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1. Uvod

Neschopnost syntézy inzulinu nebo dysfunkce inzulinové-
ho receptoru v téle saveid zpasobuji cukrovku a z ni vyplyvajici
fadu dalsich onemocnéni. V populaci Ceské republiky touto
chorobou trpf asi 640 000 obyvatel, z nichz kolem 100 000 si
musi inzulin aplikovat injek¢né. Priblizné dalSich 600 000
jsou tzv. skryti diabetici, ktef{ dosud nebyli diagnostikovani.
Od roku 1975 se tak v CR po&et onemocnéni cukrovkou
zdvojndsobil. Ve vyspélych zemich se v ndsledujicich 25
letech pfedpoklddd ndrist této choroby 0 42 %, v rozvojovych
zemich pak dokonce o 170 %. Cukrovka se tak stala civiliza¢ni
chorobou, jejiz vyskyt ma charakter epidemie’.

Proteinovy hormon inzulin ptsobi jako efektorovd mole-
kula, kterd aktivuje inzulinovy receptor (IR). IR je alostericky
enzym, pafici ke skupiné receptorti s endogenni tyrosinkina-
sovou aktivitou (TK) (cit.z)‘ Nedostate¢nd tvorba inzulinu je
podstatou onemocnéni diabetes mellitus . typu, zatimco dys-
funkce inzulinového receptoru a postreceptorovych reakci
vede k diabetu mellitu II. typu, kterym trpi naprostd vétSina
diabetikd. Tento typ diabetu zdvisi viceméné na véku, Zivo-
tosprave a zplsobu Zivota. Obezita, vék nad 60 let a hypertenze
jsou hlavni rizikové faktory a pfic¢iny vzniku diabetu II. typu.

Pro dspéSnou 1écbu tohoto zdvazného onemocnéni je za-
potfebi poznat mechanismus interakce inzulinu s pfislusnym
receptorem na molekuldrni trovni. V poslednich desetiletich
byla navrzena fada strukturnich modeli této interakce’ ‘4, viet-
né¢ modell vysvétlujicich negativni kooperativitu interakce
inzulin/IR (afinita receptord klesd s jejich vzrustajici obsaze-
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nosti)>°. K tomu prispél nejen rozsahly vyzkum biochemicky,
ale i metody rentgenostrukturni analyzy, elektronové mikro-
skopie a NMR, které dovoluji popsat trojrozmérnou strukturu
molekul s rozliSenim jednotlivych atomt.

V ptfipadé inzulinu mdme k dispozici tercidrni struktury
vétsiho poctu pfirodnich inzulind i jejich analogi. O struktufe
IR, vzhledem k jeji komplikovanosti, existuje mén¢ informaci.
Presto se v poslednich dvou letech dosdhlo zna¢ného pokroku,
zejména spojenim vysledki experimentdlnich metod a pocita-
¢ového modelovéni, které ddvaji relativné podrobny obraz
o stavbé IR i jeho komplexu s inzulinem’.

V predlozené préci je poddn strucny obraz trojrozmérné
struktury inzulinu, jeho receptoru a jejich interakce. Cldnek
tak navazuje na gublikaci o struktufe inzulinové molekuly
v tomto (“:asopise1 .

2. Molekula inzulinu

Molekula lidského inzulinu (molekulova hmotnost 5806 Da)
se skldda ze dvou fetézcd, kde fetézec A obsahuje 21 a feté-
zec B 30 aminokyselinovych zbytkt (ddle jen zbytkd). V krvi
se inzulin v koncentracich 107" az 1078 m vyskytuje ve formé
monomeru' "1 polocasem Zivota 5 minut (cit."?), ve vyssich
koncentracich je molekula inzulinu ve formé hexameru. Mi-
krokrystaly sloZené z pravidelnych hexameri predstavuji de-
potni formu inzulinu. Hexamer inzulinu je tvofen tfemi dimery
inzulinu koordinovanymi ionty Zn** (cit.'*!""1%)

