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1. Uvod

Insulin je globuldrni protein o relativni molekulové
hmotnosti cca 6000 Da, ktery se sklada ze dvou polypepti-
dovych fetézcli A a B stabilizovanych dvéma interchindr-
nimi disulfidickymi mastky. Tfeti intrachinarni disulfidic-
ky mustek je v fetézci A. Interchindrni disulfidické miistky
se nachazeji mezi cysteiny A7 a B7 a mezi A20 a B19,
intrachinarni disulfidicky mustek spojuje cysteiny A6
a All (obr. 1). Retdzec A ma spiSe kysely charakter a je
tvofen 21 aminokyselinami, fetézec B je naopak spise
bazicky a tvofi jej 30 aminokyselin. Insulin produkovany
B-buiikami pankreatu je jednim z kliCovych hormonti orga-
nismu a ovliviiyje fadu dilezitych metabolickych pochodu,
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glukosy do bunky. Porucha insulinové sekrece ¢i ptisobeni
insulinu je spojeno se zavaznymi klinickymi projevy —
nejéastéji s onemocnénim diabetes mellitus 1. a 2. typu.

Primarni struktura byla vyfeSena v prvni poloviné
50. let (cit."?), sekundarni a terciarni struktura byla uréena
na konci Sedesatych let>*. Charakteristickd, evolu¢né vel-
mi konzervovana terciarni struktura insulinu, vytvofena
béhem biosyntézy a formovani molekuly, je krucialné
diilezita pro jeho biologickou aktivitu. Pfi studiu biosynté-
zy se zjistilo, Ze insulin vznika z jednotetézcového prekur-
zoru, ve kterém se vysoce efektivnim zplsobem vytvari
spravné propojeni disulfidickych mustkt, a tim i pozdé&jsi
terciarni struktura hormonu’. Pozdéji bylo prokazano, ze
model jednofetézcového prekurzoru je spolecny i pro mno-
ho dalsich peptidovych hormonti a neuropeptidii®. Ptikla-
dem miZze byt proopiomelanokortin (POMC), ze kterého
vznika nékolik biologicky aktivnich peptidi’.
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2. Biosyntéza insulinu

Insulin je syntetizovan v -buitkdch Langerhansovych
ostrivkd pankreatu. B-Buriky, stejné jako vSechny burky
secernujici proteiny, obsahuji drsné endoplasmatické reti-
kulum a tvofti vezikuly (vacky) urcené pro skladovani pro-
teind. B-Bunky maji jeSté jeden dulezity rys — u témér
vSech zivocichd jsou tyto buiky velice bohaté na zinek
a vapnik.

Biosyntéza insulinu (obr. 2) zacina na ribozomech
drsného endoplasmatického retikula (RER), kde dochazi
k translaci preproinsulinu. Preproinsulin je prvotnim pre-
kurzorem insulinu, je to 12 kDa velkd jednofetézcova
molekula, ktera se sklada z 9 kDa proinsulinu, kterému
na N-konci pfedchazi 24 aminokyselin dlouha tzv. signal-
ni sekvence® (obr. 1). Signalni sekvence usnadiiuje transfer
vznikajiciho peptidu pfes dvojvrstvou membranu do lumen
endoplasmatického retikula. V signalni sekvenci je mnoz-
stvi hydrofobnich aminokyselin, které jsou zapojeny do
fady molekuldrnich interakci nutnych k této translokaci.
Béhem translokace nebo tésné po ni dochazi k odstépeni
signalni sekvence signalni peptidasou, specifickou mem-
branovou proteasou umisténou na vnitini strané RER
(cit.”). Signalni sekvence je nasledné v RER rychle degra-
dovéana. Vznikly proinsulin je pro dalsi zpracovani trans-
portovan v membranovych vaccich, které protein chrani
pred cytoplasmatickym prostiedim bunky smérem k cister-
nam Golgiho aparatu (GA).

Proinsulin se sklada ze tfi ¢asti; N-terminalni ¢ast zaci-
na N-koncem B-fetézce insulinu, nasleduje tzv. C-peptid
obsahujici 26—31 aminokyselin a molekula konc¢i A-fetéz-
cem insulinu. Savéi proinsulin ma od 78 (psi) do 86
(lidsky, konsky, potkani) aminokyselin. Rozdil ve velikosti
je vzdy zpasoben délkou vmezefeného C-peptidu'®. Teore-
ticky neni nutné, aby délka vmezefené¢ho C-peptidu byla
26-31 aminokyselin. Z vyzkumu vyplyva, Ze pro spravnou
terciarni strukturu proinsulinu a tudiz i insulinu je zapotie-
bi minimalni délka spojovaciho peptidu 5—8 aminokyse-
lin'!. C-Peptid, ktery je spoleéné s insulinem vyluovan do
krevniho fecisté v ekvivalentnim mnozstvi, ma na rozdil
od obou dosti konzervovanych fetézci insulinu velkou
variabilitu v aminokyselinovém slozeni. To naznacuje, ze
C-peptid nema pravdépodobné zadnou fyziologickou funk-
ci 1\zlné pankreatu, 1 kdyz se o této otazce stale vedou disku-
se .

