy IR rozdÌlnÈ 12

Tabulka I
Distribuce aminokyselinov˝ch zbytk˘ v inzulÌnovÈm receptoru

N·zev domÈny Oblast v sekvenci
na receptoru

podjednotka α

L1 (N-konec) 1ñ158
CR 159ñ310
L2 311ñ470
Fn0 471ñ572
αFn1 573ñ661
αID 662ñ719 (C-konec)

podjednotka β

βID (N-konec) 724ñ779
βFn1 780ñ816
Fn2 817ñ913
EM (extracelul·rnÌ 914ñ919

vrstva membr·ny)
TM 930ñ952
IM (intracelul·rnÌ 953ñ977

vrstva membr·ny)
TK 978ñ1283
CTR (C-koncov· oblast) 1284ñ1388 (C-konec)

zbytky v blÌzkosti C-konce podjednotky α (cit.2). SpojenÌm
disulfidick˝mi m˘stky na podjednotce α dvou heterodimer˘
IR se vytv·¯Ì kompletnÌ heterotetramer IR, kter˝ je schopen
nav·zat molekulu inzulÌnu.

Na podjednotk·ch je moûno rozliöit nÏkolik domÈn (obr. 1).
Na urËenÌ struktury jednotliv˝ch domÈn se podÌlela ¯ada auto-
r˘. Na sestavenÌ prozatÌmnÌ kvarternÌ struktury IR se vyuûÌvalo
i homologiÌ s jin˝mi receptory. Strukturu ektodomÈny IR na
z·kladÏ homologie s EGF poprvÈ stanovil Taylor a jeho spo-
lupracovnÌci27. Identifikovali dvÏ velkÈ homolognÌ domÈny
(L1 a L2) a menöÌ CR (cystein-rich) domÈnu umÌstÏnou mezi
nimi. TrojrozmÏrnou strukturu ektodomÈny IGF-I stanovil
rentgenostrukturnÌ anal˝zou Garrett a spol. v roce 1998 (cit.28).
Pozornost k tÈto Ë·sti IR smÏ¯uje kv˘li domnÏlÈmu vazebnÈ-
mu mÌstu pro inzulÌn6,29ñ33. Za domÈnami L1-CR-L2 jsou t¯i
domÈny fibronektinu typu III (Fn0, Fn1 a Fn2), jejichû struk-
turu urËili metodami NMR a RTG-krystalografie Casasno-
vas34, Copie35, Marino-Buslje36 a jejich spolupracovnÌci. Fib-
ronektin typu III je sedmivrstv· β-struktura. DomÈna Fn1 tvo¯Ì
p¯edÏl mezi podjednotkami α a β, kdy Ëty¯i β-struktury pat¯Ì
podjednotce α a t¯i podjednotce β. Transmebr·novou
domÈnu (TM) tvo¯Ì 23 zbytk˘ α-helix. Intracelul·rnÌ
tyrosinkinasovou domÈnu (TK) stanovili krystalograficky
Hubbar37,38 a jeho spolupracovnÌci. V˝sledky poËÌtaËovÈho
modelov·nÌ publikoval Ginalski39. Na tyrosinkinasovÈ
domÈnÏ doch·zÌ k autofosforylaci t¯Ì tyrosinov˝ch zbytk˘
Tyr1158, Tyr1162 a Tyr1163 na aktivaËnÌ smyËce. Touto
autofosforylacÌ doch·zÌ ke spuötÏnÌ celÈ kask·dy in-
tracelul·rnÌch pochod˘, vedoucÌch mimo jinÈ ke stimulaci
transportu glukosy dovnit¯ buÚky a n·slednÈ lipogenezi.

Na tyto dÌlËÌ poznatky o struktu¯e IR nav·zal Ottensmeyer
s kolektivem, kter˝ v roce 1999 (cit.7) urËil metodou skanovacÌ