Krystalicky inzulin se vyskytuje v fadé forem. Je to napii-
klad forma T (tense) s rozvinutou ¢asti B1 az B8, nebo forma R
(relax), kdy uvedeny usek fetézce B md konformaci o Sroubo-
vice a navazuje tak na Sroubovici v oblasti B9-B20 (cit.").
NMR experimenty prokdzaly pfitomnost konformace stavu T
rovnéz ve vodném roztoku hormonu'®. Z toho néktefi autofi
usoudili, ze stav T predstavuje aktivni forma inzulinu pii
interakci s IR (cit.'”). Na druhé strané vak bylo zjisténo, Ze
konformace typu T, nalezend v krystalech nativniho inzulinu,
je stejna jako konformace neaktivniho inzulinového analo-
gu'"1 Na zdkladg t&chto praci tak nebylo mozno rozhodnout,
kterd z forem je pii interakci s IR preferovéna16. Z experimentt
i pocitacové simulace vyplyvd, Ze aktivni forma se vytvari
patrné az v blizkosti aktivniho mista receptorul&lg. Odtud
vyplyva snaha fady laboratofi co nejpodrobnéji popsat struk-
turu IR, resp. komplexu inzulin/IR.

3. Inzulinovy receptor

Inzulinovy receptor je membranovy glykoprotein patiici
do skupiny tyrosinkinasovych receptorii tvofeny dvéma o
a dvéma B-podjednotkami vzdjemné kovalentné vdzanymi di-
sulfidickymi mastky*?°. Je lokalizovdn na vech tkanich ob-
ratlovci a jeho koncentrace na bufice miiZze byt od 40 molekul
receptoru na erytrocytech po 200 000 molekul receptoru na
adipocytech a hepatocytech. Molekulova hmotnost je 340 kDa
a polocas Zivota je 7 hodin'®. Existence membranového IR
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Obr. 1. Schéma inzulinového receptoru. Distribuce aminokyseli-
novych zbytkd v jednotlivych oblastech je uvedena v tabulce I. L1,
L2 — homologni domény, oblast vazby inzulinu na IR; CR - cystein
rich doména; Fn0, Fnl, Fn2 — domény fibronektinu typu III; oID —
vloZend doména o-podjednotky; BID — vlozend doména B-podjed-
notky; TM — transmembranova doména; TK — tyrosinkinasa; A—C —
aktivacni, katalyzacni smycka; 1 — disulfidovy mtstek na Cys524,
misto spojeni dvou o-podjednotek; 2 — disulfidové mustky na Cys682,
Cys683 a Cys 685, misto spojeni dvou o-podjednotek; 3 — disulfidovy
mustek spojujici o0 a B-podjednotku, spojeni Cys647 na o-podjed-
notce a Cys872 na B-podjednotce

byla predpovézena jiz pred vice nez 30 1ety21‘23. Experimen-
talni dikaz uvedené hypotézy podali Yip a jeho spolupracov-
nici**v roce 1978. Primarni struktura byla stanovena Ebinou®,
Ullrichem a jejich kolegy v roce 1985 (cit.**2%), kte prokazali,
7e IR je proteinovy heterotetramer formy f-o-o-3 kovalentné
vazany disulfidovymi mustky. IR je homologicky s fadou
receptord, napt. 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 umistén na kratkém
raménku lidského chromosomu 19 a obsahuje 22 exond. Pre-
kurzor IR je syntetizovan jako jeden polypeptidovy fetézec,
ktery se sklddd ze dvou velkych extraceluldrnich domén (celd
podjednotka o (735 zbytki) a 1/3 podjednotky B (194 zbytki),
jedné transmembrdnové domény (23 zbytk) a intraceluldrn{
domény (2/3 podjednotky B (403 zbytki)). Odstépenim 4
zbytkl se oddéli obé podjednotky, které jsou ddle vazany
pouze disulfidickymi mustky. Vytvoii se tak heterodimer
inzulinového receptoru skladajici se z extraceluldrni podjed-
notky o (135 kDa) a ¢astecné extra- a ¢dstecné intraceluldrni
podjednotky B (95 kDa, 620 zbytkd). V misté $t€peni obou
podjednotek mtize dochdzet k alternativnimu sestiihu exonu
11 (zbytky 718-729), vytvafi se tak 2 izoformy IR rozdilné 12
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Tabulka I
Distribuce aminokyselinovych zbytktli v inzulinovém receptoru