Po translokaci a odstépeni signalniho peptidu se mo-
lekula proinsulinu spontanné rychle slozi do spravné kon-
formace a vytvofi disulfidické mustky, a tak se utvoii
spravna terciarni struktura molekuly, kterd je transportova-
na do GA pro dalsi zpracovani. Proinsulin je transportovan
v malych membranovych véaccich z cis cisteren do trans
cisteren GA, kde se proinsulin koncentruje v sekrec¢nich
granulich pucicich z GA. Golgiho aparat hraje nezbytnou



Chem. Listy 99, 772 — 781 (2005)

0 s——s
71
72

s s 8 9

& Ser i
9 'S Leu;

10 Val/Glu| Ala Leu| Tyr | Le

12

13 14

11"

15

Referaty

&
73 74 15 76 77 18
e ey )

A-fetézec

o) val &Y
19
16 17 18

B-fetézec

Obr. 1. Sekvence a organizace Fetézci v preproinuslinu (cela sekvence), proinsulinu (bila a ¢erna) a insulinu (bild); uvedeno je

¢islovani aminokyselin signalni sekvence, i proinsulinu i insulinu

roli pfi zpracovani a tfidéni proteint ve vSech sekrecnich
buiikach'. Sestava se z nekolika &4sti: v blizkosti RER
jsou cis cisterny GA, které piechazeji ptes mid cisterny
GA az po trans cisterny GA, kde jsou prohormony $tépeny
jejich proteasami a vznikaji sekre¢ni granule®.

Konverze proinsulinu zacina v trans cisternach GA
a pokrauje vnové vytvorenych sekrecnich granulich.
Proces trva nékolik hodin, béhem kterych sekrecni granule
v cytosolu dozraji a jsou schopné sekrece insulinu. Nove
vytvofené sekrecni granule jsou charakteristické mnohem
nizsi hustotou svého obsahu nez granule zralé.

Cytosolicka ¢ast trans cisteren GA v mistech, kde
zacinaji pucet membranové granule s proinsulinem, byva
Zasto pokryta klatrinem'. Klatrin je bilkovina, ktera &as-
tecné pokryva i nezralé sekrecni granule a postupné mizi
se stupném jejich zrani. Pfi spojeni granuli s bunécnou
membranou se jiz na povrchu granuli nevyskytujelé.
V pankreatickych B-butikach jsou klatrinem pokryté nezra-
1¢ granule mirn¢ kyselé. V takovych granulich je velké
mnozstvi proinsulinu a malo insulinu. Jak granule dozra-
vaji, stdvaji se vice kyselé, coZ umoZziiuje aktivaci proteas
uskute&iujicich konverzi proinsulinu na insulin'’. Sougas-
né sprocesem konverze mizi pokryti klatrinem. A¢ se
puvodné predpokladalo, Ze klatrin ma hlavni vyznam pfi
formovani sekrecnich granuli nebo pii regulaci konverze
proinsulinu ¢i regulaci exocytosy, nyni se predpoklada, ze
jeho hlavni funkce spocivd ve zbaveni zralych granuli

konvertujicich enzyma'®.
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Proinsulin v sekrenich granulich vytvaii rozpustné
hexamery, kdy je Sest molekul proinsulinu koordinovano
okolo zine¢natych iontd'’. Bylo prokazano, Ze proinsulin
ma 5x vyssi schopnost vazat zinek neZ insulin®. Nicméné
existuje nékolik druhti zivocichd, jako je morce, nutrie
aijini hlodavci®' a také napi. ryba sliznatka®, kteii diky
tomu, ze v pozici B10 nemaji histidin, potfebny pro vazbu
zinku béhem agregace, nejsou schopni vytvaret hexamery
proinsulinu nebo insulinu. Pfitomnost zine¢natych ionth
a stabilita hexameru naznacuje, Ze hexamerické usporadani
je svelkou pravdépodobnosti zachovano béhem celého
procesu konverze. Pozice, kde dochazi k odstépeni N-konce
A-fetézce a C-konce B-fetézce od C-peptidu jsou stejné
dobfe exponovany v hexameru jako v monomeru, ale
v hexameru jsou méné flexibilni*.

Ve stiedu zrajicich granuli se vytvaii houstnouci cent-
ralni jadro, ve kterém konvertovany hexamerni insulin
vytvaii mikrokrystaly®*. Krystalizaci insulinu napomaha
optimalni hodnota pH uvniti sekre¢nich granuli, kterd se
pohybuje okolo 5,0-5,5 (cit.®). Uprostted zralych granuli
jsou mikrokrystaly insulinu obklopené voln€ se pohybuji-
cim odstépenym C-peptidem. U Zivocichu, jejichz insuliny
nejsou schopny vytvaiet hexamery, se insulin nevyskytuje
ve form¢ mikrokrystald, ale ve form¢ amorfniho precipita-
tu?'?. Pfitomnost krystalii v biologickych procesech je
nezvykla a lze ptedpokladat, Ze ma svou funkci. Jednou
z téchto funkci mize byt lepsi ochrana krystalického insu-
linu pted degradujicimi enzymy. Dalsi funkci mtze byt



