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Streszczenie: Insulina, wigzac si¢ do swego receptora, odgrywa niezwykle wazna rolg w utrzymaniu home-
ostazy calego organizmu. Receptory insuliny obecne sa we wszystkich komdrkach kreggowcdw, co odzwier-
ciedla roznorodnos¢ procesow regulatorowych, w ktérych hormon ten bierze udzial. Na poziom ekspres;ji
receptora insuliny moga wplywac rézne czynniki, w tym sama insulina czy stopien rozwoju organizmu, a
mutacje w receptorze prowadza do rozwoju insulinoopornosci o réznym stopniu nasilenia, ktéra towarzy-
szy takim schorzeniom, jak: cukrzyca, nadcisnienie tetnicze, choroby sercowo-naczyniowe, niewydolnos¢
serca, zespot metaboliczny, a nawet bezptodnos¢ u kobiet. Poznano juz ponad 50 mutacji w genie receptora
insuliny, ktore zwigzane sa z rzadkimi postaciami insulinopornosci, takimi jak: leprechaunizm, insulino-
opornos¢ typu A czy zespot Rabsona-Mendenhalla. Analizy molekularne genu receptora insuliny przyczy-
ni¢ si¢ moga do lepszego zrozumienia molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw réznych form
insulinoopornosci oraz opracowania znacznie lepszych metod leczenia pacjentow.

Stowa kluczowe: receptor insuliny, gen /NSR, alternatywny splicing, izoformy receptora insuliny, recep-
tory hybrydowe, insulinoopornos¢.

Summary: By binding to its receptor, insulin plays a very important role in maintaining the whole
organism's homeostasis. Insulin receptors are present in all cells of vertebrates, reflecting the diversity of
regulatory processes in which this hormone is involved. There are many different factors which may
influence the level of insulin receptor expression, including the sole insulin or stage of development and
mutations in the receptor lead to the development of insulin resistance that differ in the level of severity
and is associated with such disorders as diabetes mellitus, hypertension, cardiovascular disorders, heart
failure, metabolic syndrome and even infertility in women. More than 50 mutations in insulin receptor
gene have already been known. These mutations are associated with rare forms of insulin resistance like
leprechaunism, insulin resistance type A or Rabson-Mendenhall syndrome. Molecular analysis of insulin
receptor gene may lead to better understanding of molecular mechanisms underlying various types of
insulin resistance and help to develop much more efficient treatment modalities in patients.

*Praca finansowana w ramach Badan Statutowych Kliniki Endokrynologii i Diabetologii Wieku Rozwo-
jowego, Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (502-01-01 104118-06037).
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Wykaz stosowanych skrétow: RMS (ang. Rabson-Mendenhall Syndrome) — zespét Rabsona-Mendenhalla;
INSR (ang. insulin receptor) — gen kodujacy receptor insuliny; INSR — transkrypt genu receptora insuliny lub
receptor insuliny; PCOS (ang. polycystic ovary syndrome) — zespo6t policystycznych jajnikow; SNP (ang.
single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu; EGFR (ang. epidermal growth
Jactor)—naskorkowy czynnik wzrostu; C/EBPB (ang. CAAT/enhancer binding protein /) — biatko wiazace si¢
z sekwencja wzmacniajaca CAAT; TBP (ang. TATA binding protein) — biatko wiazace si¢ z sekwencja TATA;
TAFs (ang. TATA associated factors) —czynniki TAF oddziatujace z biatkiem TBP; GRE (ang. glucocorticoid
response element) —element odpowiedzi na glikokortykoidy; CAT (ang. chloramphenicol acetylotransferase)
—acetylotransferaza chloramfenikolu; EMSA (ang. electromobility shift assay) — test retardacji zelowej; IR-
DBP (ang. insulin receptor DNA binding protein)—biatko wiazace si¢ z DNA genu receptora insuliny; HMGI-
Y (ang. high mobility group) — biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej, strukturalne nichistonowe
biatka chromatyny; HT-FIR (ang. hepatocyte-specific transcription factor of the insulin receptor gene)— specy-
ficzny dla hepatocytéw czynnik transkrypcyjny bioracy udzial w tkankowo-specyficznej ekspresji genu
receptora insuliny; IGF-1, IGF-II (ang. insulin-like growth factor I, 1I) — insulinopodobne czynniki wzrostu;
ISE (ang. intronic sequence enhancer) — intronowa sekwencja wzmacniajaca; ESE (ang. exonic sequence
enhancer)—egzonowa sekwencja wzmacniajaca; ISS (ang. intronic sequence silencer)—intronowa sekwencja
wyciszajaca; ESS (ang. exonic sequence silencer) — egzonowa sekwencja wyciszajaca; 5', 3'UTR (ang. 5,
3'untranslated region)—region nieulegajacy translacji odpowiednio na koncu 5'i 3' transkryptu; pre-mRNA —
prekursorowy RNA; BP (ang. branch point) —miejsce rozgalezienia w intronie; UlsnRNP (ang. U-rich I small
nuclear ribonucleoprotein particle) — mala jadrowa rybonukleoproteina 1, bogata w reszty uracylu; SF2/ASF
(ang. splicing factor 2/alternative splicing factor)— czynnik splicingowy 2/alternatywny czynnik splicingowy;
hnRNP-A1, F (ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein A1, F)—heterogenna jadrowa rybonukleoproteina
AL, F; IRS (ang. insulin receptor substrate) —bialko substratowe receptora insuliny; APS (ang. adaptor protein)
—biatko adaptorowe; PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) —kinaza fosfatydylo-3-inozytolu; PIP2 (ang.
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) — 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu; PIP3 (ang. phosphatidylinosi-
tol 3,4,5-triphosphate) — 3,4,5-trifosforan fosfatydylo-inozytolu; GLUT4 (ang. glucose transporter 4) — 4
transporter glukozy; Grb-2 (ang. growth factor receptor-binding protein 2) — bialko 2 wiazace receptor dla
czynnika wzrostu; ATP (ang. adenosinotrisphosphate) —adenozynotrifosforan; LRR (ang. leucine-rich repeat)
—powtorzenie bogate w leucyng; CR (ang. cysteine rich)—region bogaty w reszty cysteiny; FU (ang. furin-like)
—region zawierajacy powtorzenia typu furyny; Fn0, Fnl, Fn2 (ang. fibronectin type I1I) — domeny fibronek-
tyny typu 3; TM (ang. transmembrane domain) —domena transblonowa; JM (ang. juxtamembrane domain)—
domena podblonowa; TK (ang. tyrosine kinase domain) — domena o aktywnosci kinazy tyrozynowej; CT
(ang. carboxyterminal tail) —region karboksyterminalny; ER (ang. endoplasmatic reticulum)—retikulum endo-
plazmatyczne; Grp94 (ang. glucose-regulated protein) —biatko regulowane glukoza o masie czasteczkowej
94 kDa; kDa—kilodalton; HSP90 (ang. heat shock protein 90)—bialko szoku cieplnego o masie czasteczkowej
90 kDa; E11" — izoforma transkryptu receptora insuliny zawierajaca alternatywny egzon 11 lub kodowane
przez ten transkrypt biatko; E11™ — izoforma transkryptu receptora insuliny niezawierajaca alternatywnego
egzonu 11 lub kodowane przez ten transkrypt biatko; IgG (ang. immunoglobulin G) — immuno-globulina G;
Met —metionina; VLDL (ang. very low density lipoproteins)—lipoproteiny bardzo matej gestosci; CGL (ang.
congenital generalized lipodystrophy) — wrodzona catkowita lipodystrofia; FPL (ang. familial partial lipody-
strophy) —wrodzona czgsciowa lipodystrofia; AGPAT2 (ang. [-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase
2)—O-acetylotransferaza 2 1-acyloglicerolo-3-fosforanu; BSCL2 (ang. Berardinelli-Seip Congenital Lipody-
strophy type 2) — Berardinelli-Seip wrodzona lipodystrofia typu 2; PPARYy (ang. peroxisome proliferator
activated receptor gamma) — jadrowy receptor typu gamma aktywowany przez proliferatory peroksyso-
mow; ZMPSTE24 (ang. zinc metalloproteinase, STE24 Saccharomyces cerevisiae homologue)—metaloprote-
inaza cynkowa, homolog STE24 drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

WSTEP

Sciezka sygnalizacyjna zwiazana z insuling odgrywa niezwykle wazna role w
utrzymaniu homeostazy catego organizmu, w tym w regulacji gospodarki weglowoda-
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nowej, syntezie glikogenu, metabolizmie lipidow i biatek, transporcie jondw i
aminokwasow, w kontroli cyklu komorkowego, proliferacji i roznicowania komorek
czy transkrypcji gendw jak rowniez w syntezie tlenku azotu.

Receptory insuliny obecne sg praktycznie we wszystkich komorkach kregowcow,
co odzwierciedla réznorodnos¢ proceséw regulatorowych, w ktorych insulina bierze
udzial. Mimo tego, u czlowieka stwierdzono, ze niektore czynniki moga wplywac
na poziom ekspresji receptora, w tym sama insulina, ale réwniez glikokortykoidy
czy stopien rozwoju organizmu. Co wiecej, splicing transkryptu receptora insuliny
rowniez podlega regulacji w zaleznosci od rozwoju [42,81].

Mutacje w receptorze insuliny prowadza do rozwoju insulinoopornosci o réznym
stopniu nasilenia. Tego typu objawy obserwuje si¢ w przypadku takich schorzen,
jak: cukrzyca, nadci$nienie tetnicze, choroby sercowo-naczyniowe, niewydolnos¢
serca, zespot metaboliczny, a nawet bezptodnos¢ u kobiet [152].

Konsekwencje zdrowotne insulinoopornosci najlepiej obrazuje zespdt policystycz-
nych jajnikow — PCOS (ang. polycystic ovary syndrome) czy predyspozycja do
zachorowalnosci na niektore nowotwory, np. piersi, jelita grubego czy trzustki
[1,16,28-30,33,41,44,47,55,56,79,89,90,96,102,103,115,116,121,124,156,163].

W jaki sposdb insulinoopornos¢ predysponuje do zespotu policystycznych jajnikow?

Prawie 30 lat temu wykryto, ze pacjenci ze skrajng insulinoopornoscia maja
powigkszone policystyczne jajniki i hiperandrogenizm pochodzenia jajnikowego [62].
Niedawno stwierdzono, ze zasadniczo wszystkie zespotowe postaci insulinoopornosci
maja powigkszone jajniki [6,97,98,108]. Dziesig¢ lat temu dowiedziono, ze metformina
zwieksza owulacje u pacjentdw z powszechnymi postaciami zespolu policystycznych
jajnikéw (PCOS) i od tamtego czasu bardzo silny nacisk zostat potozony na stoso-
wanie lekéw uwrazliwiajacych na dziatanie insuliny w leczeniu PCOS [29,30,41.-
47,90,115,156]. Tak wigc insulina jest potencjalnym czynnikiem wzrostowym dla
jajnika i silnym bezposrednim stymulatorem jajnikowej produkcji androgenow.
Powszechnym czynnikiem w skrajnych zespotach insulinoopornosci i czgsto wystepu-
jacym PCOS jest wigc hiperinsulinizm. Dla kontrastu, gonadotropiny sg stymulatorem
prawidtowego wzrostu jajnika w czasie dojrzewania i stymulatorem produkcji
estrogendw i progesteronu. Jednakze, w zadnych badaniach zespotowej insulinoopor-
nosci czy w badaniach powszechnych postaci PCOS nie zostala ustalona unikalna
rola insuliny jako stymulatora wzrostu jajnika, wtedy gdy poziomy gonadotropin sa
niskie. Badania dowiodly, ze wzrost jajnikowy i steroidogeneza sa stymulowane
prawidlowo przez gonadotropiny w czasie dojrzewania, za$ hiperinsulinemia stymuluje
patologiczny wzrost jajnika i androgeneze przez wszystkie okresy zycia [99]. Insulina
stymuluje jajnik niezaleznie od gonadotropin [6,22,62,97,98,108,109]. Dodatkowo, u
niemowlat i matych dzieci z leprechaunizmem, powigkszenie jajnikéw moze by¢
bardzo skrajne. U zdrowych niemowlat z krazacymi gonadotropinami nalezy
oczekiwaé, ze objetosé jajnikdw wynosi mniej niz 1 cm® [2,7,9,59,63,118,157].