Nazev domény Oblast v sekvenci

na receptoru

podjednotka o
L1 (N-konec) 1-158
CR 159-310
L2 311-470
FnO 471-572
aFnl 573-661
olD 662-719 (C-konec)
podjednotka B
BID (N-konec) 724-779
BFnl 780-816
Fn2 817-913
EM (extraceluldrni 914-919
vrstva membrany)
™ 930-952
IM (intracelularni 953-977
vrstva membrdny)
TK 978-1283

CTR (C-koncova oblast) 1284—1388 (C-konec)

zbytky v blizkosti C-konce podjednotky o (cit.?). Spojenim
disulfidickymi mustky na podjednotce o dvou heterodimerd
IR se vytvari kompletni heterotetramer IR, ktery je schopen
navdzat molekulu inzulinu.

Na podjednotkach je mozno rozlisit nékolik domén (obr. 1).
Na urceni struktury jednotlivych domén se podilela fada auto-
ri. Na sestaveni prozatimni kvarterni struktury IR se vyuzivalo
i homologii s jinymi receptory. Strukturu ektodomény IR na
zdklad¢é homologie s EGF poprvé stanovil Taylor a jeho spo-
lupracovnici?’. Identifikovali dvé velké homologni domény
(L1 aL2) a mensi CR (cystein-rich) doménu umisténou mezi
nimi. Trojrozmérnou strukturu ektodomény IGF-I stanovil
rentgenostrukturni analyzou Garrett a spol. v roce 1998 (cit.”®).
Pozornost k této ¢asti IR sméfuje kvili domnélému vazebné-
mu mistu pro inzulin®**> Za doménami L1-CR-L2 jsou tii
domény fibronektinu typu III (FnO, Fnl a Fn2), jejichZ struk-
turu urcili metodami NMR a RTG-krystalografie Casasno-
vas™*, Copie®®, Marino-Buslje*® a jejich spolupracovnici. Fib-
ronektin typu I je sedmivrstva B-struktura. Doména Fn1 tvoii
piedél mezi podjednotkami o a B, kdy ¢tyfi B-struktury patii
podjednotce o a tii podjednotce P. Transmebrdnovou
doménu (TM) tvori 23 zbytkG o-helix. Intraceluldrn{
tyrosinkinasovou doménu (TK) stanovili krystalograficky
Hubbar*"*® a jeho spolupracovnici. Vysledky pocitacového
modelovani publikoval Ginalski*’. Na tyrosinkinasové
doméné dochdzi k autofosforylaci tif tyrosinovych zbytki
Tyr1158, Tyrl162 a Tyr1163 na aktiva¢ni smycce. Touto
autofosforylaci dochdzi ke spusténi celé kaskddy in-
traceluldrnich pochodd, vedoucich mimo jiné ke stimulaci
transportu glukosy dovnitf buriky a ndsledné lipogenezi.

Na tyto dil¢i poznatky o struktufe IR navdzal Ottensmeyer
s kolektivem, ktery v roce 1999 (cit.”y ur&il metodou skanovaci
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Obr. 2. Schematické znazornéni interakce inzulinu s inzulinovym receptorem. Znazornéni funkce tseku ,,cam* pfi navdzani inzulinu na IR.