Chem. Listy 99, 772 — 781 (2005) Referaty
b 40 min | 10-15min | 30-40 min N 2-4 hod | 1-2 dny |
D T T D T gl
NEREGULOVANA SEKRECE
o © O™y o Proinsulin ~ 1-2%
o s —> >
Oo /yQ
s @
Drsné 7 o
o o membranové
endopl'azmancke cis/7 trans proteiny
retikulum cisterny cisterny
\ @—5 O © op I
- GOLGI )
Insulinovy o oo Watri REGULOVANA SEKRECE
gen _r atrin ;
o or zralé )
. | granule Insulin + 96%
Insulinova - C-peptid > °
mRNA / : A [ AR
* Syntéza (o0 A C-peptid  Proinsulin + < _ 0.
JAD RO [ preproinuslinu Cao o meziprodukty
e
Proinsulin O —
exocytosa
(@) mikrokrystaly
\ insulinu
O 04/
recyklace membrany
plazmaticka
Acfetézec membrana
HS
Hsf‘l—/ C-peptid
¢ HS”S HS s N . 5=,
SECA —»> Q >, {AF > 5=y o>
mRNA preproinsulin proinsulin insulin mikrokrystaly

Obr. 2. Biosyntéza a sekrece insulinu v f-buiikach pankreatu; v horni ¢asti obrazku je znaroznéna casova zavislost a v dolni ¢asti

schéma biosyntézy od mRNA po mikrokrystaly hexamerniho insulinu (upraveno podle

snaha o uplnou konverzi hexamerniho proinsulinu v insu-
lin. Hotovy insulin na rozdil od proinsulinu krystalizuje, a
to pomaha vyborné efektivité¢ konverze, kterd je az 95 %
(cit."”). Tato teorie oviem nebyla zatim ovéfena®®.

Vsechny znamé proinsuliny maji par basickych amino-
kyselin spojujicich C-peptid s fetézci insulinu®’. C-Konec
B-fetézce a N-konec C-peptidu spojuje nejcastéji dipeptid
Arg-Arg a C-konec C-peptidu s N-koncem A-fetézce spo-
juje dipeptid Lys-Arg. K vystépeni C-peptidu a konecné
konverzi proinsulinu na insulin je zapotiebi dvou enzy-
mi*®. Jednim z nich je endopeptidasa se specifitou podob-
nou trypsinu, tzv. ,trypsin-like” enzym, ktery $té€pi proin-
sulin za pary bazickych aminokyselin, tj. u lidského proin-
sulinu za Arg32 a za Arg65 (obr. 1). Druhym enzymem je
exopeptidasa se specifitou podobnou karboxypeptidase B,
tzv. ,karboxypeptidase B-like* enzym, kterd odstraiuje
z C-konce B-fetézce a C-konce C-peptidu dvé bazické
aminokyseliny, v pfipad¢ konverze lidského proinsulinu
aminokyseliny Arg31, Arg32 a Lys64, Arg65 (cit.”). Tato
exopeptidasa byla ptivodné objevena v n¢kolika neuroen-
dokrinnich tkanich, a proto mize nést i oznaceni karboxy-
peptidasa H*, enkefalin konvertasa, & vice uzivané karboxy-
peptidasa E (CPE)™.

Béhem konverze proinsulinu na insulin se vytvareji
dva meziprodukty, a to proinsulin s vy$t€penym aminoky-

33,85
)

selinami Arg31 a Arg32 (des-31,32-proinsulin) nebo pro-
insulin s vySt€épenymi aminokyselinami Lys64 a Arg65
(des-64,65-proinsulin) (obr. 1), pti¢emz pomér obou mezi-
produkti je 60-70 % des-64,65-proinsulinu a 30-40 %
des-31,32-proinsulinu®'. K transportu proinsulinu z RER,
pfes GA aZ do sekrecnich granuli je zapotrebi energie, ale
vlastni proteolyticka konverze proinsulin na insulin je dgj
nezavisly na dodané energii*”.

V prostiedi sekre¢nich granuli jsou hexamery insulinu
velice stalé. Jestlize jsou ale vyplaveny do krevniho fecis-
té, musi insulin pfejit z pH okolo 5,5 (sekre¢ni granule) do
pH 7,4 (krev). V hexameru je Sest glutamovych kyselin
v pozici B13 koordinovano okolo centra hexameru a po-
méhaji vzdjemnymi interakcemi udrZovat jeho stabilitu,
ktera je nejvétsi okolo pH 6. V krvi jsou tyto interakce
nestabilni, protoze dochazi k deprotonaci karboxylu, a tim
k ztraté¢ koordinace okolo zineCnatych iontl. To zplsobi
rozpad krystalti v krevnim séru'”.

Insulin je secernovan z B-bunék pankreatu exocyto-
sou. Pfi tomto procesu zralé granule migruji k vnéj$i mem-
bran¢ podél mikrotubularni sité uvnitt bunék. V blizkosti
bunééné membrany se mikrotubuly spojuji s mikro-
filamenty, jeZ bezprostfedné priléhaji k bunééné membra-
n¢. Jakmile sekrecni granule doputuji k bunééné membra-
né, dojde k splynuti jejich membréan a dojde k vyliti obsa-
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hu granuli ven z burniky. Exocytosa je d€j zavisly na energii
a je fizena zejména hladinou glukosy v krvi.

Malé mnozstvi proinsulinu, okolo 1-2 %, je uvolnéno
z B-bunek tzv. neregulovanou sekreci, tj. proinsulin uvol-
novany v malych vaccich vytvofenych v riznych ¢astech
Golgiho aparatu (obr. 2).