Obr. 1. SchÈma inzulÌnovÈho receptoru. Distribuce aminokyseli-
nov˝ch zbytk˘ v jednotliv˝ch oblastech je uvedena v tabulce I. L1,
L2 ñ homolognÌ domÈny, oblast vazby inzulÌnu na IR; CR ñ cystein
rich domÈna; Fn0, Fn1, Fn2 ñ domÈny fibronektinu typu III; αID ñ
vloûen· domÈna α-podjednotky; βID ñ vloûen· domÈna β-podjed-
notky; TM ñ transmembr·nov· domÈna; TK ñ tyrosinkinasa; AñC ñ
aktivaËnÌ, katalyzaËnÌ smyËka; 1 ñ disulfidov˝ m˘stek na Cys524,
mÌsto spojenÌ dvou α-podjednotek; 2 ñ disulfidovÈ m˘stky na Cys682,
Cys683 a Cys 685, mÌsto spojenÌ dvou α-podjednotek; 3 ñ disulfidov˝
m˘stek spojujÌcÌ α a β-podjednotku, spojenÌ Cys647 na α-podjed-
notce a Cys872 na β-podjednotce
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transmisnÌ elektronovÈ kryomikroskopie (STEM) kvarternÌ
strukturu nekovalentnÌho komplexu inzulÌn/IR. SpojenÌm uve-
den˝ch informacÌ a za pomoci molekul·rnÌho modelov·nÌ byl
vytvo¯en energeticky optim·lnÌ model tohoto komplexu8,9.
Distribuce aminokyselinov˝ch zbytk˘ v jednotliv˝ch domÈ-
n·ch IR je uvedena v tabulce I.

DvÏ podjednotky α se v·ûÌ kolmo na dvojËetnou osu
soumÏrnosti disulfidick˝mi m˘stky v pozicÌch Cys524, Cys682,
Cys683 a Cys685. Disulfidick˝ m˘stek, kter˝ v·ûe podjednot-
ky α a β dvou r˘zn˝ch heterodimer˘, je tvo¯en Cys647 ve Fn1
domÈnÏ podjednotky α a Cys872 ve Fn2 domÈnÏ podjednotky
β. Katalytick· smyËka je tvo¯ena zbytky 1130 aû 1137. Akti-
vaËnÌ smyËka pak zbytky 1149 aû 1170. Prostorov· struktura
nÏkter˝ch oblastÌ, nap¯Ìklad C termin·lnÌ domÈny nebo vloûe-
nÈ domÈny βID, nenÌ doposud p¯esnÏ zn·ma8.

4. Interakce inzulÌn/inzulÌnov˝ receptor

Taylor a dalöÌ5,19,32,40,41 vysvÏtlujÌ aktivaci IR jeho defor-
macÌ vyvolanou nav·z·nÌm inzulÌnu. P¯edpokl·dan˝ mecha-
nismus interakce inzulÌnu s IR spoËÌv· ve vniknutÌ molekuly
inzulÌnu do pasti tvo¯enÈ t¯emi prvnÌmi domÈnami podjednot-
ky α oznaËovan˝mi jako L1-CR-L2 (obr. 2).

Podjednotky β receptoru jsou drûeny od sebe v pot¯ebnÈ
vzd·lenosti ˙sekem Ñcamì domÈny CR, kde ˙sek cam hraje
roli jakÈsi mechanickÈ vaËky. Po zachycenÌ inzulÌnovÈ mole-
kuly receptorem dojde k sev¯enÌ ÑkleötÌì tvo¯en˝ch domÈnami
L1-CR-L2 obou monomer˘, a tÌm i k vysmeknutÌ ˙seku cam.
To umoûnÌ p¯iblÌûenÌ transmembr·nov˝ch a intracelul·rnÌch
Ë·stÌ podjednotky β obou monomer˘, a tÌm i kontakt aktivaË-
nÌch a katalytick˝ch smyËek protilehl˝ch TK (obr. 2b), vedou-

cÌ k transfosforylaci TK a n·slednÈmu spuötÏnÌ laviny intrace-
lul·rnÌch sign·l˘. Deaktivace IR postupuje patrnÏ opuötÏnÌm
inzulÌnovÈ molekuly z kleötÌ t¯ech prvnÌch domÈn, n·slednÏ se
odd·lÌ domÈny TK, p¯iËemû doch·zÌ k defosforylaci.