xc

Ektodoména IR funguje jako ,klesté

, jejichz sevieni v disledku navéazani inzulinu zptsobi vysmeknut{ diseku ,,cam* a ndsledné pftiblizen{

aktivacnich smycek (A-smycka), tim se tyrosinkinasové (TK) domény dostanou do pozice, kdy mize dochdzet k autofosforylaci tyrosinovych
zbytkd a spusténi kaskddy nitrobunéénych déja zavislych na vazbé inzulinu; 1, 2 — disulfidické muastky mezi podjednotkami a; C — katalyticka

oblast

transmisni elektronové kryomikroskopie (STEM) kvarterni
strukturu nekovalentniho komplexu inzulin/IR. Spojenim uve-
denych informaci a za pomoci molekuldrniho modelovéni byl
vytvofen energeticky optimdlni model tohoto komplexu®’.
Distribuce aminokyselinovych zbytki v jednotlivych domé-
néch IR je uvedena v tabulce L.

Dvé podjednotky o se vdzi kolmo na dvojcetnou osu
soumérnosti disulfidickymi mustky v pozicich Cys524, Cys682,
Cys683 a Cys685. Disulfidicky mustek, ktery vaze podjednot-
ky ot a B dvou riiznych heterodimerd, je tvofen Cys647 ve Fnl
doméné podjednotky o a Cys872 ve Fn2 doméné podjednotky
B. Katalytickd smycka je tvofena zbytky 1130 az 1137. Akti-
vacni smycka pak zbytky 1149 az 1170. Prostorova struktura
nékterych oblasti, napiiklad C termindlni domény nebo vloze-
né domény BID, neni doposud piesn& zndma®.

4. Interakce inzulin/inzulinovy receptor

Taylor a dalgi> 19324041 vysvétluji aktivaci IR jeho defor-
maci vyvolanou navdzanim inzulinu. Pfedpoklddany mecha-
nismus interakce inzulinu s IR spoc¢ivd ve vniknuti molekuly
inzulinu do pasti tvofené tfemi prvnimi doménami podjednot-
ky o oznac¢ovanymi jako L1-CR-L2 (obr. 2).

Podjednotky B receptoru jsou drzeny od sebe v potiebné
vzdalenosti dsekem ,,cam“ domény CR, kde tsek cam hraje
roli jakési mechanické vacky. Po zachyceni inzulinové mole-
kuly receptorem dojde k sevfeni ,.klesti* tvofenych doménami
L1-CR-L2 obou monomerd, a tim i k vysmeknuti tseku cam.
To umozni piiblizeni transmembranovych a intraceluldrnich
¢asti podjednotky B obou monomerd, a tim i kontakt aktivac-
nich a katalytickych smycek protilehlych TK (obr. 2b), vedou-
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ci k transfosforylaci TK a naslednému spusténi laviny intrace-
luldrnich signéli. Deaktivace IR postupuje patrné opusténim
inzulinové molekuly z klest{ ttech prvnich domén, ndsledné se
odddli domény TK, pricemz dochdzi k defosforylaci.

Pfi studiu vazby inzulinu na IR se vychazelo z pfedpokla-
du, Ze kontaktu se tcastni pfedevsim ty zbytky inzulinu, které
jsou zodpovédné za tvorbu dimeru, resp. hexameru inzulinu.
Postupné se ukdzalo, Ze vazebnd interakce inzulinu s IR se déje
na amfipatickém povrchu inzulinové molekuly. V jejim stfedu
je hydrofobni oblast velikosti 150 A? tvoiend: Al, A3, A19,
B11,B12,B15, B16, B24, B25 a B26. Polarni a nabité skupi-
ny: A4, A5, A18, A21, B9, B10, B13, B21, B22 a skupina
COQO" konce fetézce B jsou usporddany okolo ni. Hydrofobn{
povrch je zakryt koncovou pohyblivou casti fetézce B, kterd
jej stini pred molekulami rozpoustédla. Uhel mezi amfipatic-
kym povrchem a povrchem dimerizace je asi 20° (cit."”).
Piiblizné stejné skupiny zbytkii uvad&ji prace>®*>*2 V tabul-
ce II jsou nejkrat§i kontakty mezi inzulinem a IR ziskané
po&itatovym modelovanim®.