Ackoliv insulin i jeho prekurzor proinsulin maji rizné
veliké molekuly, jsou si podobné v mnoha vlastnostech,
jako jsou schopnost agregace, isoelektricky bod, rozpust-
nost ¢ schopnost reakce s protilatkami proti insulinu™.
Biologicky poloc¢as proinsulinu je okolo 20 min, insulinu
okolo 5 min (cit.**). Pfes podobné vlastnosti je biologicka
aktivita proinsulinu velice nizka, 3—5 % biologické aktivi-
ty insulinu. Takto nizka aktivita je zptisobena tim, zZe vme-
zefeny C-peptid zabranuje insulinu piejit do své aktivni
konformace, ktera vyzaduje vysokou flexibilitu C-konce
B-fetdzce a jeho oddaleni od N-konce A-fetdzce®. N-Konec
A-fetézce, ktery je v proinsulinu vzdalen od C-konce
B-fetézce pouze 8 A tak nemd moZnost reagovat
s insulinovym receptorem a spustit tak kaskadu signalizac-
nich dé&ji vedoucich ke vstupu molekul glukosy do nitra
insulinsensitivni bunky. Prehledny ¢lanek o problematice
interakce insulinu sjeho receptorem jsme publikovali
v tomto Casopise v roce 2002 (cit.>®).

3. Genova regulace

Transkripce insulinového genu v B-buikach pankrea-
tu je regulovana specifickymi variabilnimi sekvencemi
DNA lokalizovanymi na 5’ konci genu. Rozpozndnim
téchto specifickych DNA usektl proteinovymi faktory pii-
tomnymi pouze v -buiikach pankreatu se spusti selektivni
transkripce genu.

Insulinovy gen byl poprvé charakterizovan v roce
1977 (cit.*”). Od té doby byly charakterizovany insulinové
geny riznych ZzivociSnych druhd. VétSina ZivociSnych
druht ma pouze jednu kopii genu pro insulin®’*, obsahuji-
ci 3 exony oddélené 2 introny (obr. 3). Potkani a mysi maji
dva rGzné geny pro insulin, jez jsou si, vyjma chybéjiciho
druhého intronu u jednoho z nich, podobné. U mysi jsou
oba geny lokalizované na dvou chromosomech, kdezto
potkan ma oba geny na jednom chromosomu vzdalené od
sebe piiblizng 100 000 kb (cit.*?). Lidsky insulinovy gen je
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umistén na kratkém raménku chromozomu 11 v regionu
p15 (cit.*), je veliky asi 19 kb a obsahuje 1430 part bazi
(bp). Genu pro insulin na chromosomu predchazi gen ko-
dujici tyrosinhydroxylasu ve vzdalenosti 2,7 kb a za nim
ve vzdalenosti 1,6 kb nasleduje gen kodujici insulin-like
growth faktor II (IGF-1D)*".

Sekvencni porovnani mezi riznymi geny kodujicimi
insulin u obratloved ukazuji, ze mutace vedouci
k aminokyselinové substituci jsou mnohem méné cCasté
u oblasti kédujicich A a B fetézec nez u oblasti kodujici
C-peptid a signalni sekvenci. Ackoliv introny, které obsa-
huje insulinovy gen, maji rliznou sekvenci a délku, ktera
mize byt od 119 bp (morce a potkan — intron 1) az po
vice nez 3500 bp (kufe — intron 2), umisténi obou introni
je vysoce konzervovano. Intron 1 je umistén v 5’ ne-
translatované ¢asti a intron 2 rozdéluje sekvenci kodujici
aminokyseliny 6 a 7 v C-peptidu. Sekvence promotoru je
lokalizovana 22—24 bp pted transkripénim startem a termi-
naéni signal je umistén 20 nukleotidd pied poly(A)-
koncem mRNA. Gen pro lidsky insulin ma né¢kolik vlast-
nosti, které¢ insulinové geny ostatnich Zivocéichii nemaji.
Jednou z téchto vlastnosti je unikatni repetitivni sekvence
umisténa na 5’ konci vpozici —365 sestavajici se
zrtizného poctu opakovani 14-15 bp, které sice nemaji
vliv na expresi genu, ale mohou byt uzitenym ukazatelem
tomnost vétsiho (tfida 3) nebo mensiho poctu (tfidy 1 a 2)
téchto opakovani v souvislosti s vyskytem diabetu a atero-
sklerozy. Ukazalo se, Ze lidé s alelami tfidy 1 maji mno-
hem vétsi sklon k onemocnéni diabetem typu I, a proto
miiZze tento usek byt dileZitym genetickym pifiznakem u
rizikovych pacientii®. V pribéhu let bylo identifikovano
nékolik genetickych mutaci lidského genu pro insulin.
Jedna se o neaktivni insuliny, které byly vzdy nazvany
podle mista nalezu téchto mutantd, a to insulin Los Ange-
les, insulin Chicago a insulin Wakayama®. Jedna se vzdy
o zdménu jedné aminokyseliny, v ptipad¢ insulinu Chica-
go je to zaména PheB25 — LeuB25, v ptipad¢ insulinu
Los Angeles PheB24 — SerB24 a v pfipad€ insulinu
Wakayama je to zdména ValA3 za LeuA3. Nizka biologic-
ka aktivita téchto mutantl je zpusobena tim, ze vSechny
substituce jsou v pozicich, které¢ jsou pfimo zodpovédné za
vazbu insulinu na jeho receptor.