P¯i studiu vazby inzulÌnu na IR se vych·zelo z p¯edpokla-
du, ûe kontaktu se ˙ËastnÌ p¯edevöÌm ty zbytky inzulÌnu, kterÈ
jsou zodpovÏdnÈ za tvorbu dimeru, resp. hexameru inzulÌnu.
PostupnÏ se uk·zalo, ûe vazebn· interakce inzulÌnu s IR se dÏje
na amfipatickÈm povrchu inzulÌnovÈ molekuly. V jejÌm st¯edu
je hydrofobnÌ oblast velikosti 150 Å2 tvo¯en·: A1, A3, A19,
B11, B12, B15, B16, B24, B25 a B26. Pol·rnÌ a nabitÈ skupi-
ny: A4, A5, A18, A21, B9, B10, B13, B21, B22 a skupina
COOñ konce ¯etÏzce B jsou uspo¯·d·ny okolo nÌ. HydrofobnÌ
povrch je zakryt koncovou pohyblivou Ë·stÌ ¯etÏzce B, kter·
jej stÌnÌ p¯ed molekulami rozpouötÏdla. ⁄hel mezi amfipatic-
k˝m povrchem a povrchem dimerizace je asi 20∞ (cit.17).
P¯ibliûnÏ stejnÈ skupiny zbytk˘ uv·dÏjÌ pr·ce5,8,32,42. V tabul-
ce II jsou nejkratöÌ kontakty mezi inzulÌnem a IR zÌskanÈ
poËÌtaËov˝m modelov·nÌm8.

P¯esnÈ mÌsto nav·z·nÌ inzulÌnu na IR nenÌ jeötÏ zn·mÈ.
Rozch·zejÌ se zde dva n·zory. JednÌm je p¯edpoklad interakce
inzulÌnu s CR domÈnou43ñ46. Druhou je spolupr·ce obou do-
mÈn L1 a L2 p¯i interakci s inzulÌnem. P¯edpokl·d· se, ûe
C-konec B-¯etÏzce inzulÌnu kontaktuje N-konec IR (zbytky 20
aû 121), zatÌmco N-konec B-¯etÏzce inzulÌnu interaguje se
zbytky 390 aû 488 receptoru33,47. PouûitÌm fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ se uk·zala moûn· interakce Phe88-Phe89-Asn90-Tyr91
na  IR s PheB24-PheB25-TyrB26 inzulÌnu47. Elektronovou
kryomikroskopiÌ7 se potvrdilo, ûe jedna Ë·st inzulÌnu se v·ûe
na  L1 domÈnu prvnÌho  heterodimeru a jin· Ë·st  inzulÌnu
se nav·ûe na L2 domÈnu druhÈho heterodimeru. Vzhledem
k dvojËetnÈ soumÏrnosti IR dimeru se m˘ûe inzulÌnov· mole-

Obr. 2. SchematickÈ zn·zornÏnÌ interakce inzulÌnu s inzulÌnov˝m receptorem. Zn·zornÏnÌ funkce ˙seku Ñcamì p¯i nav·z·nÌ inzulÌnu na IR.
EktodomÈna IR funguje jako ÑkleötÏì, jejichû sev¯enÌ v d˘sledku nav·z·nÌ inzulÌnu zp˘sobÌ vysmeknutÌ ˙seku Ñcamì a n·slednÈ p¯iblÌûenÌ
aktivaËnÌch smyËek (A-smyËka), tÌm se tyrosinkinasovÈ (TK) domÈny dostanou do pozice, kdy m˘ûe doch·zet k autofosforylaci tyrosinov˝ch
zbytk˘ a spuötÏnÌ kask·dy nitrobunÏËn˝ch dÏj˘ z·visl˝ch na vazbÏ inzulÌnu; 1, 2 ñ disulfidickÈ m˘stky mezi podjednotkami α; C ñ katalytick·
oblast
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Tabulka II
NÏkterÈ nejkratöÌ vzd·lenosti mezi postrannÌmi ¯etÏzci ami-
nokyselinov˝ch zbytk˘ inzulÌnu a inzulÌnovÈho receptoru

InzulÌn InzulÌnov˝ Vzd·lenost mezi
receptor postrannÌmi ¯etÏzci

[pm]

monomer I

GluA4 Arg86 (L1) 250a

ThrA8 Arg86 260
LysB29 Asp12 260
LysB29 Gln4 250
GluA17 Arg331 (L2) 250
GlnA21 Ser323 530b

monomer II

SerB9 Gln34 (L1) 280
HisB10 Arg14 500b

GluB13 Arg86 250
ValB12 Phe89 250
LeuB17 Leu87 250
TyrB16 Leu87 250
PheB24 Phe88 250
TyrB26 Tyr91 350b