U starszych pacjentéw z lipodystrofia leczonych leptyna i u pacjentow z
autoprzeciwcialami do receptora insuliny, obserwowano poprawe funkcji jajnika (tj.
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obnizenie wydzielania androgenow i powrot miesiagczkowania) jako wynik poprawy
insulinoopornosci. Jakkolwiek, nie bylo zmiany wielkosci jajnikdéw w grupach
starszych pacjentow [6,97,98]. Hiperandrogenizm u kobiet z PCOS zwiazany jest z
uogo6lnionym wzrostem w steroidogenezie, szczegdlnie wlaczajac aktywnos¢ cyto-
chromu P450c17a, kluczowego enzymu w biosyntezie jajnikowych androgendw.
Hiperinsulinemia stymuluje bezposrednio steroidogenezg¢ jajnikowa przez wzrost
aktywnosci P450c17a lub posrednio przez stymulacje uwalniania gonadotropin
[28,102,103]. Interesujace, ze u mtodszych pacjentow dominuje wzrost jajnika a nie
wzrost androgenow, podczas gdy u starszych pacjentow oba zjawiska zwykle sg
obserwowane (wzrost jajnikow i wzrost wydzielania jajnikowych androgenow) [98].

Insulinoopornos¢ a nowotwory

Okreslenie: zespdt metaboliczny opisuje powigzania migdzy otyloscia, insulinoopor-
noscia a ryzykiem szeregu chordb przewlektych, w tym raka. Wiele z tych powiazan
nadal nie jest wyjasnionych, jednakze wydaje si¢, ze nocna lipoliza, wtorna do
stymulacji wspélczulnej moze nie tylko powodowa¢ insulinoopornos¢, ale rowniez
moze by¢ odpowiedzialna za hiperinsulinemi¢ poprzez stymulacje wydzielania i
zmniejszenia klirensu insuliny przez watrobg. Uzyskane w ten sposob zaburzenia —
wzrost nocnego stezenia wolnych kwaséw tluszczowych i insuliny — moga w
synergistyczny sposob zwigksza¢ ryzyko niektorych typow raka [55].

Otytos¢ i insulinooporno$¢ sa czynnikami ryzyka rozwoju raka sutka i sa zwigzane
z péznym stadium choroby oraz zltg prognoza. Angiogeneza jest niezwykle istotna
w rozwoju i progresji raka sutka i jest prawdopodobne, ze wzmozona w otylosci
produkcja adipocytokin, takich jak: VEGF, HGF, leptyna, TNFa, HBEGF i IL-6
wzmaga angiogeneze, podczas gdy stezenie adiponektyny, ktora hamuje angiogeneze
jest zmniejszone w otylosci [116]. Otylos¢ jest niezaleznym czynnikiem ryzyka
rozwoju i progresji raka trzustki i na modelu in vivo wykazano, ze obnizone stgzenie
adiponektyny oraz insulinoopornos¢ moga prowadzi¢ bezposrednio do zmian w
mikrosrodowisku guza i nasila¢ wzrost oraz rozsiew raka trzustki [163].

Do tej pory opisanych zostalo ponad 50 mutacji genu kodujacego receptor insuliny,
ktore zwiazane sa z rzadkimi postaciami insulinopornosci jak leprechaunizm,
insulinoopornos¢ typu A czy zespdt Rabsona-Mendenhalla. Dzieki analizom DNA i
RNA pochodzacego od pacjentow, u ktdrych zdiagnozowano te zespoly chorobowe,
mozliwe stato si¢ okreslenie struktury i funkcji receptora w procesie aktywacji bialek
lezacych na dalszych etapach w $ciezce sygnalizacyjnej insuliny. W zaleznosci od
efektow mutacji dokonano ich podziatu na 4 grupy czy klasy. Grupa 1 obejmuje
takie mutacje, ktorych skutkiem jest obnizony poziom transkryptu /NSR. Do grupy
2 naleza mutacje prowadzace do zaburzen wewnatrzkomorkowego transportu
receptora i jego obrdébki potranslacyjnej (np. odcigcia peptydu sygnalowego czy
glikozylacji). W grupie 3 znajduja si¢ mutacje zwiazane z defektami w procesie
wigzania insuliny do receptora, a w klasie 4 skupiaja si¢ mutacje powodujace
zaburzenia w aktywnosci katalitycznej domeny kinazy tyrozynowe;j.
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Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
receptora insuliny i jego zwiazku z réznymi postaciami insulinoopornosci.

1. GEN KODUJACY RECEPTOR INSULINY (INSR)

Gen kodujacy receptor insuliny /NSR (Gene ID: 3643) zlokalizowany jest na krotkim
ramieniu 19 chromosomu w locus 19p13.2-+p13.3, ma dtugos¢ ponad 180 kpz (kilopar
zasad) i skfada si¢ z 22 egzonoéw przedzielonych klasycznymi intronami typu U2 (ryc. 1).

Wiekszos$¢ egzonu pierwszego koduje 27-aminokwasowy peptyd sygnatowy
kierujacy biatko do blony komorkowej. Pierwsze 11 egzondw koduje podjednostke
a receptora (ta czes¢ genu obejmuje 90 kpz), podezas gdy kolejne 11 — podjednostke
B i rozposciera si¢ na dtugosci okoto 30 kpz [27,57,131,153]. Juz pod koniec lat 80
ubieglego wieku stwierdzono obecnos¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu SNP
(ang. single nucleotide polymorphism) w pozycjach: 20, 421, 465 oraz 519,
odpowiednio: GGA (Gly)-GGG (Gly), ATC (Ile)-ACC (Thr), CAG (GIn)-AAG (Lys),
GAT (Asp)-GAC (Asp) [131]. Natomiast obecnie w bazie danych NCBI SNP (http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&cmd=search&term=; 17.06.2009)
zdeponowanych jest w sumie az 1820 polimorfizméw SNP w ludzkim genie INSR,
ktore wystepuja zarowno w regionie promotorowym genu, jak i w regionach
kodujacych, intronach oraz regionach 5' i 3' UTR. Okazuje si¢, ze cztery z tych
polimorfizméw wiaza si¢ klinicznie z r6znymi formami insulinoopornosci.

Przyktadowo, Kadowaki i wsp. w 1988 r zidentyfikowali dwa rézne allele genu
receptora insuliny u pacjenta z niezwykle cigzka postacig insulinoopornosci —
leprechaunizmem. Matczyny allel pacjenta miat mutacj¢ zmiany sensu w egzonie 6
(AAG-GAGQG), ktorej skutkiem byta zamiana lizyny na kwas glutaminowy w
podjednostce a receptora (Lys460-Glu), podczas gdy w allelu ojcowskim obecna
byla mutacja wprowadzajaca kodon stop translacji w kodonie 672. Biatko powstajace
na matrycy skroconego transkryptu pochodzacego z tego allelu, nie miato wiec
domeny transbtonowej, jak i calej podjednostki B [60].

Z kolei obecnos$¢ polimorfizmu AAT-AGT roéwniez w egzonie 6 (Asn462-Ser)
stwierdzono u pacjenta, u ktérego zdiagnozowano insulinoopornos¢ oraz acanthosis
nigricans [60].

W 1990 Moller i wsp. zidentyfikowali polimorfizm w egzonie 19 podczas badania
cztonkdéw rodziny, w ktorej u trzech sidstr zdiagnozowano insulinoopornosé typu A
(OMIM ID: 610549), u ojca hiperinsulinemig (i inne nieprawidtowosci) bez wyste-
powania acanthosis nigricans, podczas gdy matka byla osoba zdrowa. W wyniku
przeprowadzenia badan molekularnych stwierdzono, ze ojciec wraz z cérkami byli
nosicielami mutacji GCA-ACA w kodonie 1134 zmieniajacej wysoce konserwa-
tywny w domenach kinaz tyrozynowych aminokwas alaning, na treoning. Skutkiem
tej mutacji, jak wykazaly analizy przeprowadzone na transfekowanych komoérkach
CHO wytwarzajacych zmutowane receptory insuliny, byla obnizona autofosforylacja
biatka receptorowego po zwiazaniu swojego liganda. Natomiast proces dojrzewania
receptora byl prawidlowy, podobnie jak jego zdolno$¢ wigzania insuliny [92].
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Cztery lata pozniej stwierdzono obecnos$¢ polimorfizmu SNP w uktadzie hetero-
zygotycznym (CGG-CAG) w egzonie 20 genu INSR u 22 niespokrewnionych kobiet,
ktore cierpiaty na insulinoopornosé, acanthosis nigricans oraz zespot policystycznych
jajnikéw (OMIM ID: 610549). Skutkiem opisywanego polimorfizmu SNP byla
zamiana aminokwasu argininy w pozycji 1174 na glutaming (Argl174-Gln) w
domenie kinazy tyrozynowej w wewnatrzkomorkowej czesci podjednostki
receptora. Obecno$¢ tej mutacji stwierdzono u chorej siostry pacjentki, natomiast u
matki byla ona nieobecna. Prawdopodobnie nosicielkami mutacji byly takze dwie
chore ciotki rodzicow, dlatego tez polimorfizm SNP CGG-CAG (Argl174-Gln) uwaza
si¢ za gtowna przyczyne dziedziczonej w sposob dominujacy insulinoopornosei [93].

Dzigki poznaniu budowy egzonowo-intronowej genu /NSR mozliwe byto okreslenie
funkcjonalnych i strukturalnych regionéw kodowanego przez ten gen bialka. I tak
poszczegdlne egzony koduja: 1 — peptyd sygnatowy, 2 — miejsce wigzania insuliny,
3 — region bogaty w reszty cysteiny, 4—10 — znaczna cze$¢ podjednostki a receptora,
11 — stanowi mini egzon podlegajacy alternatywnemu splicingowi, 12—-14 —
zewnatrzkomodrkowa czes¢ podjednostki 8, 15 — domeng transblonowa (ang.
transmembrane domain), 16 — region pomigdzy regionem transblonowym biatka a
domena kinazy (tzw. domen¢ podblonowa; ang. juxtamembrane domain), 17-21
wraz z niewielka czg¢scia egzonu 22 — domene kinazy tyrozynowej, 22 — karboksy-
lowa czesé biatka. Region obejmujacy egzony 2-5 jest homologiczny do
odpowiadajacego mu segmentu ludzkiego genu kodujacego naskorkowy czynnik
wzrostu EGFR (ang. epidermal growth factor) [131].