Pfesné misto navdzani inzulinu na IR nenf je$té zndmé.
Rozchazeji se zde dva nzizorg/. Jednim je predpoklad interakce
inzulinu s CR doménou*~°. Druhou je spoluprace obou do-
mén L1 a L2 pfi interakci s inzulinem. Pfedpokldda se, ze
C-konec B-fetézce inzulinu kontaktuje N-konec IR (zbytky 20
az 121), zatimco N-konec B-fetézce inzulinu interaguje se
zbytky 390 az 488 receptoru™*’. Pouzitim fotoafinitniho zna-
¢eni se ukdzala moznd interakce Phe88-Phe89-Asn90-Tyr91
na IR s PheB24-PheB25-TyrB26 inzulinu®’. Elektronovou
kryomikroskopii’ se potvrdilo, Ze jedna &4st inzulinu se vaze
na L1 doménu prvniho heterodimeru a jind ¢dst inzulinu
se navdze na L2 doménu druhého heterodimeru. Vzhledem
k dvojcetné soumérnosti IR dimeru se miiZe inzulinovd mole-
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Tabulka II
Neékteré nejkrat$i vzddlenosti mezi postrannimi fetézci ami-
nokyselinovych zbytkt inzulinu a inzulinového receptoru

Inzulin Inzulinovy Vzddlenost mezi
receptor postrannimi fetézci
(pm]
monomer |
GluA4 Arg86 (L1) 250°
ThrA8 Arg86 260
LysB29 Aspl2 260
LysB29 Gln4 250
GluA17 Arg331 (L2) 250
GInA21 Ser323 530
monomer Il
SerB9 GIn34 (L1) 280
HisB10 Argl4 500°
GluB13 Arg86 250
ValB12 Phe89 250
LeuB17 Leu87 250
TyrB16 Leu87 250
PheB24 Phe88 250
TyrB26 Tyr91 350
GluB21 His247 (CR) 250
GluB21 GIn249 250
ArgB22 Asp250 400°
ArgB22 Glu287 250
ArgB22 His247 250
AsnAS5 Arg331 (L2) 250
AsnAlS5 Arg331 250

* Minimdlni vzddlenosti béhem rotace postrannich fetézc,
® interakce piedpokladajici pitomnost molekuly vody, vodi-
kové vazby nebo rotaci celych oblasti .1 a L2

kula zachytit v paru L1-CR-L2 domén ve dvou ekvivalentnich
orientacich otocenim o 180° kolem dvojcetné osy IR. Ziskany
model vSak zdroven ukazuje, Ze Uplnd afinita vazby inzulinu
na IR vyzaduje navdzani molekuly na oba heterodimery IR
zdaroven. To vylucuje souc¢asnou plnou vazbu dvou inzulino-
vych molekul, ve shodé¢ s negativni kooperaci vazby inzulinu
s nizkou vazebnf afinitou monomerniho inzulinu, jak ji pred-
pokladal De Meyts a spol.5

5. Typy inzulinu a jejich tc¢innost
Pri hodnoceni d¢innosti jednotlivych typtd inzulinu je dd-
lezité definovat pfislu$nd kritéria. Je potfebné u jednotlivych
typt inzulinu nebo jeho analogti urcit jejich biologickou afi-
nitu a aktivitu. Biologickd afinita uddva schopnost vazby
inzulinu, resp. jeho analogu na IR. Biologicka aktivita je jakdsi
biologickd odpovéd na navazani inzulinu na IR, napf. schop-
nost bunky pfijmout molekuly glukosy nebo schopnost z pfi-
jaté glukosy vytvofit triacylglycerol.