GluB21 His247 (CR) 250
GluB21 Gln249 250
ArgB22 Asp250 400b

ArgB22 Glu287 250
ArgB22 His247 250
AsnA5 Arg331 (L2) 250
AsnA15 Arg331 250

a Minim·lnÌ vzd·lenosti bÏhem rotace postrannÌch ¯etÏzc˘,
b interakce p¯edpokl·dajÌcÌ p¯Ìtomnost molekuly vody, vodÌ-
kovÈ vazby nebo rotaci cel˝ch oblastÌ L1 a L2

kula zachytit v p·ru L1-CR-L2 domÈn ve dvou ekvivalentnÌch
orientacÌch otoËenÌm o 180∞ kolem dvojËetnÈ osy IR. ZÌskan˝
model vöak z·roveÚ ukazuje, ûe ˙pln· afinita vazby inzulÌnu
na IR vyûaduje nav·z·nÌ molekuly na oba heterodimery IR
z·roveÚ. To vyluËuje souËasnou plnou vazbu dvou inzulÌno-
v˝ch molekul, ve shodÏ s negativnÌ kooperacÌ vazby inzulÌnu
s nÌzkou vazebnÌ afinitou monomernÌho inzulÌnu, jak ji p¯ed-
pokl·dal De Meyts a spol.5

5. Typy inzulÌnu a jejich ˙Ëinnost

P¯i hodnocenÌ ˙Ëinnosti jednotliv˝ch typ˘ inzulÌnu je d˘-
leûitÈ definovat p¯Ìsluön· kritÈria. Je pot¯ebnÈ u jednotliv˝ch
typ˘ inzulÌnu nebo jeho analog˘ urËit jejich biologickou afi-
nitu a aktivitu. Biologick· afinita ud·v· schopnost vazby
inzulÌnu, resp. jeho analogu na IR. Biologick· aktivita je jak·si
biologick· odpovÏÔ na nav·z·nÌ inzulÌnu na IR, nap¯. schop-
nost buÚky p¯ijmout molekuly glukosy nebo schopnost z p¯i-
jatÈ glukosy vytvo¯it triacylglycerol.

Biologick· aktivita se nejd¯Ìve testovala pouze in vivo

nejËastÏji tzv. k¯eËov˝mi testy48, kdy se pod·nÌm velkÈ d·vky
inzulÌnu vyvolala k¯eËov· odezva, nebo mÏ¯enÌm mnoûstvÌ
glukosy v krvi po pod·nÌ inzulÌnu, resp. jeho analog˘49. »aso-
v· a finanËnÌ n·roËnost tÏchto test˘ vedla k zavedenÌ test˘ in
vitro, kde se vyuûÌv· buÔ plazmatick˝ch bunÏËn˝ch membr·n
nebo izolovan˝ch bunÏk. Na tomto materi·lu se nejËastÏji
mÏ¯Ì biologick· afinita, schopnost transportu glukosy, mÌra
lipogeneze, Ëi oxidace glukosy. K tÏmto pokus˘m jsou nejËas-
tÏji pouûÌv·ny celÈ buÚky ñ adipocyty (potkanÌ23,50ñ52, myöÌ53,
lidskÈ51), hepatocyty (potkanÌ54, myöÌ53, psÌ4,55), lidskÈ lymfo-
cyty IM-956,57, lidskÈ fibroblasty58,59 nebo izolovanÈ plazma-
tickÈ membr·ny z adipocyt˘, hepatocyt˘ Ëi lidsk˝ch placen-
t·rnÌch bunÏk60. P¯i zjiöùov·nÌ afinity k IR se mÏ¯Ì schopnost
kompetice inzulÌnu, resp. jeho analogu s radioaktivnÏ znaËe-
n˝m inzulÌnem, o vazebnÈ mÌsto na inzulÌnovÈm receptoru.
P¯i stimulaci transportu glukosy se mÏ¯Ì schopnost inzulÌnu,
resp. jeho analogu stimulovat pr˘nik nemetabolizovatelnÈho
radioaktivnÏ znaËenÈho analogu glukosy p¯es plazmatickou
membr·nu dovnit¯ buÚky52. P¯i testov·nÌ mÌry lipogeneze se
mÏ¯Ì schopnost inzulÌnu, resp. jeho analogu, syntetizovat tri-
acylglycerol z radioaktivnÏ znaËenÈ glukosy. UvedenÈ testy
in vitro jsou p¯ibliûnÏ paralelnÌ, nikoliv vöak identickÈ42,61. Je
moûnÈ mÌt analog, kter˝ m· v˝bornou afinitu k IR, ale jeho
schopnost biologickÈ odpovÏdi je mal·.