CA U

1] US B C 3
1
e | [T1 I—’\/——>
-365 E1 1 E2 12 E3
o e « <
30 bp 179 bp 786 bp

Obr. 3. Struktura lidského insulinového genu (upraveno podle*); gen obsahuje 3 exony E1-E3 a dva introny 11 a I2. Trojuhelnikem
s oznacenim R je na 5’ konci oznac¢eno umisténi unikatni repetitivni sekvence 14-15 opakovani. U je oznaceni pro netranslatovanou ¢ast
genu, S oznacuje sekvenci kodujici signalni sekvenci, B a A ¢asti kodujici insulinové fetézce a C ¢ast kodujici C-peptid
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4. Regulace sekrece

Regulace skladovani a sekrece insulinu v -bunkach
pankreatu je velice dlilezita pro zachovani normalni homeo-
stasy v organismu. Sekrece insulinu je regulovana hlavné
koncentraci D-glukosy v intestindlni tekutin€ obklopujici
bunky Langerhansovych ostriivkd. Nejen hladina glukosy
vkrvi ovSem kontroluje celé hospodafeni organismu
s insulinem. Jde o spletity mechanismus, ve kterém maji
vyznamnou roli i jiné Ziviny piijaté potravou a také nckte-
ré hormony a neurotransmitery .

Aktivatorem pro biosyntézu insulinu je nejen glukosa,
ale i n¢které L-aminokyseliny, mastné kyseliny a ketonové
latky. VSechny tyto latky ovSem podnécuji sekreci pouze
v pfitomnosti glukosy. Typickou odpovédi na maximalni
fyziologicky podnét je sekrece insulinu ve dvou fazich.
Prvni fize sekrece nastupuje b&hem 4—6 min, je silnd
arychle opada. Za touto fazi nastupuje druha faze, kde
sekrece insulinu pomalu roste a trva i n¢kolik desitek mi-
nut do doby, neZ se ustali hladina glukosy v krvi*.

Na fyziologicky stimul reaguji -butiky sloZitym me-
chanismem, pifi kterém hraji vyznamnou roli vapenaté
ionty, cyklické AMP a fada vnitrobunéénych proteind
(obr. 4). Normalni koncentrace glukosy v krvi je okolo
5 mmol I, Na zvySenou hladinu glukosy nebo jiny fyzio-
logicky podnét reaguji B-buiiky zvysenim koncentrace
véapenatych iontli v cytosolu. To je jeden z klicovych kro-
kit pro nasledné uvolnéni insulinu®’. Bez p¥itomnosti ex-
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tracelularniho Ca** neni sekrece insulinu z B-bungk moz-
na. Zvyseni koncentrace vnitrobunéénych Ca®" ionth jejich
transportem z extracelularniho prostoru dovnité bunky
vyvolava zvySeni poméru ATP/ADP uvnitf buniky. Toto
zvySeni poméru ATP/ADP podniti uzavieni membrano-
vych K" kandl zavislych na ATP a to nasledné snizi odtok
K" iontl z buiiky. To zptisobi depolarizaci plasmatické
membrany, ktera vede k otevieni kanald pro Ca*". Zvyseni
koncentrace Ca" ionti v cytosolu vede pres aktivace riz-
nych proteinkinas ke kontrakcim mikrotubularni a mikrofi-
lamentové buné&cné soustavy, ktera mechanismem podob-
nym svalové kontrakcei traslokuje sekrecni granule k mis-
tim exocytozy na bundéné membrang*®. Nastoleni ptivod-
niho stavu je docileno jednak ATPasou citlivou na kalmo-
dulin a jednak piisobenim transportniho systému Na'-Ca*"
iontdl. Aktivita cytosolického Ca®" mize také piimo nebo
prostiednictvim kalmodulinu participovat na aktivaci dal-
Sich bunéénych systémt, jako Ca-ATPasy, adenylatcykla-
sy, fosfodiesterasy, proteinkinasy C a fosfolipasy C.

S hospodatenim s Ca®" uvnitt buiky uzce souvisi
systém jiného druhého posla, a to cAMP. Cyklické AMP
hraje v regulaci sekrece insulinu dtlezitou roli, nicméné
jeho hladina neni v tomto mechanismu kli¢ovym faktorem.
Bylo prokazano, ze cAMP piisobi na uvoliiovani insulinu
do krve, ale pouze v pfitomnosti vyssich koncentraci krev-
ni glukosy. Jiné latky zvySujici hladinu cAMP, jako jsou
napt. forskolin, kofein nebo theofylin nejsou bez pfitom-
nosti vys$si hladiny krevni glukosy schopny ovlivnit uvol-
néni insulinu®.
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Mechanismus, jakym cAMP pisobi, byl dlouho ne-
jasny, ale nakonec se prokazalo, ze cAMP ovliviluje hlav-
né tok vapenatych iontl. ZvySend hladina cAMP zvysi
vtok Ca*" iontti dovniti buiiky a také cAMP ovliviiuje dis-
tribuci Ca®" iontii uvnitt buiiky ve prospé&ch jejich akumu-
lace v cytosolu. Vtok vapenatych iontli do bunék iniciuje
jednak fosforylaci proteini a jednak pfimo ovliviiuje K*
kanaly, coz vede k depolarizaci membrany, jak bylo disku-
tovano vyse. Role cAMP je tedy hlavné v ovliviiovani
koncentrace vapenatych iontt uvnité bunky tak, aby tyto
ionty umoznily sekreci insulinu do krevniho fe¢iste.