2. CHARAKTERYSTYKA REGIONU PROMOTOROWEGO
GENU RECEPTORA INSULINY

Region promotorowy genu kodujacego receptor insuliny zostat okreslony juz w 1987
roku przez grupe Araki [3], a kolejne badania przeprowadzita miedzy innymi grupa Seino
[131] (ryc. 2). Rozciaga si¢ on na okoto 1800 pz powyzej kodonu startu translacji ATG,

RYCINA 1. Gen INSR kodujacy ludzki receptor insuliny z uwzglednieniem dwoch alternatywnych form
splicingowych transkryptu oraz kodowanych przez te transkrypty izoform dojrzatego biatka recepto-
rowego: TSS —miejsce inicjacji transkrypcji (ang. transcription initiation site), AT'G — start translacji, 5', 3'
UTR —region nieulegajacy translacji na konicu 5'i 3' transkryptu (ang. untranslated region), TAA—kodon
stop translacji. 1-22 — egzony, L1, L2 — domeny zawierajace powtorzenia bogate w leucyn¢ LRR (ang.
leucine-rich repeat), CR — region bogaty w reszty cysteiny (ang. cysteine-rich region), Fn0, Fnl, Fn2 —
domeny fibronektyny typu III, Ins — insert w domenie Fnl, TM — domena transbtonowa (ang. transmem-
brane domain), JIM — domena podbtonowa (ang. juxtamembrane domain), TK — domena kinazy
tyrozynowej (ang. tyrosine kinase domain), CT —region karboksyterminalny (ang. carboxyterminal tail).
Czarnymi trojkatami zaznaczono miejsca glikozylacji w biatku (wg [25,137], zmieniony)

FIGURE 1. INSR gene encoding for human insulin receptor with two alternative isoforms of transcripts
together with encoded proteins. TSS — transcription initiation site, ATG — start of translation, 5', 3' UTR
— untranslated regions on 5' and 3' end of transcript, TAA — translation stop codon, 1-22 —exons, L1, L2
—domains containing leucine-rich repeats, CR — cysteine-rich region, Fn0, Fn1, Fn2 — fibronectin type I1I
domains, Ins —insert in Fnl domain, TM — transmembrane domain, JM — juxtamembrane domain, TK —
tyrosine kinase domain, CT — carboxyterminal tail. Black triangles stand for glycosylation sites in the
protein (according to [25,137], changed)
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FIGURE 2. The promoter re-
gion of the human insulin
receptor gene. Due to the pres-
ence of several transcription
initiation sites nucleotide
numbering is relative to the
first nucleotide of the transla-
tion start codon +1 ATG (en-
coding for methionine, Met).
Alu sequence is underlined. 7
Spl transcription factor bind-
ing sites are also shown [3].
Start 1, start 2, start 3 — tran-
scription initiation sites ac-
cordingto [131], start 4 —tran-
scription initiation site accord-
ing to [3]. Black arrows stand
for transcription direction,
grey for direct repeats and
broken arrows stand for in-
verted repeats. HMGI-Y,
Spl and C/EBP transcrip-
tion factors binding sites con-
tained in E3 and C2 fragment
are also shown [37] (accord-
ing to [3,37,131,150],
changed)

RYCINA 2. Region promotorowy ludzkiego genu receptora insuliny. Ze wzglgdu na obecnos¢ kilku miejsc inicjacji transkrypcji przyjeto numeracje wzgledem
kodonu start translacji +1 ATG (kodujacego metioning, Met). Podkreslono sekwencj¢ Alu. Zaznaczono takze 7 miejsc wigzania czynnika transkrypcyjnego Sp1
[3]. Start 1, start 2, start 3 — miejsca inicjacji transkrypcji wg [131], start 4 — miejsce inicjacji transkrypcji wg [3]. Czarne strzalki oznaczaja kierunek
transkrypcji, szare — powtorki wprost (ang. direct repeats), a przerywane — odwrotne powtorzenia (ang. inverted repeats). Na schemacie zaznaczono takze
miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych: HMGI-Y, Sp1 oraz C/EBPS wchodzace w sktad fragmentu E3 oraz C2 [37] (wg [3,37,131,150], zmieniony)
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az do sekwencji Alu. Analiza bioinformatyczna sekwencji nukleotydowej tego regionu
wykazala, ze jest on niezwykle bogaty w reszty GC. Co ciekawe, pozbawiony jest bloku
TATA (ang. TATA-box), obecnego w wiekszosci gendw transkrybowanych przez RNA
polimerazg 11, jak réwniez dystalnego elementu regulatorowego polozonego powyzej bloku
TATA — bloku CAAT. Cechy te sa podobne do cech, jakie wykazuja regulatorowe regiony
genow metabolizmu podstawowego ulegajacych ekspresji na stalym poziomie (ang.
housekeeping genes) jak np. genu kodujacego kinaze 3-fosfoglicerynowa, receptor
naskorkowego czynnika wzrostu, fosforybozylotransferaze hipoksantynowa, deaminaze
adenozyny u czlowieka, a takze genu reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzymu A
chomika, czy fosforybozylotransferazy hipoksantynowej myszy [3]. 410-480 pz (par zasad)
powyzej kodonu start ATG zidentyfikowany zostat element wzmacniajacy (ang. enhancer
element) ekspresje genu. Co wigcej, w genie receptora insuliny stwierdzono obecnos¢ kilku
dodatkowych potencjalnych elementow wzmacniajacych wiazacych biatko C/EBP S (ang.
CAAT/enhancer binding protein /), w tym dwoch obecnych w regionie promotorowym i
jednego w obrebie intronu pierwszego oraz miejsc dla innych bialek wiazacych si¢ z DNA.
Dodatkowe cechy promotora genu /NSR to obecno$¢ siedmiu potencjalnych miejsc
wiazania czynnika transkrypcyjnego Spl (GGGCGG lub CCGCCC) ulokowanych w
pozycjach: -199, -226, -230, -391, -401, -406, -411. W regionie promotorowym znajduja
si¢ takze dwie pary odwréconych powtorek: CCGGGCCCG oraz CCCGGGCCGC
(w pozycji -37 do -57 oraz -53 do -83), do ktérych moga wiaza¢ si¢ czynniki
transkrypcyjne biorace udzial w regulacji inicjacji transkrypcji, a takze pig¢ powtorek
wprost: trzy powtorki CCCGGGCGCAG oraz dwie powtdrki CCGCCC [3].
Wiadomo, ze czynnik transkrypcyjny Spl wzmaga transkrypcj¢ prowadzong przez
RNA polimeraze II, stad tez juz pod koniec lat 80 ubieglego wieku sugerowano, ze
transkrypcja genu /NSR moze zachodzi¢ w odpowiedzi na jego dziatanie [3].
Przeprowadzone w kolejnych latach badania pozwolily stwierdzi¢, ze cztery regiony
bogate w pary GC ulokowane w pozycji -593 do -618 promotora sa gtdéwnymi
elementami regulujacymi ekspresje genu /NSR w komorkach CHO i COS [4] i ze to
wiasnie do nich wiaze si¢ wspomniany czynnik Sp1, poprzez swoje trzy palce cynkowe
typu C,H,, obecne na karboksylowym koncu domeny wiazacej si¢ z DNA [54]. Z
kolei domena aktywujaca ekspresje, znajdujaca si¢ na koncu aminowym czynnika Sp1,
sktada si¢ z dwoch domen A i B bogatych w glutaming. Domeny te wchodza w
interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym RNA polimerazy Il — TFIID, sktadajacym
si¢ z bialka wiazacego sie z sekwencja TATA-TBP (ang. 7474 binding protein) oraz
kilkunastu czynnikéw TAFs (ang. TBP associated factors). Jak wykazaly badania,
to wihasnie czynnik TAFII-110 bezposrednio wchodzi w interakcje z biatkiem Spl [54].
Ponadto stwierdzono, ze w regionie promotorowym genu /NSR znajduja si¢ miejsca
wiazania dla czynnikéw IRNF-I oraz IRNF-II (ang. insulin receptor nuclear factor)
ulokowane w obrebie regionu -530 do -550 oraz -500 do -520. Jak wykazano, mutacje
zmieniajace miejsca wigzania tych bialek, znacznie obnizaja ekspresje genu receptora
insuliny. Dowodzi to, Ze oba czynniki sa niezbedne dla prawidlowe;j jego ekspresji [76].
Interesujace, ze adenowirusowe bialko Ela, przez zdolnos¢ wiazania si¢ z regionami
wiazacymi czynnik Spl, rowniez moze regulowac jego ekspresje [66].
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Za pomoca techniki wydluzania startera (ang. primer extension) oraz ochrony
przed nukleaza (ang. nuclease S1 mapping/nuclease S1 protection) okreslono
réwniez istnienie w pozycji 276, 282 oraz 283 pz powyzej kodonu ATG, trzech miejsc
inicjacji transkrypcji, przy czym przewazajaca cze$¢ stanowia transkrypty rozpoczy-
najace si¢ w pozycjach 276 i 282 [3]. Podobne do promotora genu /NSR cechy,
takie jak miedzy innymi: brak bloku TATA oraz wiele miejsc inicjacji transkrypcji,
wykazuja promotory wielu genéw metabolizmu podstawowego [58,67,139].

Zaobserwowano, ze ekspresja genu /NSR ulega podwyzszeniu pod wplywem dziatania
glikokortykoidow [84]. Sugeruje sig, ze hormony te moga wptywac na indukcje transkrypcji
INSR jednakze, co intrygujace, analiza sekwencji regionu 5' promotora wykazata brak
obecnosci elementéw odpowiedzi na glikokortykoidy GRE (ang. glucocorticoid response
element) [64]. Rubin i wsp., z kolei, w 1980 roku w obrebie 5' konca promotora,
zidentyfikowali sekwencje Alu, ktora, jak si¢ uwaza, moze pehi¢ funkcje wiazaca bialka, a
wige moze réwniez potencjalnie wplywac na regulacje ekspresji genu receptora insuliny [119].

Zidentyfikowano takze kilka potencjalnie regulatorowych regionéw promotora, ktore wazne
sq dla komorkowo-specyficznej ekspresji biatka receptorowego [12,14,145]. Dzieki badaniom
typu odcisk stopy DNazy | (ang. DNase I footprinting) wykazano, ze dwa regiony bogate w
pary AT, ktére nazwano fragmentem C2 (-671 do -874) oraz fragmentem E3 (-1661 do -
1818) wydaja si¢ by¢ kluczowe dla ekspresji genu INSR w trakcie roznicowania si¢ miocytow
z mioblastow w komérkach miesniowych BC3H-1 [13]. Do regiondw tych, jak stwierdzono,
wiazaly si¢ jadrowe bialka wiazace DNA, co ostatecznie wzmagalo transkrypcje genu.

Z kolei doswiadczenia z wykorzystaniem genu reporterowego acetylotransferazy
chloramfenikolu CAT (ang. chloramphenicol acetylotransferase reporter gene
analysis) wykazaly, ze te sekwencje dzialaly raczej jako promotory a nie elementy
wzmacniajace transkrypcje. Autorzy sugerowali wigc, ze biatka wiazace si¢ z tymi
regionami odgrywaja decydujaca w rolg w regulacji ekspresji genu receptora insuliny
w roznych tkankach [13]. Przeprowadzone w kolejnych latach eksperymenty
wykazaly, ze, w obrebie tych regionow (C2 i E3) wiaza sie biatka HMGI-Y (ang.
high mobility group), aktywujac w ten sposob transkrypcje genu INSR [15].
Stosujac technike EMSA (ang. electromobility shift assay) — analiz¢ interakcji
DNA-biatko oraz technik¢ Western z wykorzystaniem biatek jadrowych pochodza-
cych z komorek linii ludzkich limfocytow IM-9 zidentyfikowano biatko, ktore nazwano
IR-DBP (ang. insulin receptor DNA binding protein) i ktére bylo wysoce podobne
do biatek HMGI-Y. Bialko to jest odlegtym cztonkiem grupy bialek HMG, majacym
zdolnos$¢ wiazania si¢ z DNA poprzez regiony bogate w pary AT w obrebie matego
rowka dwuniciowej helisy zmieniajac w tym miejscu konformacje DNA, w ten
sposob aktywujac transkrypcje wielu gendéw ssakow przez dodatkowe interakcje z
licznymi czynnikami transkrypcyjnymi i ich rekrutacje do miejsca inicjacji transkrypcji
[20,112]. Zaobserwowano, ze inhibicja biatka HMGI-Y w komorkach, w ktorych
zachodzi ekspresja receptora insuliny na wysokim poziomie, prowadzi do znacznego
obnizenia jego ekspresji. Natomiast nadekspresja HMGI-Y w komoérkach o niskim
poziomie ekspresji /NSR prowadzi do wzrostu jego ekspresji [15]. Te obserwacje
prowadza do wniosku, ze biatko HMGI-Y ma pozytywnie regulujacy wplyw na
poziom ekspresji receptora insuliny, a wigc jakikolwiek defekt zwiazany z tym
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biatkiem moze prowadzi¢ do zaburzonej funkcji receptora insuliny i dalej zaburzen
Sciezki sygnalizacyjnej w odpowiedzi na ten hormon.