P¯i konstrukci nov˝ch analog˘ inzulÌnu jsou takÈ d˘leûitÈ
poûadavky na rychlost n·stupu ˙Ëinku19 a dÈlku jeho trv·nÌ.
ZajÌmavÈ jsou takÈ vedlejöÌ ˙Ëinky, kdy nap¯Ìklad [AspB10]
inzulÌn vznikl˝ substitucÌ Asp za His je karcinogennÌ32.

R˘znÈ typy inzulÌnu je moûnÈ rozdÏlit podle nÏkolika
hledisek. Zde si pro ilustraci uvedeme klasifikaci podle p˘vodu:
a) p¯ÌrodnÌ (nativnÌ): lidsk˝, vep¯ov˝ atd. Podrobn˝ popis

nalezneme v pr·ci Blundella a spol.62,
b) genetickÈ mutanty jako Chicago PheB25→LeuB25, Los

Angeles PheB24→SerB24, Wakayama ValA3→LeuA3
(cit.4,11) EBL3Q Gly B13→GlnB13 (cit.63). UvedenÈ typy
byly zjiötÏny u pacient˘ v oblastech, podle kter˝ch jsou
danÈ mutanty takÈ pojmenov·ny. Jejich ˙Ëinnost byla
vesmÏs menöÌ neû 1 %,

c) analogy (syntetickÈ, semisyntetickÈ) vzniklÈ:
ñ transpozicÌ dvojice Ëi vÌce dvojic zbytk˘. Nejzn·mÏjöÌ

analog tohoto typu je tzv. Lispro, kter˝ se dostal na n·ö
trh pod obchodnÌm n·zvem Humalog. Jedn· se o trans-
pozici ProB28 a LysB29 (cit.64),

ñ substitucÌ za jin˝ zbytek (jeden nebo vÌce) nebo D/L
optick˝ antipod65,

ñ derivacÌ (chemick· modifikace) za jinou chemickou
skupinu neû aminokyselinu nebo zmÏna ve vedlejöÌm
¯etÏzci,

ñ delecÌ (vynech·nÌm) vnit¯nÌ Ë·sti ¯etÏzce Ëi zkr·cenÌm
konce ¯etÏzce66,

d) skupina inzulÌnu p¯Ìbuzn˝ch l·tek: IGF-I, IGF-II, EGF,
PDGF, bombycin, PTTH, relaxin, MIP (cit.67).
V˝znamnou skupinu pak tvo¯Ì l·tky vzniklÈ kombinacÌ

uveden˝ch zmÏn. Tak nap¯Ìklad doposud nej˙ËinnÏjöÌ zn·m˝
analog [D-AlaB26]des-(B27ñB30)-destetrapeptid-inzulÌn-B26-
-amid vykazuje 12,5◊ vyööÌ afinitu na IR a 9,7◊ vyööÌ biolo-
gickou aktivitu neû lidsk˝ inzulÌn. Jedn· se o souËasnou deleci
poslednÌch 4 zbytk˘ C-koncovÈ Ë·sti ¯etÏzce B a substituci
TyrB26→D-AlaB26 (cit.18).