Hladina cAMP je regulovana enzymy adenylatcykla-
sou a fosfodiesterasou. Adenylatcyklasa, lokalizovana na
plasmatické membrané, je aktivovana n€kterymi hormony,
mezi jinymi také antagonistou insulinu glukagonem. Je
také aktivovana kalmodulinem, ktery v tomto mechanismu
hraje pozitivni zp&tnou vazbu po aktivaci Ca’" ionty
(obr. 4). Pii velmi vysokych koncentracich Ca** ionti kal-
modulin naopak zvySuje aktivitu fosfodiesterasy, ktera
inhibuje cAMP. Vépenaté ionty tedy ovliviiuji hladinu
cAMP, kdy jejich vyssi koncentrace prostiednictvim kal-
modulinu zvySuji hladinu cAMP a naopak velmi vysoké
koncentrace hladinu cAMP sniiuji“.

Adenylatcyklasovy  systém  je  Gzce  spjat
s fosfoinositolovou kaskadou. Je jiz dobfe znamo, ze né-
které slozky potravy jsou schopny aktivovat fosfolipasu C,
membranovy enzym, ktery hydrolyzuje fosfoinositol-4,5-
-bisfosfat (PIP,) na fosfoinositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG). Ve vodé rozpustny IP;, jako dru-
hy posel difunduje k ER, z n¢hoz uvolni do cytoplazmy
Ca®". Mén& polarni DAG, ktery ziistane v plasmatické
membrang, pasobi jako druhy posel na proteinkinasu C,
ktera fosforyluje celou fadu riznych proteind, a tim méni
jejich aktivitu®. Uvazuje se, e zatimco systém Ca’" ionti
jako spoustéct insulinové sekrece je zodpovédny za prvni
fazi insulinové sekrece, tak fosfoinositolovy systém ovliv-
fiuje jeji druhou fazi*’. Jakakoliv porucha v jednotlivych
kaskadach téchto kontrolnich mechanismi se miize podilet
na vzniku diabetu ¢i jiného zdvazného onemocnéni.

Béhem glykolyzy a Krebsova cyklu mohou do
déje vstupovat a zvySovat tvorbu ATP i mastné kyse-
liny a L-aminokyseliny (napf. leucin), a tim nasledné ces-
tou aktivace adenylatcyklasy ovliviiovat vzestup intracelu-
larniho Ca*" (cit.>®) (obr. 4).

Glukosa také mimo jiné pfimo stimuluje biosyntézu
insulinu podnicenim translace mRNA®". Insulinovi mRNA
je normélné velmi stabilni, s biologickym polo¢asem oko-
lo 30 h. Zvyseni hladiny krevni glukosy zvySuje jeji polo-
Cas priblizné tfikrat, a to spole¢né s vystupfiovanim tran-
skripce ma za nasledek zvyseni hladiny mRNA na dobu
48—72 h. Tento mechanismus vysoce navysi produkci in-
sulinu™ a je schopen reagovat na zvy$enou hladinu gluko-
sy v rozmezi minut, pficemz dasledky této stimulace trvaji
né¢kolik hodin.

777

Referaty

5. Degradace insulinu

Degradace insulinu je velmi slozity proces. Insulin,
jak uz bylo fe¢eno, ma v krevni plazmé velmi kratky bio-
logicky polocas, ktery se pohybuje mezi 4—6 minutami.
Takto kratky biologicky polocas je dulezity pro velmi po-
hotovou regulaci hladiny krevni glukosy.

Asi pred 50 lety bylo poukazano na existenci enzymu
s vysokou specifitou k degradaci insulinu. Byl nazvan
insulinasa®™. Pozdg&ji byla ale existence insulinasy zpo-
chybnéna a prokazalo se, Ze jde o smés riiznych proteoly-
tickych enzymi. Pozdéji se ukazalo, Ze za majoritni degra-
daci insulinu je pravdépodobné zodpovédna pouze jedini
proteasa, ktera muze insulin $té€pit bez nutnosti rozstépeni
disulfidickych mistkt. Tento enzym se vyskytuje v mnoha
tkanich™ a za léta vyzkumu v riznych laboratofich dostal
mnoho ndzvi od insulinasy, pfes insulysin az po insulin
proteasu (IP)*>°. Na konci 80. let se nazev ustélil na insu-
lin degradujicim enzymu, se zkratkou IDE. Jednd se
o metaloproteasu se Zn>* v aktivnim mist&®’. Insulin je
substrat IDE s nejvyssi afinitou (K~ 20 nM), IDE ale
mize $tépit i mnoho jinych peptida a proteint, jako napf.
glukagon™, ANP (atrial natriuretic peptide)®” a IGF-II
(insulin-like growth factor I1)*°. IDE $t&pi Siroké spektrum
proteinti podobné velikosti a pro proteolyzu nevyzaduje
specifickou aminokyselinovou sekvenci °*. Predpoklada
se, ze IDE rozeznéava specifickou tercidrni strukturu protei-
nd, tzn. Ze vaze a degraduje pouze proteiny s vhodnym
prostorovym uspoiadanim aminokyselin®*2. Plocha kon-
taktu IDE se substratem je pomérné velikda a zahrnuje
zna¢né mnozstvi interakci. Tento enzym véze také IGF-I
(insulin-like growth factor I), proinsulin, EGF (epidermal
growth factor) s relativné vysokou afinitou, ale ma velice
nizkou schopnost tyto proteiny $tépit™. IDE byl identifiko-
van v peroxisomech, v cytosolu®, v endosomech a &asteé-
né i na plasmatické membrang bungk®.