Biologicka aktivita se nejdfive testovala pouze in vivo
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nejcastéji tzv. kie¢ovymi testy*®, kdy se podanim velké davky
inzulinu vyvolala kieCovd odezva, nebo méfenim mnoZzstvi
glukosy v krvi po poddni inzulinu, resp. jeho analogi*®. Caso-
vd a finan¢ni ndro¢nost téchto testil vedla k zavedent testd in
vitro, kde se vyuzivd bud plazmatickych buné¢nych membran
nebo izolovanych bunék. Na tomto materidlu se nejcastéji
méii biologicka afinita, schopnost transportu glukosy, mira
lipogeneze, ¢i oxidace glukosy. K témto pokusum g sou nejcas-
t&ji pouzwany celé builky — adlpocyty (potkam my§152
lidské®"), hepatocyty (potkani>*, my3i>®, psi*>?), hdske lymfo-
cyty IM-9°%7, lidské fibroblastyss’59 nebo izolované plazma-
tické membran ny z adipocytt, hepatocyti ¢i lidskych placen-
tarnich bunék®

. Pfi zjistovan{ afinity k IR se méfi schopnost
kompetice inzulinu, resp. jeho analogu s radioaktivné znace-
nym inzulinem, o vazebné misto na inzulinovém receptoru.
P1i stimulaci transportu glukosy se méfi schopnost inzulinu,
resp. jeho analogu stimulovat prinik nemetabolizovatelného
radioaktivné znaceného analogu glukosy pies plazmatickou
membranu dovnitf buﬁkysz. Pii testovani miry lipogeneze se
méii schopnost inzulinu, resp. jeho analogu, syntetizovat tri-
acylglycerol z radioaktivné znacené glukosy. Uvedené testy
in vitro jsou piiblizné paralelni, nikoliv viak identické**®" Je
mozné mit analog, ktery md vybornou afinitu k IR, ale jeho
schopnost biologické odpovédi je mala.

Pfi konstrukci novych analogt inzuh’nu jsou také dulezité
poiadavky na rychlost ndstupu ticinku'® a délku jeho trvani.
inzulin vznikly substituci Asp za His je karcinogenni”.

Rizné typy inzulinu je mozné rozdélit podle nékolika
hledisek. Zde si pro ilustraci uvedeme klasifikaci podle ptivodu:
a) prirodni (nativni): lidsky, veprovy atd. Podrobny popis
nalezneme v praci Blundella a spol.%,
genetické mutanty jako Chicago PheB25—LeuB25, Los
Angeles PheB24—SerB24, Wakayama ValA3—LeuA3
(cit.*') EBL3Q Gly B13—GInB13 (cit.%}). Uvedené typy
byly zjiStény u pacientii v oblastech, podle kterych jsou
dané mutanty také pojmenovdny. Jejich udcinnost byla
vesmeés mensi nez 1 %,
analogy (syntetické, semisyntetické) vzniklé:
transpozici dvojice ¢i vice dvojic zbytkd. Nejzndméjsi
analog tohoto typu je tzv. Lispro, ktery se dostal na nas
trh pod obchodnim ndzvem Humalog. Jedn4 se o trans-
pozici ProB28 a LysB29 (cit.%%),
substituci za jin 6y zbytek (jeden nebo vice) nebo D/L
opticky antipod®,
derivaci (Chermcka modifikace) za jinou chemickou
skupinu nez aminokyselinu nebo zména ve vedlej$im
fetézci,
deleci (vynechdnim) vnitini ¢asti fetézce ¢i zkracenim
konce fetézce“,
skupina inzulinu pfibuznych litek: IGF-1, IGF-1I, EGF,
PDGF, bombycin, PTTH, relaxin, MIP (cit.67).
Vyznamnou skupinu pak tvofi ldtky vzniklé kombinaci
uvedenych zmén. Tak naptiklad doposud nejicinnéj$i zndmy
analog [D-AlaB26]des-(B27-B30)-destetrapeptid-inzulin-B26-
-amid vykazuje 12,5x vySsi afinitu na IR a 9,7x vyssi biolo-
gickou aktivitu neZ lidsky inzulin. Jednd se o soucasnou deleci
poslednich 4 zbytkti C-koncové Cdsti fetézce B a substituci
TyrB26—D-AlaB26 (cit.'®).