Stwierdzono takze, iz niezwykle istotny dla ekspresji genu receptora w adipocytach HIRIN3
jest rowniez region diugosci 278 pz na 5' koncu pierwszego intronu tego genu [85].

Natomiast Yoshizato i wsp., w 2001 roku zidentyfikowali element dziatajacy w cis (-592
do -577) oraz czynnik dzialajacy w trams, ktore wplywaja na ekspresje genu receptora insuliny
w komorkach watrobiaka (hepatocarcinoma) HepG2 i w hepatocytach szczura. Owym
czynnikiem okazalo si¢ jadrowe biatko o masie 35 kDa, ktore wiazato si¢ do sekwencji
5-TCCCTCCC-3' (-588 do -581) promotora i ktore nazwano czynnikiem HT-FIR (ang.
hepatocyte-specific transcription factor of the insulin receptor gene).

Mimo ze aktywnos$¢ promotora genu receptora insuliny wiaze si¢ z regionem
okoto 579 pz od miejsca inicjacji translacji, to jednak sugeruje si¢, ze caly region
promotorowy jest konieczny dla jego maksymalnej aktywnosci [14].

Aktywnos¢ promotora na pewnym podstawowym poziomie obserwuje si¢ we wszystkich
komorkach, aczkolwiek znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu /NSR stwierdzono w
takich tkankach, jak: migsnie szkieletowe, watroba, tkanka thuszczowa czy mozg. Sugeruje
to istnienie tkankowo-specyficznych czynnikéw regulujacych ekspresje genu /NSR, natomiast
réznice w poziomie ekspresji w réznych tkankach moga wynika¢ z obecnosci lub braku
tkankowo-specyficznych czynnikdw transkrypeyjnych. Wiadomo, ze promotory wielu genow,
ulegajacych ekspresji tkankowo-specyficznej sa bardzo czgsto pod kontrola réznorodnych
czynnikow, nie tylko specyficznych dla danej tkanki, ale réwniez w powiazaniu z ogdlnymi
czynnikami inicjacji transkrypcji. Te ostatnie, umozliwiaja lub wzmacniaja dzialanie jednego
lub kilku czynnikow transkrypeyjnych specyficznych dla danej tkanki [88].

Grupa Foti w 2003 roku [37] po raz pierwszy wykazala, ze regulacja ekspresji
receptora insuliny zachodzi dzigki dziataniu nukleoproteinowego kompleksu (zwanego
enhansosomem), w sklad ktérego poza wspomnianym juz wczesniej bialkiem
HMGI-Y wchodzi takze podstawowy czynnik transkrypcyjny Spl oraz C/EBPS
(biatko wiazace sie z sekwencja CCAAT) w komoérkach HepG2. Kluczowa w tym
kompleksie wydaje si¢ by¢ wlasnie rola biatka HMGI-Y, ktdre jest niezbedne dla
utworzenia aktywnego kompleksu inicjujacego transkrypcje [37]. Przeprowadzone
badania (zaroéwno in vitro, jak i in vivo) wykazaly, ze czynnik ten oddzialuje z
biatkiem Spl oraz C/EBPS, co znaczaco wzmaga aktywnos¢ regionu promotorowego
genu INSR i aktywuje transkrypcje przez RNA polimeraze 11 [37].

Jakiekolwiek defekty zwiazane wigc z opisanymi powyzej czynnikami transkryp-
cyjnymi moga wplywac na ekspresje genu receptora insuliny i tym samym przyczynia¢
si¢ do rozwoju insulinoopornosci, a wigc braku odpowiedzi organizmu na insuling.

3. CHARAKTERYSTYKA TRANSKRYPTU RECEPTORA INSULINY

Receptor insuliny po raz pierwszy zidentyfikowany zostat w 1971 roku przez grupe
Freycheta [39], natomiast sekwencja cDNA odpowiadajaca sekwencji transkryptu
genu INSR poraz pierwszy zostata okreslona juz w 1985 roku przez grupe Ullricha
[153] oraz Ebina [27]. Badacze ci otrzymali sekwencje r6zniace si¢ swoja dlugoscia
o 36 nukleotydow, ktore odpowiadaja réznicy 12 aminokwaséw w sekwencji
aminokwasowej bialka. Przeprowadzone analizy bioinformatyczne tych sekwencji
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pozwolily zaobserwowaé, ze transkrypt genu receptora insuliny podlega zjawisku
alternatywnego splicingu, podczas ktérego wycigty zostaje egzon 11 (kodujacy
karboksylowy koniec podjednostki ). Skutkiem tego zdarzenia splicingowego (ang. exon
exclusion/exon skipping) powstaje skrocona forma transkryptu zwana wariantem
krotkim (lub wariantem drugim, E117, A) w odroznieniu od jego dlugiej formy
zawierajacej egzon 11 (o dlugosci 36 pz, odpowiadajacy resztom aminokwasowym 717—
728) i zwanej wariantem dtugim (lub pierwszym, E11°, B). Obie formy koduja wiec
réznej dlugosci biatka skladajace sie¢ z 1382 (wariant 1) 1 1370 (wariant 2) reszt
aminokwasowych [27,153] (ryc. 1). Alternatywny splicing jest procesem tkankowo-
specyficznym i jak wykazano, obecnos¢ lub brak egzonu 11 zmienia wlasciwosci biatka
receptorowego w odniesieniu do powinowactwa receptora do wiazania liganda — insuliny.
W wyniku przeprowadzenia niektorych badan na transfekowanych liniach komérkowych
stwierdzono istnienie roznic w procesie internalizacji réznych izoform receptorow
indukowanym zwigzaniem insuliny [48]. Istniejg rdwniez doniesienia sugerujace, ze
skrocona forma transkryptu ulega ekspresji w leukocytach, a dluzsza forma dominuje
w watrobie, adipocytach i miesniach szkieletowych, natomiast w fozysku poziom obu
form jest podobny. Zaobserwowano, ze krotsza forma biatka wykazuje dwukrotnie
wyzsze powinowactwo do insuliny w poréwnaniu do biatka dluzszego o te 12 reszt
aminokwasowych kodowanych przez alternatywny egzon 11 [91]. Co ciekawe, niektore
badania wykazaly, ze krotsza forma biatka wykazuje wzmozony proces internalizacji po
zwigzaniu liganda, natomiast dtuzsze biatko o obnizonym powinowactwie do insuliny
okazalo sie, ze wykazuje wigksza aktywnos¢ katalityczng w poréwnaniu z jego krotsza
forma [48]. Stwierdzono takze, ze izoforma pozbawiona czesci kodowanej przez egzon
11 wigze zarowno insuline, jak i IGF-II z wysokim powinowactwem, podczas gdy
izoforma ja zawierajaca wiaze jedynie insuling [91].

Biologiczne znaczenie istnienia obu form splicingowych receptora nie zostato do
tej pory w pelni wyjasnione, aczkolwiek zaburzenia procesu alternatywnego wycinania
egzonu 11 i skladania dojrzatego transkryptu INSR, a tym samym zmiana stosunku
obu form w danej tkance moze leze¢ u podstaw bardzo powaznych choréb cztowieka,
mimo iz (przynajmniej jak dotad) nie zaobserwowano réznic w poziomie ekspresji
obu form mRNA receptora insuliny u pacjentéw cierpiacych na roézne postaci
insulinopornosci w poréwnaniu do oséb zdrowych [130]. Regulacja alternatywnego
sktadania pre-mRNA receptora insuliny jest czynnikiem niezwykle waznym dla
prawidlowego funkcjonowania organizmu. Zaburzenia zwigzane z tym mechanizmem
wigza sie z licznymi stanami chorobowymi u cztowieka: cukrzyca typu 2, dystrofia
miotoniczng i nowotworami [65,70,95,104—106,126].

Calkowita dlugos¢ transkryptu jest rozna nie tylko ze wzgledu na kilka miejsc inicjacji
transkrypcji, ale rowniez na r6zna liczbe miejsc poliadenylacji, stad tez obserwowano
transkrypty o dlugosci od 5400 pz do 9400 pz, z ktérych najliczniejsze miaty dlugosé
6.9 kb oraz 9.4 kb [150]. Interesujace, ze pomimo matych rozmiaréw biatka, dhugosé
transkryptu jest znaczaca i uzalezniona od znacznej dtugosci regionu 3'UTR (4801 pz).
Podobne obserwacje dotycza takze transkryptéw innych organizméw jak na przyktad
szczura [150]. Mozliwe wiec, ze region ten pelni¢ moze pewne funkcje regulatorowe.
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Sugeruje si¢ rowniez, ze pewne potranskrypcyjne mechanizmy moga by¢ takze
zaangazowane w kontrole ekspresji mRNA /NSR oraz samego biatka.

Mechanizm alternatywnego splicingu pozostaje pod kontrola insuliny, jak rowniez
innych czynnikdw hormonalnych oraz rozwojowych. Zmiany w tym procesie, jak
wykazano, wiazaly si¢ ze wzrostem wrazliwosci komorek na insuling, co sugeruje, ze
regulacja alternatywnego sktadania mRNA receptora insuliny jest kluczowa dla
wrazliwosci receptora na ten hormon i prawidlowej na niego odpowiedzi komérki [71].
W wyborze miejsc alternatywnego splicingu zaangazowanych jest wiele roznorodnych
biatek oraz dodatkowych czynnikow, takich jak: drugorzedowa struktura RNA
[8.32,142,143], wielkos¢ egzonu, a takze ,.sita” alternatywnych miejsc splicingowych
[101]. Zmiany w wyborze tych miejsc obserwowane byly w przypadku licznych gendw
podczas réznicowania komérkowego [86], jednakze hormonalna regulacja tego procesu
nie jest zbyt powszechna. Przyktadowo, zaobserwowano, ze glikokortykoidy moduluja
alternatywny splicing mRNA receptora insuliny w komorkach HepG2, natomiast sama
insulina moduluje ten mechanizm w komdrkach watrobiaka FaO [70,132]. Badania
przeprowadzone przez Kosaki i wsp. w 1998 roku pozwolily na identyfikacje miejsc
waznych dla alternatywnego sktadania transkryptu /NSR. Egzon 11 jest bardzo krotki
(36 pz) i otoczony jest dtugimi intronami (~2.,2 kpz i ~7.5 kpz). Okazalo sig, ze intron 10
genu receptora insuliny zawiera wszystkie informacje niezbedne dla prawidtowej selekcji
migjsc splicingowych oraz alternatywnego wycigcia egzonu 11. W intronie tym znajduja
si¢ dwa miejsca rozgalezienia — BP (ang. branch point), kluczowe dla wyboru miejsc
splicingowych. 300 pz powyzej egzonu 11 znajduje si¢ sekwencja A/u. W intronie 10,
43 pz powyzej miejsca rozgalgzienia znajduje si¢ tzw. intronowa sekwencja wzmacniajaca
splicing — ISE (ang. intronic splicing enhancer sequence) oraz intronowa sekwencja
wyciszajaca — ISS (ang. intronic splicing silencing sequence), odpowiedzialna za
zjawisko exon skipping na jego koncu 3'. Sekwencja ISE na 5' koncu intronu 10 zawiera
sekwencje o dtugosci 48 pz, bogata w pary GA, niezbedna dla pozostawienia egzonu
11 w dojrzalej czasteczce mRNA [72]. Wykazano rowniez, ze sam egzon 11 jest
kluczowy dla prawidlowego dziatania alternatywnej maszynerii splicingowej [72].