Druhym enzymem, ktery pravdépodobné hraje dilezi-
tou roli v insulinové degradaci je glutathion insulin tran-
shydrogenasa (GIT)®, dnes nazyvana proteinova disulfido-
vé4 isomerasa (PDI)*. Uplatnéni tohoto enzymu
v degradaci insulinu je stale diskutabilni®. Primarni role
PDI je pfi syntéze proteinli obsahujicich disulfidové vaz-
by. V endoplasmatickém retikulu PDI jako chaperon po-
maha témto proteinlim vytvofit spravné disulfidové miist-
ky a tim zaujmout spravnou terciarni strukturu®.
V pfipad€ insulinu se naopak predpoklada, ze PDI reduku-
je disulfidické mustky castecné proteolyticky Stépeného
insulinu.

Primarni misto insulinové degradace je v jatrech, kde
se metabolizuje piiblizné 80 % cirkulujiciho insulinu.
Mnozstvi metabolizovaného insulinu je variabilni na aktu-
alnich fyziologickych ¢i patofyziologickych podminkach.
Druhé nejvyznamnéjsi misto insulinové degradace jsou
ledviny. Ty odbouraji témét 50 % insulinu cirkulujiciho
v perifernim ob&hu. Nadto ledviny odbouraji okolo 50 %
cirkulujiciho proinsulinu a 70 % C-peptidu mechanismem
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Obr. 5. Schéma degradace insulinu

vvvvvv

a odbouravani je sval. K degradaci insulinu dochazi
i v adipocytech, fibroblastech nebo lymfocytech’ 7>, Né-
které tkan¢€ maji schopnost nejen vazat a degradovat insu-
lin, ale i uvoliovat ho intaktni zpét do cirkulace”.

Prvnim krokem degradace insulinu je vazba hormonu
na insulinovy receptor umistény na bunééné membrang’*
(obr. 5). Tato vazba spusti buné¢nou odpoveéd, kterou je
kaskada signalizacnich dgju, jejichz hlavnim disledkem je
vstup molekul glukosy do nitra buiiky. Tato vazba také
spusti degradacni proces insulinu. Insulinovy receptor sam
o sob¢ insulin nedegraduje, ale vystavuje ho pisobeni
IDE. Insulin se degraduje v naprosté vétsin€ piipadl nava-
zany na receptor. Podstatna ¢ast insulinu se degraduje po
internalizaci insulinového receptoru s navazanym insuli-
nem intracelularné v endosomech. Jesté pied internalizaci
se mald ¢ast navdzaného insulinu zcela nebo Castené de-
graduje pfimo na plasmatické membrané pravdépodobné
také za prispéni IDE, pro kterou je insulin navdzany na
receptor vybornym substratem’”. Uréita ¢ast insulinu se
iz vnittku buniky vraci nedotcend nebo ¢aste¢né degrado-
vana zpét do krevniho ob&¢hu. Takovyto insulin se muze
znovu vazat na svlj receptor a ovliviiovat metabolismus
glukosy’®.

Po internalizaci insulinového receptoru s navazanym
hormonem za¢ind degradace insulinu v endosomech. Inter-
nalizace je jednou z vlastnosti insulinového receptoru. Ten
ma v blizkosti membrany oblast nazvanou NPEY podle
aminokyselinové sekvence, ktera je soucasti vSech interna-
lizujicich se receptorl. Pfes pfitomnost uvedené sekvence
je hlavnim pozadavkem pro internalizaci fosforylace tyro-
sinovych zbytkii v intracelularni ¢asti receptoru’’. Ackoliv
se diive predpokladalo, Ze se internalizovany insulin zaci-
na degradovat po spojeni endosomi s lysosomy, je nyni
znamo, ze proces degradace zacina uz v ranych stadiich
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tvorby endosomii™®. Po vytvoteni endosomii dojde v jejich

nitru ptisobenim protonovych pump k rychlému okyseleni
prostiedi, coz zpisobi disociaci insulinu z receptoru. De-
gradacni proces ale za¢ind uz pred okyselenim endosomil
pasobenim IDE, ktera je v endosomech pfitomna a vyza-
duje neutralni prostiedi”’. Po okyseleni se na degradaci
za&inaji podilet kyselé proteasy™. V endosomech je od-
bourdno nejvyse 50 % insulinu®'. Zbyly insulin je trans-
portovan do jinych casti bunky, vcetné jadra, cytosolu
nebo lysosomtl. Mechanismus, jakym insulin pfechazi do
jinych bunéénych organel, neni zndm, nicméné je i tento
proces spojeny s vnitrobun&énym pisobenim IDE (cit.”).