V kratkosti se proto zminime jen o nékolika vyznamnych
poznatcich, které byly voditkem pii konstrukci novych typl

b)

d)
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inzulinu. Omezime se na vlastnosti useku B20-B30, ktery
hraje vyznamnou roli pfi interakci s IR. Pfi interpretaci vysled-
kd se braly v dvahu podminky stérické, rozdéleni nédboju,
hydrofobicita, vodikové a iontové vazby, vliv vody a dyna-
mické vlastnosti jednotlivych usekt fetézct. Tak napriklad
bylo prokdzano, Ze postupnd delece ¢tyt koncovych aminoky-
selinovych zbytk fetézce B snizuje aktivitu inzulinu, pficemz
takto vzniklé analogy jsou ale stdle je§td u¢inné*. Vyrazngjsi
zména (pokles na 25 % ptvodni aktivity nativniho inzulinu)
nastavd odtrzenim i TyrB26. Odstranéni PheB25 znamena
vyrazné sniZeni biologické aktivity inzulinu. Ukazuje se, Ze
v piipadé substituce Phe v poloze B25, koncova ¢dst fetézce
B do jisté miry ,,pfekdzi‘ ptiblizeni inzulinu k aktivn{ oblasti
na povrchu IR, coZ se projevuje sniZzenim inzulinové aktivity®.
Vyjimku tvofi substituce Tyr misto Phe, kdy se sniZeni témér
neprojevi. Podrobnéjsi vysledky pro despentapeptid inzulinu
uvadi price Spodena a spol.®!, kde se konstatuje, Ze vyznam
aromatického kruhu neni podstatny, ale naopak je rozhodujici
planarita postranniho fetézce B25 v oblasti atomu C, . V pfi-
padé delece péti poslednich zbytkl v fetézci B se ukazuje, Ze
amidace karboxylové skupiny eliminuje negativni vliv zdpor-
ného naboje karboxylu a biologicka aktivita takto zkraceného
analogu (despentapeptid inzulin) zistdva nezménéna®®,

Odtrzeni PheB24 prakticky rusi inzulinovou aktivitu, pa-
trné vlivem zhrouceni geometrie inzulinové klicky B20-B23,
o které se predpoklddd, Ze rozhoduje o styku s IR (cit.*>%).
Uvedeny model predpoklddd, Ze v okamziku kontaktu inzuli-
nové molekuly s IR dochdzi k uvolnéni oblasti B22-B30
z blizkosti Sroubovice B9-B20 a odhaleni hydrofobni
oblasti lemované oblasti hydrofilni. Smycka beta tvorend
B20- B23 pritom zajisfuje otdCivost zbyvajictho konce
fetézce B (cit.5 -16,19,69,70y

Podrobnému studiu byl podroben analog Lispro (Huma-
log). Prolin v inzulinu md v poloze B28 stabilizujici vliv na
interakci monomer—monomer a predpokldda se, Ze substituce
Lys v pozici B28 povede ke stérickym zdbrandm a zrusi se
specificky kontakt prolinového kruhu, a tim se zabrani dime-
rizaci. Inzulin tak setrvdvd v monomerni aktivni forme®.
Humalog se tak stdva analogem inzulinu s velmi rychlym
ucinkem.

6. Zavér

Rozsdhlé spektrum dosavadnich vysledkt dava dil¢i infor-
mace. Bez znalosti trojrozmérné struktury komplexu inzulinu
ajeho homologii s IR je obtizné odpovédét na nékteré zakladni
otazky tykajici se afinity a aktivity inzulinu. Pokrok soucas-
nych experimentdlnich postupl a vypocetnich metod dava
vSak redlnou nadéji, Ze se podaii tyto problémy vyfesit v blizké
budoucnosti.

Prdce byla podporena grantem MPO CR PZ-22/32 a vy-
zkumnym zdamérem 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.