Model wyboru miejsc splicingowych podczas dojrzewania transkryptu receptora
insuliny zaproponowany zostat juz w roku 1998 [72]. Zgodnie z nim sekwencja bogata
w reszty GA obecna na 5' koncu intronu 10, tzw. intronowa sekwencja wzmacniajaca
ISE faworyzuje pozostawienie egzonu 11 w dojrzatym transkrypcie prawdopodobnie
przez bezposrednie oddziatywanie na miejsce splicingowe 3'. Mozliwe, ze ze wzgledu
na swoje potozenie (ponad 2 kpz powyzej miejsca rozgatezienia BP), moze ona
oddzialywa¢ na sasiadujace miejsce splicingowe 5' (UAG:GUCAGGAC) rdézniace
si¢ znaczaco od sekwencji zgodnej (CAG:GUAAGUAU) [72]. W zwiazku z tym,
wplyw tego wzmacniacza moze polega¢ na wzmocnieniu sily oddzialywania U1snRNP
(ang. U-rich 1 small nuclear ribonucleoprotein particle) — jednego ze skladnikow
spliceosomu, z miejscem splicingowym 5' [74]. Jednakze nie do konca wiadomo bylo,
jaki wywieratoby to wplyw na alternatywny splicing egzonu potozonego ponize;j.
Dodatkowo, postulowano udzial jednego z bialek SR (bogatych w seryne i argining)
zaangazowanych w proces dojrzewania transkryptow — biatka SF2/ASF przez wiazanie
si¢ do sekwencji bogatych w GA podobnych do tej obecnej na 5' koncu intronu 10.
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W ten sposob biatko SF2/ASF mialoby promowaé pozostawienie egzonu 11 w
dojrzatym transkrypcie INSR, podobnie jak w przypadku splicingu transkryptu lekkiego
fancucha B klatryny szczura [21]. Biatko SF2/ASF moze mie¢ roéwniez zdolnos¢ do
preferencyjnego wykorzystania proksymalnego miejsca splicingowego 5' lub 3'.
Antagonistyczne dzialanie wykazuje natomiast czynnik splicingowy hnRNP-A1
(wiazacy si¢ do sekwencji UAGGGA lub UAGGGU), ktéry promuje wybor dystalnego
migjsca splicingowego. Tak wiec oba czynniki wykazuja dziatanie antagonistyczne [19].
Na koncu 5' intronu 10 dodatkowo znajduje si¢ sekwencja CTTAGGGACC,
zawierajaca miejsce wigzania wspomnianego wczesniej czynnika hnRNP-A1 (co
podkreslono). Wiadomo juz, ze ta nukleoproteina wraz z hnRNP-F zaangazowana jest
w regulacje alternatywnego skfadania transkryptu /NSR [148]. Na koncu 3' intronu
10 znajduja si¢ dwa regiony, ktore rowniez biora udzial w alternatywnym splicingu
transkryptu INSR. Jedna z nich, ulokowana powyzej miejsca rozgalgzienia promuje
eliminacj¢ egzonu 11 z mRNA i zwana jest intronowa sekwencja wyciszajaca splicing
(ISS). Interesujace, ze region ten, jak wykazata analiza bioinformatyczna, moze
przybiera¢ drugorzedowa strukture spinki do wlosow (ang. stem-loop structure), a
jak obecnie wiadomo, drugorzgdowe struktury RNA biorg udzial w alternatywnym
dojrzewaniu mRNA. Drugi region regulatorowy wazny dla alternatywnego skladania
transkryptu I/NSR obecny jest w samym alternatywnym egzonie 11 i wydaje sie, ze
dziata on niezaleznie w procesie modulacji wyboru miejsca splicingowego 3'. Nie mozna
wykluczy¢ mozliwoscei, ze oba regiony wchodza w sklad wigkszego regionu regula-
torowego, ktory z kolei bierze udzial w tworzeniu wigkszej struktury drugorzedowej
wokol miejsca splicingowego 3' [72].

Funkcja intronowych i egzonowych sekwencji wzmacniajacych — ISE, ESE oraz
wyciszajacych — ISS, ESS (ang. intronic splicing silencer, exonic splicing
silencer) w regulacji alternatywnego splicingu polega na wigzaniu odpowiednich
czynnikow dziatajacych w trans, wplywajacych z kolei na wybor miejsca splicingo-
wego przez spliceosom [11]. Drugorzgdowa struktura pierwotnego transkryptu
reguluje jego dostepnos¢ dla czynnikow splicingowych. Dwuniciowe fragmenty RNA
spinki do wlosow rozpoznawane sg przez niektore z czynnikdw dziatajacych w tranms,
a cafa utworzona struktura prowadzi do zmiany wzajemnego przestrzennego ultozenia
elementow cis, prowadzac do zaistnienia dodatkowych mozliwosci regulatorowych
[18.,45,53]. Obecnie zdecydowanie wigcej wiadomo na temat regulacji alternatyw-
nego splicingu, w ktorej nadrzedna role pelnia czynniki regulatorowe dziatajace w
trans — wspomniane juz wczesniej biatka SR oraz hnRNP, wykazujace dziatanie
antagonistyczne. Bialka SR wiazac si¢ do sekwencji wzmacniajacych dzialaja na
drodze aktywacji alternatywnego sktadania mRNA, hnRNPs z kolei wiagzac si¢ do
sekwencji wyciszajacych, hamuja ten proces.

Badania nad alternatywnym splicingiem transkryptu receptora insuliny kontynuo-
wane byly w kolejnych latach [133,158], dzigki czemu okreslono istnienie elementow
ISE oraz ISS w w intronie 10, jak i doprowadzily do lepszego poznania jego mecha-
nizmu. Dzigki przeprowadzonym eksperymentom stwierdzono, ze w procesach tych
biora udziat biatka SRp20 oraz SF2/ASF, ktore moduluja aktywnos¢ egzonowych
elementow wzmacniajacych (ESE). Dodatkowo wykazano, ze elementy ESS w
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egzonie 11 oraz ISS na 3' koncu intronu 10 wymagaja zwiazania biatka CUG-BP1. Podczas
gdy nadekspresja biatka CUG-BP1 hamowata pozostawienie egzonu 11 w dojrzaltym
transkrypcie, nadekspresja biatka SRp20 prowadzita do wzmocnienia jego pozostawienia
[133]. Autorzy sugeruja wigc, ze oba biatka miatyby dziata¢ antagonistycznie, a ich wzajemna
réwnowaga jest kluczowa dla regulacji pozostawienia lub eliminacji tego egzonu z
transkryptu [133]. Schemat obrazujacy proponowany mechanizm alternatywnego splicingu
mRNA receptora insuliny przedstawiono na rycinie 3.

Nie jest jeszcze w pelni poznany mechanizm dzialania biatka SRp20 i SF2/ASF,
aczkolwiek postuluje sie, ze prowadza one do rekrutacji Ul i U2 snRNPs lub
zapobiegaja wigzaniu si¢ bialek CUG-BP1. Mozliwe, ze aktywnos¢ jednego czynnika,
moze by¢ takze regulowana przez obecnos$¢ drugiego. Proponuje si¢ nadal, ze egzon
11 wraz z potozonym powyzej traktem polipirymidynowym i sekwencja, zawierajaca
miejsce rozgalezienia BP, tworza duzych rozmiardéw struktur¢ drugorzedowsq typu
spinki, ktérej pojawienie si¢ hamuje wigzanie si¢ U2AF, SF1 i U2 snRNP blokujac
w ten sposdb dostepno$é miejsca splicingowego 3'. Taka hamujaca splicing rola
struktury drugorzedowej RNA zostata wykazana w innych badaniach dotyczacych
regulacji wycinania alternatywnego egzonu 7 w genie SMN2 (ang. survival motor
neuron 2), jednego z genow zwigzanych z zanikiem migsni szkieletowych [140].
Nakladajace si¢ miejsca wiazania dla biatka SF2/ASF oraz CUG-BP1 w egzonie
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RYCINA 3. Proponowany model alternatywnego splicingu transkryptéw ludzkiego receptora insuliny.
Opis w tekscie (wg [72,133], zmieniony)

FIGURE 3. Proposed model for human insulin receptor transcripts alternative splicing regulation. See text
(according to [72,133], changed)
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11 zlokalizowane sa w strukturze drugorzgdowej RNA, powyzej ktorego znajduje si¢
miejsce wiazania biatka SRp20. Przypuszcza sie, ze zwiazanie biatka SRp20 i SF2/ASF,
zapobiega utworzeniu si¢ drugorzedowej struktury RNA typu spinki. Z kolei zwigzanie
biatka CUG-BP1 do swego miejsca wiazania oraz sekwencji wyciszajacej polozonej
powyzej prowadzi do stabilizacji dwuniciowego odcinka spinki i ostatecznie utatwia
wyciecie egzonu 11 z transkryptu [133]. Badania molekularne w celu potwierdzenia tych
hipotez trwaja obecnie w laboratorium na Uniwersytecie Kalifornijskim.

4. BUDOWA LUDZKIEGO RECEPTORA INSULINY

Dojrzaty receptor insuliny jest glikoproteing i funkcjonuje jako heterotetramer ztozony
z dwoch dimeréw dwoéch podjednostek (dlugosci 1370 lub 1382 reszt aminokwasowych
kazda) potaczonych 14 mostkami dwusiarczkowymi. Receptor ten syntetyzowany jest
w komorce w postaci niedojrzalego proreceptora o masie czasteczkowej okoto 180
kilodaltonow (kDa). Bialko podlega nastgpnie proteolitycznemu cigciu w obregbie
sekwencji Arg-Lys-Arg-Arg zlokalizowanej na potaczeniu podjednos-tek a i B
uwalniajac w ten sposob monomery a-f3. Polaczenie - mozliwe jest dzigki istnieniu
wiazania dwusiarczkowego, utworzonego pomigdzy reszta cysteiny w pozycji 647
podjednostki a a cysteing 872 w podjednostce 5. Dwa monomery a- powigzane sa
poprzez wigzania Cys-524 migdzy podjednostkami ¢ [73].

Podjednostki « (dtugosci 731 reszt aminokwasowych i masie czasteczkowej Mr=135
kDa) stanowia catkowicie zewnatrzkomdrkowe domeny wiazace insuling, podczas gdy
podjednostki 8 (o masie 95 kDa i sktadajace si¢ z 620 reszt aminokwasowych) maja
region zewnatrzkomorkowy zlozony ze 194 aminokwasdw, 23-aminokwasowy region
transblonowy oraz 403-aminokwasowy region skierowany do wnetrza komoérki o
aktywnosci kinazy tyrozynowej [27,57,131,153]. Zaréwno podjednostka «, jak i
zewnatrzkomorkowy region podjednostki 8 zawierajg miejsca glikozylacji [131].

Dhuzsza forma splicingowa transkryptu zawierajaca alternatywny egzon 11 koduje
biatko dtuzsze o 12 reszt aminokwasowych. Te dodatkowe 12 reszt przypada na
karboksylowa czes¢ podjednostki a receptora.