Kyselé proteasy jsou pro uplnou degradaci insulinu
nezbytné. V kyselém prostfedi (pH < 6) IDE ztraci svou
proteolytickou aktivitu a prave kyselé proteasy, které jsou
aktivni po okyseleni endosomti a jsou piitomny také
v lysosomech, dokoncuji odbourani ¢astecné nastépeného
insulinu. Mezi tyto proteasy patii tzv. endosomalni kysela
insulinasa (EAI), o niz se predpoklada, ze ma na degradaci
insulinu velky podil®*80825,

Mista insulinu primérné $tépend IDE uz byla identifi-
kovana a jelikoz IDE rozeznava insulin podle jeho terciar-
ni struktury, je vétsina Stépenych mist na povrchu moleku-
ly. Na pocatku dochéazi pravdépodobné ke St€peni vazeb
AlaB14-LeuB15, PheB24-PheB25 a PheB25-TyrB26.
Dalsimi Stépenymi vazbami jsou SerB9-HisB10, HisB10-
LeuB11, GluB13-AlaB14 a TyrB16-LeuB17. Poté dochazi
k redukci disulfidovych vazeb, pravdépodobné enzymem
PDI. Tim vznikne neporuseny A-fetézec a nékolik frag-
menti B-fetézce®**. Témét soucasné dochazi ke §tépeni
A-fetézce mezi LeuAl3 a TyrAl4. Tato mista Stépeni
odpovidaji specifit¢ metaloproteas pro velké alifatické
nebo nepolarni aminokyseliny.

V parenchymatickych bunikdch jater byla v endo-
somech prokazana vysoka aktivita EAI jez mtze v téchto
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buiikach ptsobit misto IDE. I kdyz jde o enzym, ktery
neni IDE pfibuzny, neni metaloproteasa a ma pH opti-
mum 4-4,5, mista Stépeni jsou téméi identicka s IDE
(cit*). EAI je nékterymi autory ztotoziiovana
s katepsinem D (cit.**). Insulinové fragmenty, at’ uz vznik-
1¢ ptisobenim IDE ¢i kyselych proteas, jsou dale Stépeny
riznymi proteolytickymi systémy vcetné lysosomd.

Dlouhou dobu byla diskutovana role lysosomi
v degradaci insulinu. Ackoliv byly v lysosomech prokaza-
ny degrada¢ni produkty insulinu, soudilo se, ze lysosomy
nehraji v degradaci téméf zadnou roli. Je pravdépodobné,
ze Castecné degradovany insulin miZze byt posléze
v lysosomech dokonale roz§tépen’.

Abnormality v odbourdvéni a degradaci insulinu se
odrazeji v riznych patologickych stavech, mezi néz patii
napf. diabetes 2. typu nebo obezita.

Bohuzel, dodnes neexistuji vysoce selektivni inhibito-
ry IDE ani EAI (katepsinu D). Jejich pouziti in vivo by
umoznilo dal§i zajimavy vyzkum role degradujicich enzy-
mil v metabolismu insulinu na hladinu glukosy v krvi
a nelze vyloucit jejich pfipadné terapeutické vyuziti.

6. Zavér

Uplynulo jiz vice nez 80 let od objevu insulinu a jeho
podani prvnimu pacientovi. V pribéhu nasledujicich dese-
tileti byla vyfesSena struktura insulinu a pfipraveno nékolik
analogli pouzivanych dnes v klinické praxi. Bylo rovnéz
dosazeno vyznamnych objevi tykajicich se mechanismu
pusobeni insulinu, jeho interakce s receptorem a nasled-
nych vnitrobunéénych déji vedoucich ke vstupu glukosy
do buiky. Pies vSechny tyto objevy a uspéchy stale pred-
stavuje diabetes mellitus jednu z nejvyznamnéjsich civili-
zacnich chorob, ktera je spojena s vysokou morbiditou
a mortalitou. Studium sekrece insulinu, regulace jeho ex-
prese, degradace a mechanismu ptisobeni proto stile je
a v budoucnu bude velmi aktualnim tématem. V této praci
jsme se pokusili shrnout posledni znalosti z téchto oblasti
vyzkumu a doufame, Ze Clanek bude inspiraci pro nasi
chemickou a biochemickou verejnost.

Tato prdace byla podporovana vyzkumnym zdmérem
Z4 055 0506.
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L. Zakova and J. Jiraek (Institute of Organic Che-
mistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Biosynthesis, Secretion and
Degradation of Insulin

Insulin was isolated and used as a therapeutic agent
for the first time more than 80 years ago. In subsequent
decades, the structure of insulin was fully resolved and
several insulin analogues were introduced in clinical prac-

Referaty

tice. Important discoveries were made concerning the
mechanism of action of insulin, its interaction with recep-
tors, and insulin-dependent cellular processes. Despite all
these successes, diabetes mellitus remains one of the most
important human diseases with high morbidity and mortal-
ity. Therefore, studies of insulin secretion, regulation of its
expression, and mechanism of action still remain impor-
tant topics. The review summarizes the latest knowledge in
the field.
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SOUTEZ MLADYCH ANALYTICKYCH CHEMIKU
“o cenu firmy Merck”

Vazené kolegyné a kolegoveé,

dovolujeme si Vas pozvat na 9. ro¢nik soutéze o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-
ticka chemie, ktera se uskute¢ni ve dnech 30. a 31. ledna 2006 na pdé katedry analytické chemie
PFirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Veskeré informace o soutézi véetné prfedbézné piihlasky naleznete na:

http://ach.upol.cz/soutez

Predbézné pfihlasky na soutéz se pfijimaji do 12.12.2005. Zavaznou pfihlaSku spolu s tfi az péti

strankovym abstraktem oekavame do 8.1.2006.
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Juraj Sevéik a Jan Petr za organizaéni vybor
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