V kr·tkosti se proto zmÌnÌme jen o nÏkolika v˝znamn˝ch
poznatcÌch, kterÈ byly vodÌtkem p¯i konstrukci nov˝ch typ˘
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inzulÌnu. OmezÌme se na vlastnosti ˙seku B20ñB30, kter˝
hraje v˝znamnou roli p¯i interakci s IR. P¯i interpretaci v˝sled-
k˘ se braly v ˙vahu podmÌnky stÈrickÈ, rozdÏlenÌ n·boj˘,
hydrofobicita, vodÌkovÈ a iontovÈ vazby, vliv vody a dyna-
mickÈ vlastnosti jednotliv˝ch ˙sek˘ ¯etÏzc˘. Tak nap¯Ìklad
bylo prok·z·no, ûe postupn· delece Ëty¯ koncov˝ch aminoky-
selinov˝ch zbytk˘ ¯etÏzce B sniûuje aktivitu inzulÌnu, p¯iËemû
takto vzniklÈ analogy jsou ale st·le jeötÏ ˙ËinnÈ42. V˝raznÏjöÌ
zmÏna (pokles na 25 % p˘vodnÌ aktivity nativnÌho inzulÌnu)
nast·v· odtrûenÌm i TyrB26. OdstranÏnÌ PheB25 znamen·
v˝raznÈ snÌûenÌ biologickÈ aktivity inzulÌnu. Ukazuje se, ûe
v p¯ÌpadÏ substituce Phe v poloze B25, koncov· Ë·st ¯etÏzce
B do jistÈ mÌry Ñp¯ek·ûÌì p¯iblÌûenÌ inzulÌnu k aktivnÌ oblasti
na povrchu IR, coû se projevuje snÌûenÌm inzulÌnovÈ aktivity4.
V˝jimku tvo¯Ì substituce Tyr mÌsto Phe, kdy se snÌûenÌ tÈmÏ¯
neprojevÌ. PodrobnÏjöÌ v˝sledky pro despentapeptid inzulÌnu
uv·dÌ pr·ce Spodena a spol.61, kde se konstatuje, ûe v˝znam
aromatickÈho kruhu nenÌ podstatn˝, ale naopak je rozhodujÌcÌ
planarita postrannÌho ¯etÏzce B25 v oblasti atomu . V p¯Ì-
padÏ delece pÏti poslednÌch zbytk˘ v ¯etÏzci B se ukazuje, ûe
amidace karboxylovÈ skupiny eliminuje negativnÌ vliv z·por-
nÈho n·boje karboxylu a biologick· aktivita takto zkr·cenÈho
analogu (despentapeptid inzulÌn) z˘st·v· nezmÏnÏna68.

OdtrûenÌ PheB24 prakticky ruöÌ inzulÌnovou aktivitu, pa-
trnÏ vlivem zhroucenÌ geometrie inzulÌnovÈ kliËky B20ñB23,
o kterÈ se p¯edpokl·d·, ûe rozhoduje o styku s IR (cit.42,69).
Uveden˝ model p¯edpokl·d·, ûe v okamûiku kontaktu inzulÌ-
novÈ molekuly s IR doch·zÌ k uvolnÏnÌ oblasti B22ñB30
z blÌzkosti öroubovice   B9ñB20 a odhalenÌ hydrofobnÌ
oblasti lemovanÈ oblastÌ hydrofilnÌ. SmyËka beta tvo¯en·
B20ñ B23 p¯itom zajiöùuje ot·Ëivost zb˝vajÌcÌho konce
¯etÏzce B (cit.5,16,19,69,70).

PodrobnÈmu studiu byl podroben analog Lispro (Huma-
log). Prolin v inzulÌnu m· v poloze B28 stabilizujÌcÌ vliv na
interakci monomerñmonomer a p¯edpokl·d· se, ûe substituce
Lys v pozici B28 povede ke stÈrick˝m z·bran·m a zruöÌ se
specifick˝ kontakt prolinovÈho kruhu, a tÌm se zabr·nÌ dime-
rizaci. InzulÌn  tak  setrv·v· v monomernÌ aktivnÌ formÏ64.
Humalog se tak st·v· analogem inzulÌnu s velmi rychl˝m
˙Ëinkem.

6. Z·vÏr

Rozs·hlÈ spektrum dosavadnÌch v˝sledk˘ d·v· dÌlËÌ infor-
mace. Bez znalosti trojrozmÏrnÈ struktury komplexu inzulÌnu
a jeho homolog˘ s IR je obtÌûnÈ odpovÏdÏt na nÏkterÈ z·kladnÌ
ot·zky t˝kajÌcÌ se afinity a aktivity inzulÌnu. Pokrok souËas-
n˝ch experiment·lnÌch postup˘ a v˝poËetnÌch metod d·v·
vöak re·lnou nadÏji, ûe se poda¯Ì tyto problÈmy vy¯eöit v blÌzkÈ
budoucnosti.

Pr·ce byla podpo¯ena grantem MPO »R PZ-22/32 a v˝-
zkumn˝m z·mÏrem Z4 055 905.
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An ever-icreasing number of patients who suffer from
diabetes mellitus is a worldwide problem. Therefore, an ex-
tensive study of insulin and its receptor is of high priority of
many recent studies. Particularly, a detailed knowledge of
the molecular structure and conformational changes of insulin
along the metabolic path is very important. The paper shows
some interesting features of the topic.
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