W sekwencji aminokwasowej receptora insuliny wyr6zni¢ mozna od konca
aminowego: peptyd sygnatowy (aminokwasy 1-27) oraz sekwencj¢ biatka dojrzatego
(reszty 28—1370 lub 1382). Za peptydem sygnatowym znajduje si¢ domena L1
zawierajaca dwa powtorzenia bogate w leucyng LRR (ang. leucine-rich repeat)
(aminokwasy 52—164), stanowiaca miejsce wiazania insuliny, a za nia region bogaty
w reszty cysteiny — CR (ang. cysteine rich) (reszty 179-340) podobny do furyny
(ang. furin-like) oraz region FU (reszty 234-281) zawierajacy powtorzenia typu
furyny (ang. furin-like repeats). Kolejny region stanowi domena L2 (reszty 359-
472), za ktora obecne sg trzy domeny (Fn0O, Fnl, Fn2) fibronektyny typu 3 (ryc.
1). W sekwencji aminokwasowej wyrdznia si¢ takze charakterystyczne i kluczowe
pozycje, takie jak: 906 i 920 odpowiedzialne za kontakt migdzy domenami, 921-922
oraz 924-925 stanowiace motyw receptora cytokin, za ktorymi wystepuje domena
katalityczna kinazy tyrozynowej dlugosci 287 reszt (1004—1291). Miejsce wiazania
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ATP znajduje sie w podjednostce 8 receptora i utworzone jest przez reszty 1020—
1021, 1025, 1043, 1045, 1092, 1094, 1098, 1151-1152, 1154, 1165 (Gly-X-Gly-X-X-
Gly) [125]. W podjednostce tej wyr6zni¢ mozna rowniez kilka miejsc fosforylacji:
dwie reszty tyrozyny (Tyr-965 oraz Tyr-972) znajdujace si¢ w domenie podblonowej
IM (ang. juxtamembrane domain) podlegaja autofosforylacji po zwiazaniu insuliny,
w srodku domeny wewnatrzkomoérkowej (w domenie kinazy tyrozynowej) (Tyr-1158-
X-X-X-Tyr-1162-Tyr-1163) oraz na karboksylowym koncu biatka (w obrebie domeny
CT) (Tyr-1328 oraz Tyr-1334) [125]. Fosforylacja reszty tyrozyny w pozycji 972
prowadzi do utworzenia motywu NPXpX, rozpoznawanego przez domeng¢ PTB biatek
IRS-1 oraz She, jak rowniez waznego dla internalizacji receptora [160]. Z kolei,
jak wykazano, autofosforylacja reszt tyrozyny w regulatorowej domenie kinazy
(fosforylacja motywu YXXXYY) jest kluczowa dla indukowanej insuling aktywnosci
katalitycznej receptora oraz jej efektu biologicznego. Dodatkowo, aktywowana
domena KRLB (ang. kinase regulatory loop binding) niezbedna jest dla interakcji
pomiedzy unikalnym regionem IRS-2 obejmujacym reszty 591-768 a receptorem
insuliny [125]. Natomiast reszty 1034—-1037, 1115, 1117, 1157-1158, 1283, 1288
stanowia tzw. niekatalityczne miejsce wiazania PTP1B, a aminokwasy w pozycjach
1151, 1180, 1182—1184, 1186-1187, 11961197, 1199, 1230 stanowia miejsce wiazania
biatka substratowego. Petla aktywacyjna (ang. A-loop) znajduje sie w pozycji 1164—
1185 bialka. Z kolei reszty 1171, 1173—1174, 11761177 biora udziat w utworzeniu
miejsca interakcji z domenami SH2 biatek docelowych.

Zwiazanie insuliny z podjednostka a najprawdopodobniej zbliza obie podjednostki
do siebie. To zdarzenie z kolei, umozliwia zwiazanie ATP przez podjednostke  oraz
wyzwala nastepnie autofosforylacje reszt tyrozyny w autokatalitycznych podjednost-
kach f3, po czym dochodzi do kaskady fosforylacji i aktywacji biatek docelowych,
ktdre biora udziat w regulacji interakcji bialko-biatko oraz aktywnosci enzymatycz-
nych. W ten sposob fosforylacja i aktywacja substratowych bialek IRS (ang. insulin
receptor substrate) IRS-1 oraz IRS-2 prowadzi do zwiazania i aktywacji innych
bialek zawierajacych domeny SH2 (ang. Src homology 2), takich jak: biatko She
oraz biatko adaptorowe APS (ang. adaptor protein) [149]. Aktywacja tych biatek
wyzwala nastgpnie kaskade sygnalizacji komodrkowej, ktéra prowadzi do akumulacji
efektorow komodrkowych i transdukeji sygnatu insulinowego w komorce.

Regulacja transportu glukozy do komoérek oraz wigkszos¢ innych efektow
metabolicznych dziatania insuliny odbywa si¢ za posrednictwem kinazy fosfatydylo-
3-inozytolu (PI3K) wskutek zwiazania jej regulatorowej podjednostki p85 do
ufosforylowanych reszt tyrozyny biatka IRS-1, co prowadzi z kolei do zmiany
konformacyjnej i aktywacji jej podjednostki katalitycznej p110, a nastgpnie przemiesz-
czenia catego enzymu do btony komdrkowej. Kinaza PI3K katalizuje fosforylacje
4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do 3,4,5-trifosforanu inozytolu (PIP3),
ktory uczestniczy w procesie aktywacji kinazy biatkowej B (PKB) zwanej rowniez
kinaza AKT. Bezposrednia interakcja czasteczki PIP3 z domeng PH kinazy AKT
prowadzi do przemieszczenia si¢ enzymu do blony komdrkowej, gdzie ulega aktywacji
przez kinaze¢ fosfatydyloinozytoli PDK-1. Kinaza AKT z kolei, odpowiedzialna jest
za fosforylacje roznorodnych biatek komoérkowych zaangazowanych w rézne sciezki
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metaboliczne i regulujacych wzrost i proliferacj¢ komoérki [1,33]. Enzym ten, poprzez
inhibicj¢ kinazy GSK-3 wzmaga synteze glikogenu, a wptywajac na kinazg mTOR
(ang. mammalian target of rapamycin), indukuje z kolei synteze roznorodnych
bialek komdrkowych. Kinaza AKT odpowiedzialna jest rowniez za ,przezycie”
komorki dzigki blokowaniu kilku czynnikdéw proapoptycznych, takich jak np. czynnik
Bad czy czynniki transkrypcyjne z rodziny Forkhead. Sciezka sygnalizacyjna zwiazana
z kinaza PI3K/AKT rowniez obejmuje translokacje blonowego transportera glukozy
GLUT4, ktory przemieszcza czasteczki glukozy do wnetrza komorek. Efekty
mitogenne dziatania insuliny wiaza si¢ natomiast z aktywacja nie tylko Sciezki kinazy
AKT, ale réwniez kinaz Ras/MAPK [43,159].

Ufosforylowane i aktywowane wspomniane juz wczesniej biatko Shc wiaze si¢ do
kompleksu biatka Grb2/SOCS (ang. growth factor receptor-binding protein 2), a
przemieszczenie biatka SOCS do blony komérkowej umozliwia jego interakeje z zakotwiczona
w blonie kinaza Raf i jej aktywacje. Nastepnie aktywne biatko Ras aktywuje kinazg Raf,
po czym dochodzi do dalszej aktywacji kaskady fosforylacji kinaz MAP oraz ERK
[44,69,127,155]. W kolejnym etapie szlaku sygnalizacyjnego kinazy ERK ulegaja translokacji
do jadra komoérkowego, gdzie dochodzi do aktywacji czynnikéw transkrypeyjnych, takich jak:
c-jun, c-fos, c-myc oraz c-fos. Odpowiedzia komoérki na sygnat insulinowy jest wige rowniez
indukcja ekspresji gendw zwiazanych z procesami proliferacji [46,69,146].

Nastepnym etapem jest internalizacja receptorow, z ktorych czg$é z powrotem
kierowana jest do blony komérkowej w pecherzykach okrytych klatryna, podczas
gdy inne ulegaja degradacji w lizosomach [3,122].

Tkankowo-specyficzny alternatywny splicing transkryptu receptora insuliny
prowadzi do powstania dwoch w pelni funkcjonalnych form receptora, a w réoznych
tkankach rézny jest stosunek jednej formy do drugiej.

Aminowy koniec biatka (kodowany przez egzony 1-2) oraz domeny bogate w
reszty cysteiny (kodowane przez egzony 3-5) wraz z karboksylowym koncem
przypadajacym na reszty 704—719 sa odpowiedzialne za wiazanie insuliny z wysokim
powinowactwem [73], a obecnos¢ 12-aminokwasowej sekwencji kodowanej przez
alternatywny egzon 11 moduluje site wiazania liganda.

Dojrzewanie prekursorowego biatka receptorowego zachodzi kotranslacyjnie na
terenie retikulum endoplazmatycznego ER (glikozylacja, tworzenie i rearanzacja
wiazan dwusiarczkowych oraz homodimeryzacja). Prekursor jest nastgpnie proteo-
litycznie cigty na terenie sieci frams aparatu Golgiego do postaci dojrzatej, ktora
transportowana jest do powierzchni komorki [122]. Rosnacy tancuch polipeptydowy
receptora insuliny wnika do Swiatla retikulum przez translokon Sec61 [5]; w tym
czasie oligosacharydowy rdzen Gle3Man9GIcNAc2, jest kotranslacyjnie dodawany
do biatka w drodze N-glikozylacji przez transferaz¢ oligosacharydowa. Rdzen ten
ulega nastepnie skroceniu dzigki aktywnosci glikozydazy 1 oraz II [31,52,120].
Nastepnie, w dojrzewaniu receptora biorg udziat dwa biatka $wiatta ER — kalneksyna
oraz kalretikulina, stanowiace tzw. system kontroli jakosci prawidlowego lub
nieprawidlowego fatdowania bialka. Dodawanie kolejnych jednostek cukrowcowych
oraz skracanie oligosacharydu nastepuje wlasnie z udziatem tych enzymow. Niepra-
widlowo zwinigte glikoproteiny sa kierowane transportem retrogradowym ze $wiatta
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retikulum z powrotem do cytoplazmy, gdzie podlegaja w nastepnej kolejnosci ubikwi-
tynozaleznej degradacji proteolitycznej przez proteasom 26S [5]. W prawidlowym
dojrzewaniu biatka uczestniczy roéwniez cytoplazmatyczne biatko HSP90 oraz biatko
regulowane glukoza Grp94 o masie czasteczkowej 94 kDa — Grp94 (ang. glucose-
regulated protein), bedace homologiem HSP90 rezydujacym na terenie $wiatla ER.
Biatko to zapewnia prawidlowe dojrzewanie innych bialek oraz translokacj¢ czasteczek
sygnatowych, np. hormonéw steroidowych, receptorow czynnikow wzrostu i innych [17].

5. IZOFORMY RECEPTORA INSULINY
ORAZ RECEPTORY HYBRYDOWE INSR/IGF-1R

Jak wspomniano wczesniej istnieja dwie izoformy receptora insuliny, ktore roznia
si¢ brakiem (E117) lub obecnoscig (E117) 12-aminokwasowego odcinka na karboksy-
lowym koncu podjednostki ¢, kodowanego przez alternatywny egzon 11 [27,153].
Obie izoformy sa wigc kodowane przez dwa rézne rodzaje transkryptow, ktore
powstaja za pomoca mechanizmu alternatywnego splicingu.

Uwaza sig, ze te dwie rézne formy receptora insuliny sa zréznicowane zarowno
pod katem immunologicznym, jak i funkcjonalnym [83,94,123,134-136,154,161,162].
W 1988 roku Sakata i wsp. zasugerowali, ze karboksyterminalna domena podjednost-
ki a izoformy E11°, odpowiadajaca resztom 705-731 jest glownym miejscem
autoantygenowym [123]. Z kolei grupa Sesti wykazata, ze frakcja IgG, izolowana
u pacjentéw cierpiacych na autoimmunologiczng hipoglikemig¢ (autoprzeciwciata
skierowane przeciwko receptorowi insuliny) hamowala wigzanie insuliny przez
receptory ulegajace ekspresji w komodrkach transfekowanych forma E11°, ale nie
miata wplywu na wiazanie insuliny przez komorki transfekowane forma E117 [134].
Dwa lata pdzniej zaobserwowano, ze przeciwciato skierowane przeciw aminowemu
regionowi kodowanemu przez egzon 11 bylo zdolne do hamowania wigzania insuliny
przez forme E11" bez wptywu na wiazanie przez forme E117 [135]. Rowniez badania
przeprowadzone przez trzy kolejne grupy badaczy, z wykorzystaniem transfeko-
wanych komorek ssaczych, w ktorych osobno zachodzita ekspresja dwoch form
receptora insuliny wykazatly, ze ich powinowactwo do liganda jest rozne. Stwierdzono,
ze forma E11™ wiaze okolo dwa razy silniej insuline niz biatko kodowane przez
izoformg transkryptu z egzonem 11 [94,161,162]. Ta réznica w powinowactwie
receptora do swego liganda odpowiada zmianom dziatania metabolicznego i mitogen-
nego insuliny [83]. Co wiecej, izoforma E11~ wydaje sie, ze cechuje si¢ wigkszym
stopniem internalizacji i recyklizacji w komorce [154,161]. W niektorych przypadkach,
badania wykorzystujace transfekowane komorki ssakéw, w ktorych zachodzita
ekspresja osobno dwodch réznych form receptora, wykazatly obnizony poziom eks-
presji formy E11°, indukowany insuling [162]. Z kolei Frasca i wsp. [38] wykazali,
ze izoforma Ell- moze wigzaé insulinopodobny czynnik wzrostu Il (IGF-2).
Stwierdzono, ze IGF-2 wiaze si¢ do receptora E117 z dos¢ wysokim powino-
wactwem (ok. 40% wartosci obserwowanych dla insuliny), ale nie ma zdolnosci
wiazania si¢ z receptorem E11°. Co wigcej, zwiazanie IGF-2 z receptorem insuliny
wywoluje w komorce raczej skutki mitogenne niz metaboliczne [38].
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Jak wspomniano wezesniej, ekspresja dwoch form mRNA kodujacych dwie izoformy
receptora insuliny jest komorkowo-, tkankowo- 1 rozwojowo-specyficzna [38,91,130,135,136].
Skrécona izoforma receptora powstaje w komodrkach hematopoetycznych oraz nerwowych,
z kolei w tozysku, nerkach, tkance tluszczowej oraz w miesniach szkieletowych ekspresji
ulegaja obie formy biatka, natomiast w watrobie dominuje izoforma E117 [91,130,135,136].
Co wigcej, skrocona forma receptora ulega ekspresji gldéwnie w tkankach plodu, takich
jak: nerki, migsnie szkieletowe, watroba oraz fibroblasty [38].

Roéznicowanie komorek rowniez ma wplyw na ekspresje okreslonej formy mRNA
kodujacego receptor insuliny u czlowieka. Przyktadowo, w przypadku nowotworu
okreznicy czy piersi, przewaza forma E117, przez co wzrasta mozliwos¢ regulowania
wzrostu komorkowego przez IGF-2 [38,128].

Badania in vivo [104] oraz in vitro [105] przeprowadzone przez grup¢ Norgrena
w 1994 roku wykazaly, ze zjawisko alternatywnego splicingu transkryptu receptora
insuliny moze podlega¢ regulacji hormonalnej oraz metaboliczne;j.

Krotka 12-aminokwasowa sekwencja biatka kodowana przez egzon 11, moduluje
wigc powinowactwo receptora insuliny do swego liganda prawdopodobnie wspdlnie
z innymi regionami receptora, tworzac odpowiednia trojwymiarowa strukture jego
miejsca wigzania. Niewykluczone, ze obecnos¢ tego regionu moze wpltywac na inne
funkcje tego niezwykle waznego biatka w komorce.

Podczas gdy receptor insuliny wystepuje w dwoch alternatywnych formach
splicingowych E11" i E117, receptor dla IGF-1 wystepuje tylko w formie E11°.

Zaréwno receptor insuliny INSR, jak i receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
IGF-1R naleza do podklasy II kinaz tyrozynowych, ktore cechuja si¢ wysoka homologia
sekwencji i funkcji [27,153]. W przeciwienstwie jednak do innych kinaz tyrozynowych,
ktorych dimeryzacja aktywowana jest przez zwigzanie odpowiedniego liganda, oba
receptory INSR i IGF-1R obecne w blonie stanowia juz dimery w postaci B-a-a-3.
Dimeryzacja proreceptoréw zachodzi potranslacyjnie na terenie retikulum endoplaz-
matycznego, gdzie wprowadzane sa mostki dwusiarczkowe stabilizujace strukture biatka
receptorowego, przed proteolitycznym cigciem na podjednostki ¢ i 3 [107].

Zewnatrzkomorkowe czesci receptora insuliny oraz IGF-1 zawieraja 6 struktu-
ralnych domen. W aminowej czgsci domeny o wyr6znia si¢ domeny L1, L2,
otaczajace region bogaty w reszty cysteiny, natomiast w czesci karboksylowej
znajduja si¢ 3 domeny fibronektyny typu 3. Ta czes$¢ biatka stanowi miejsce rozcigcia
podjednostek « i 8. Pomimo swojej symetrycznej budowy, receptor insuliny wiaze
tylko jedna czasteczke liganda [82,87].

Insulina bierze udzial w regulacji stezenia glukozy, metabolizmie lipidéw w mig$niach,
watrobie i tkance tluszczowej, natomiast IGF-1 pelni funkcje kontrolujace wzrost
wigkszosci komorek. Badania typu cross-reaction wykazaly, ze oba receptory maja
niskie powinowactwo do homologicznego hormonu, stad tez sugeruje sie, ze w
warunkach fizjologicznych receptory powinny odpowiadac¢ jedynie na obecnosé¢ swojego
wlasnego liganda. Mimo to, w pewnych warunkach, insulina moze petni¢ funkcje
regulatora wzrostu, a IGF-1 moze wywotywa¢ efekty metaboliczne podobne do dziatania
insuliny. Oba receptory cechuje wysoka homologia sekwencji aminokwasowej; co wigcej,
pozycje wigkszosci mostkow dwusiarczkowych bioracych udziat w interakcji dwoch
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podjednostek a obu biatek réwniez sq konserwatywne. Stad tez sugerowano, ze moga
powstawaé hybrydowe formy receptorow INSR/IGF-1R zlozone z heterodimerow /3
receptora insuliny oraz heterodimeru /B receptora IGF-1R w komorkach i tkankach,
w ktdrych ulegaja ekspresji obie formy receptorow (ryc. 4) [10].

Wykazano, ze tego typu hybrydowe formy receptorow wiaza IGF-2 z powino-
wactwem podobnym do receptorow dla IGF-2, natomiast powinowactwo takich form
receptorow do insuliny jest mniejsze niz w przypadku receptora insuliny [75,144].
Ponadto, mieszane receptory zachowuja si¢ bardziej jak receptory IGF-2 niz jak
receptory insuliny w kontekscie autofosforylacji bialka, jego internalizacji i degradacji
[129]. Rozmieszczenie hybrydowych receptorow jest rozne w zaleznosci od tkanki;
przyktadowo znaczny ich procent obserwowano w ludzkich tkankach, takich jak:
tozysko, migsnie szkieletowe, tkanka thuszczowa, erytrocyty, leukocyty oraz fibroblasty
[34]. Jak do tej pory nie zostaly zdefiniowane jeszcze czynniki, ktére reguluja
powstawanie takich mieszanych receptoréw in vivo. Proponuje sig¢, ze tworza sie
one w sposob przypadkowy z taka sama wydajnoscia i w proporcjach zdetermino-
wanych przez stezenia molarne poszczegdlnych form. Ze wzgledu na to, Ze insulina,
jak 1 IGF-1 reguluja ekspresje genéw wlasnych receptorow, zmiany wynikajace ze
zmian w liczbie receptoréw insuliny i/lub IGF-1 indukowane przez hormony moga
modyfikowac liczbg¢ mieszanych form receptoréw. Zaobserwowano, ze w migs$niach
szkieletowych 0sob, u ktorych wystepowat guz trzustki (insulinoma) i stwierdzono
hiperinsulinemig, liczba receptoréw hybrydowych byla podwyzszona, co korelowato
z wyraznie podwyzszonym poziomem insuliny we krwi oraz spadkiem liczby
receptorow insuliny [35]. Inne badania z kolei wykazaly podwyzszony poziom
receptorow hybrydowych w migsniach szkieletowych 0sob otylych o wysokim
poziomie insuliny na czczo i obnizonym stgzeniu IGF-1 we krwi. Stosunek mieszanych
form korelowal ze spadkiem liczby receptorow insuliny i ze wzrostem receptorow
dla IGF-1 [36]. PowyzZsze obserwacje sugeruja, ze zmiany w poziomie insuliny
wplywaja na obnizony poziom ekspresji receptoréw insuliny, wzrost poziomu ekspresji
receptoréw dla IGF-1 oraz wzrost liczby receptoréow hybrydowych. Receptory
mieszane wigza IGF-1 z wysokim powinowactwem, a wigc moga by¢ one w
warunkach fizjologicznych aktywowane raczej przez IGF-1 niz przez insuling,
wywolujac w ten sposob efekt raczej mitogenny niz metaboliczny (ryc. 4).

Obie izoformy receptora insuliny wiaza z podobng wydajnoscia insuling (izoforma
El1- okolo 2 razy silniej niz izoforma E117), natomiast forma E11~ wiaze okoto 10
razy silniej IGF-1 i IGF-2 w poréwnaniu z formg E117 [161]. Oba rodzaje receptorow
wigza jedna czasteczke liganda z wysokim powinowactwem i druga z niskim,
natomiast stopien dysocjacji liganda od receptora zalezy od jego stezenia [23,24].

6. DEFEKT RECEPTORA INSULINY
JAKO PRZYCZYNA RZADKICH ZESPOL.OW CHOROBOWYCH

Insulinoopornos¢ jest jednym z najczesciej spotykanych zaburzen gospodarki
hormonalnej oraz gtdéwna przyczyng hiperglikemii u pacjentow z cukrzyca typu 2.
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RYCINA 4. Receptor insuliny, IGF-1 oraz receptor hybrydowy INSR/IGF-1R z uwzglednieniem
przytaczanych czasteczek sygnatowych oraz wywotanego efektu metabolicznego lub mitogennego w
komorce (wg [137], zmieniony)

FIGURE 4. Insulin receptor, IGF-1 receptor and hybrid receptor INSR/IGF-1R together with binded
ligands and metabolic or mitogenic effects caused inside the cell (according to [137], changed)

Najczesceiej jest ona zwiazana z defektem dzialania insuliny na dalszych etapach
$ciezki transdukeji sygnatu hormonalnego [100]. Nieliczne przypadki insulinoopornosci
zwiazane sg natomiast z defektem dziatania receptora insuliny (tab. 1).

Jednym z takich zespolow jest zespol Rabsona-Mendenhalla — RMS (ang. Rabson-
Mendenhall Syndrome), po raz pierwszy opisany w 1956 roku [113,114]. Jak dotad, nie zdotano
w pehni okresli¢ podtoza genetycznego tej niezwykle rzadkiej, dziedziczonej w sposob autosomalny
recesywny choroby, poza mutacjami w genie kodujacym receptor insuliny. Do dnia dzisiejszego
opisano jedynie kilkanascie przypadkow pacjentdéw z tym zespotem, do ktorego
charakterystycznych objawow nalezy miedzy innymi ciezka insulinoopornosé rozwijajaca si¢
juz we wezesnym wieku dziecigcym, wynikajaca z niej cukizyca, a takze rogowacenie ciemne
skory (acanthosis nigricans), u pacjentow plei zenskiej torbielowatos¢ jajnikow oraz wirylizacja.
Inne objawy to leprechaunizm [78], zmiany w uzebieniu (dysplazja), zaburzenia rozwoju
fizycznego, przyspieszone dojrzewanie plciowe, hiperplazja szyszynki oraz zmiany w wydzielaniu
przez nia melatoniny [22,49,68]. Ponadto objawom tym towarzyszy opdznione wzrastanie,
trudnosci w czynnosciach motorycznych oraz mowie, zaburzenia shichu, szybki wzrost paznokel,
nadmierne owlosienie ciala i inne [50,80]. Czesto obserwuje si¢ rdwniez nieprawidlowosci w
rozwoju nerek [50]. W wyniku niezwykle cigzkiej insulinoopornosci i w nastgpstwie kwasicy
ketonowej pacjenci umieraja w mlodym wieku, w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia [152].
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Znane sa liczne homozygotyczne i heterozygotyczne mutacje w genie /NSR
zidentyfikowane u pacjentow z zespolem Rabsona-Mendenhalla, powodujace utrate funkcji
receptora w obregbie zewnatrzkomérkowej domeny wigzacej ligand oraz w domenie
wewnatrzkomorkowej o aktywnosci kinazy tyrozynowej. W pierwszym przypadku dochodzi
do spadku lub catkowitego braku wiazania insuliny przez biatko receptorowe, w drugim
natomiast — do zaburzen w transdukcji sygnatu insulinowego w komarce.

Poza zespotem Rabsona-Mendenhalla, z mutacjami w obrebie genu /NSR wiaza
si¢ rowniez inne postaci insulinoopornosci o roznym stopniu nasilenia (tab. 1).

W przypadku insulinoopornosci typu A, obserwowanej u kobiet, cukrzyca moze
rozwing¢ si¢ jako rezultat obnizonej ekspresji genu kodujacego receptor insuliny lub
zaburzenia w jego funkcjonowaniu [150]. Do charakterystycznych, poza cukrzyca,
dodatkowych objawdéw tej choroby naleza: cechy hiperandrogenizmu, wirylizacja,
hirsutyzm, zaburzenia cyklu miesiagczkowego i ptodnosci [62,97].

Z kolei za insulinooporno$é typu B odpowiedzialne sa przeciwciata skierowane
przeciw receptorowi insuliny. Ta posta¢ insulinooporno$ci moze wspotwystepowaé
z innymi chorobami jak toczen rumieniowaty uktadowy [6,117].

Innym przykladem najcigzszej postaci insulinoopornosci zwiazanej z brakiem wigzania
insuliny do swego receptora jest leprechaunizm (choroba Donohue, krasnolud-
kowatosc¢), ktory, podobnie jak RMS, dziedziczy si¢ autosomalnie recesywnie
[2,7,26,59,78]. Charakterystyczne objawy tego zespotu to: zaburzenia homeostazy
weglowodanowej, cukrzyca, opoznienie wzrastania, uposledzenie umystowe,
dysmorficzne cechy twarzy, przedwczesne dojrzewanie plciowe, policystyczne jajniki
u kobiet, nadmierne owlosienie ciata (hipertrychoza), zanik tkanki thuszczowej oraz
rogowacenie ciemne. Dzieci cierpiace na leprechaunizm umieraja w pierwszych kilku
latach swego zycia, najczgsciej jednak nie przezywajac pierwszego roku.

Zwiazki patogenetyczne zespolow lipodystrofii z insulinoopornoscia

Wrodzone lipodystrofie sg rzadkimi autosomalnymi recesywnymi i dominujacymi
zaburzeniami charakteryzujacymi si¢ selektywna, ale w réoznym stopniu nasilong
utrata tkanki thuszczowej. Znaczaca hipertriglicerydemia jest powszechna cecha tych
zaburzen i wyznacza rol¢ tkanki tluszczowej w homeostazie lipidowej. Hipertri-
glicerydemia jest konsekwencja wzrostu syntezy lipoprotein bardzo matej gestosci
VLDL (ang. Very Low Density Lipoproteins) w watrobie, w zwiazku z czym diety
niskotluszczowe sg korzystne dla pacjentow z wrodzona lipodystrofia [138].

Lipodystrofii czgsto towarzyszy¢ moze takze cigzka insulinoopornosé, cukrzyca
oraz stluszczenie watroby. Lipodystrofia moze by¢ wrodzona lub nabyta. Intensywnie
prowadzone badania, doprowadzily w ostatnich latach do okreslenia podtoza
genetycznego niektérych zespotow lipodystrofii [40]. Wyrdznia si¢ dwa typy
lipodystrofii dziedzicznych: wrodzona catkowita lipodystrofia (lipoatrofia) — CGL (ang.
congenital generalized lipodystrophy) oraz wrodzona czgsciowa lipodystrofia —
FPL (ang. familial partial lipodystrophy). Analizy genetyczne umozliwily
identyfikacje trzech loci odpowiedzialnych za wrodzone catkowite lipodystrofie w
tym genu AGPAT?2 kodujacego O-acetylotransferaze 2 1-acyloglicerolo-3-fosforanu
(ang. I-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase 2) oraz BSCL2 [40].
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TABELA 1. Ogdlna charakterystyka genetycznie uwarunkowanych zespotéw chorobowych
zwigzanych z cigzka postacig insulinoopornosci, w tym z mutacjami w genie kodujacym receptor
insuliny [2,6,7,22,26,40,49,51,59,61,62,68,78,80,97,110,111,113,114,117,138,141,147,152]
TABLE 1. Characteristic features of genetic disorders connected with severe forms of insulin
resistance including mutations in insulin receptor gene [2,6,7,22,26,40,49,51,59,61,62,68,78,-
80,97,110,111,113,114,117,138,141,147,152]

ZESPOL
CHOROBOWY

WYKEADNIKI KLINICZNE

MECHANIZM MOLEKULARNY

Insulinopornosé
typu A

Dotyczy mlodszych kobiet, hiperandro-
genizm jajnikowy wraz z wirylizacja,
hirsutyzm, zaburzenia cyklu miesigcz-
kowego oraz ptodnosci,rogowacenie
ciemne skory (acanthosis nigricans),
cigzka insulinoopornos¢, cukrzyca

Mutacje w genie receptora insuliny
lub zaburzenia w jej dzialaniu na
komorki docelowe

Insulinopornosé
typu B

Dotyczy kobiet starszych, moze
towarzyszy¢ innym chorobom
autoimmunologicznym

Podloze autoimmunologiczne —
obecnos¢ przeciwcial kierowanych
przeciw receptorowi insuliny

Zespot
Rabsona-
Mendenhalla

Objawy podobne do insulinoopornosci typu
A, zmiany w uzgbieniu (dysplazja), przerost
przysadki, zaburzenia rozwoju fizycznego,
cukrzyca, przyspieszone dojrzewanie plcio-
we, opoznione wzrastanie, nieprawidlowo-
$ci w budowie i funkcjonowaniu nerek,$mier¢
w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia ze
wzgledu na kwasicg ketonowa

Mutacje w genie receptora insuliny
(dziedziczenie autosomalne
recesywne) lub zaburzenia w jej
dzialaniu na komorki docelowe;
niewykluczone takze inne zaburzenia

Zespot
Donohue
(leprechaunizm,
krasnolud-
kowatos¢)

Najci¢zsza postaé insulinoopornosci,
zaburzeniarozwojuwewnatrzmacicznego,
rysy twarzy przypominajace elfa, nadmierne
owlosienie ciala, zanik tkankittuszczowej,
powickszone meskie narzady plciowe,
cukrzyca w nastgpstwie hiperinsulinemii,
przerost mig$nia sercowego, watroby,
$ledziony, jajnikow, hiperglikemia,
uposledzenie umyslowe, brak kwasicy
ketonowej, $mieré w pierwszych latach
zycia w okresie niemowlgcymiwczesnym
dziecinstwie

Mutacje w genie receptora insuliny
(dziedziczenie autosomalne recesyw-
ne), prawdopodobne mutacje w
innych genach kodujacych receptory
dla czynnikéw wzrostu lub biatka
bioragce udziatw transdukcjisygna-
ow wspolnych szlakow metabolicz-
nych, w ktorych uczestniczg czynniki
wzrostowe

Wrodzona
catkowita
lipodystrofia
(lipoatrofia)

Catkowity zanik tkanki tluszczowej, mo
zliwe objawy insulinoopornosci typu A,
powigckszenie watroby i sledziony,
kardiomiopatie, cechy akromegalii, upo
$ledzenie umyslowe hipertriglicerydemia,
perandrogenizm,kardiomiopatia prze-
rostowa, torbiele kostne

Mutacje w genie AGPAT2 oraz
seipiny, ze wzgledu na brak mutacji
w tych genach niektorych
pacjentdw — prawdopodobne takze
mutacje w innych genach

Wrodzona
czgsciowa
lipodystrofia

Zmiany w rozkladzie tkanki
thuszczowej zwigzane z hipoatrofig lub
lipohipertrofia, mozliwe cechy
insulinoopornosci typu A,
powigkszenie watroby i $ledziony,
kardiomiopatie, dystrofia migsniowa,
zaburzenia przewodnictwa, cechy
akromegalii lub hipertriglicerydemii

Mutacje w genie kodujacym biatko
blaszki jadrowej — laming A i C
(LMNA) (dziedziczenie autosomalne
dominujace), w genie
metaloproteinazy cynkowej
(ZMPSTE24) lub w genie koduja-
cym jadrowy receptor aktywowany
przez proliferatory peroksysomow
PPARy
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Najciezsza postacig jest Berardinelli-Seip wrodzona lipodystrofia typu 2 — BSCL2
(ang. Berardinelli-Seip Congenital Lipodystrophy type 2). Jest to recesywne
zaburzenie, w ktorym wystepuje prawie catkowity brak tkanki ttuszczowej w wyniku
mutacji genu BSCL2 kodujacego biatko seipine [147]. Dowiedziono, ze gen BSCL2
jest szczegdlnym autonomicznym-komdrkowo regulatorem adipogenezy [111]. Z kolei
cztery inne /oci zostaly powiazane z wrodzonymi czesciowymi lipodystrofiami w
tym gen LMNA (kodujacy biatko blaszki jadrowej — laming A i C), PPARG (PPARy)
(kodujacy jadrowy receptor typu gamma aktywowany przez proliferatory peroksy-
somdéw (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) czy gen
ZMPSTE24 kodujacy metaloproteinaze cynkowa [40].

U pacjentdw z lipodystrofia wrodzona czgsciowa bedacej efektem mutacji R482Q
w genie LMNA [Dunnigan-type Familial Partial Lipodystrophy (FPLD; OMIM
ID: 151660)] i zwiazanej z tym hiperinsulinemii obserwuje si¢ zaburzenia osoczowych
lipidow (podwyzszone stezenie osoczowych trigliceryddw, obnizone stezenie HDL
cholesterolu i brak zmian w stezeniu catkowitego cholesterolu i LDL cholesterolu),
ktore wyprzedzaja pojawiajace si¢ pozniej nieprawidlowosci glukozy w osoczu [51].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, rézne jednostki chorobowe czlowieka w tym najcigzsze i
niezwykle rzadkie postaci insulinoopornosci takie jak zespot Rabsona-Mendenhalla
czy zespot Donohue, moga by¢ wynikiem mutacji w genie kodujacym niezmiernie
wazne dla utrzymania prawidlowej homeostazy catego organizmu biatka — receptora
insuliny. Efektem tych zmian, na poziomie molekularnym, moze by¢: 1) obnizona
zdolnos$¢ wigzania insuliny przez receptor, 2) zmiany w aktywnosci kinazy
tyrozynowej podjednostki 8, z czym wiaza si¢ z kolei zaburzenia w procesie
transdukcji sygnatu insulinowego do wnetrza komorki, 3) zaburzenia dojrzewania i
faldowania biatka receptorowego, 4) nieprawidlowe rozmieszczenie receptoréw lub
ich zmniejszona liczba w blonie komodrkowej [151], 5) zaburzenia w procesie
internalizacji receptoréw i/lub przyspieszona ich degradacja.

Badania molekularne obejmujace analiz¢ genetyczna genu receptora insuliny oraz jego
transkryptu z pewnoscia stanowi¢ moga potezne narzedzie w diagnostyce prenatalnej oraz
w planowaniu ciazy (badania pod katem nosicielstwa mutacji). Mozliwe, ze dodatkowe analizy
biatek bioracych udzial w odpowiedzi organizmu na insuling oraz analiza czynnikow
regulujacych ekspresje genu receptora insuliny, jak réwniez tych biorgcych udziat w
dojrzewaniu transkryptu receptora (w tym by¢ moze mikroRNA) przyczynia si¢ do lepszego
zrozumienia molekularych mechanizméw lezacych u podstaw réznych form insulinoopormosci,
jak réwniez opracowania lepszych niz dotychczas metod leczenia.
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