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Streszczenie: Insulina, wi¹¿¹c siê do swego receptora, odgrywa niezwykle wa¿n¹ rolê w utrzymaniu home-
ostazy ca³ego organizmu. Receptory insuliny obecne s¹ we wszystkich komórkach krêgowców, co odzwier-
ciedla ró¿norodno�æ procesów regulatorowych, w których hormon ten bierze udzia³. Na poziom ekspresji
receptora insuliny mog¹ wp³ywaæ ró¿ne czynniki, w tym sama insulina czy stopieñ rozwoju organizmu, a
mutacje w receptorze prowadz¹ do rozwoju insulinooporno�ci o ró¿nym stopniu nasilenia, która towarzy-
szy takim schorzeniom, jak: cukrzyca, nadci�nienie têtnicze, choroby sercowo-naczyniowe, niewydolno�æ
serca, zespó³ metaboliczny, a nawet bezp³odno�æ u kobiet. Poznano ju¿ ponad 50 mutacji w genie receptora
insuliny, które zwi¹zane s¹ z rzadkimi postaciami insulinoporno�ci, takimi jak: leprechaunizm, insulino-
oporno�æ typu A czy zespó³ Rabsona-Mendenhalla. Analizy molekularne genu receptora insuliny przyczy-
niæ siê mog¹ do lepszego zrozumienia molekularnych mechanizmów le¿¹cych u podstaw ró¿nych form
insulinooporno�ci oraz opracowania znacznie lepszych metod leczenia pacjentów.

S³owa kluczowe: receptor insuliny, gen INSR, alternatywny splicing, izoformy receptora insuliny, recep-
tory hybrydowe, insulinooporno�æ.

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 Badañ 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 skrótów: RMS (ang. Rabson-Mendenhall Syndrome) � zespó³ Rabsona-Mendenhalla;
INSR (ang. insulin receptor) � gen koduj¹cy receptor insuliny; INSR � transkrypt genu receptora insuliny lub
receptor insuliny; PCOS (ang. polycystic ovary syndrome) � zespó³ policystycznych jajników; SNP (ang.
single nucleotide polymorphism) � polimorfizm pojedynczego nukleotydu; EGFR (ang. epidermal growth
factor) � naskórkowy czynnik wzrostu; C/EBPb (ang. CAAT/enhancer binding protein b) � bia³ko wi¹¿¹ce siê
z sekwencj¹ wzmacniaj¹c¹ CAAT; TBP (ang. TATA binding protein) � bia³ko wi¹¿¹ce siê z sekwencj¹ TATA;
TAFs (ang. TATA associated factors) � czynniki TAF oddzia³uj¹ce z bia³kiem TBP; GRE (ang. glucocorticoid
response element) � element odpowiedzi na glikokortykoidy; CAT (ang. chloramphenicol acetylotransferase)
� acetylotransferaza chloramfenikolu; EMSA (ang. electromobility shift assay) � test retardacji ¿elowej;  IR-
DBP (ang. insulin receptor DNA binding protein) � bia³ko wi¹¿¹ce siê z DNA genu receptora insuliny; HMGI-
Y (ang. high mobility group) � bia³ka o wysokiej ruchliwo�ci elektroforetycznej, strukturalne niehistonowe
bia³ka chromatyny; HT-FIR (ang. hepatocyte-specific transcription factor of the insulin receptor gene) � specy-
ficzny dla hepatocytów czynnik transkrypcyjny bior¹cy udzia³ w tkankowo-specyficznej ekspresji genu
receptora insuliny; IGF-I, IGF-II (ang. insulin-like growth factor I, II) � insulinopodobne czynniki wzrostu;
ISE (ang. intronic sequence enhancer) � intronowa sekwencja wzmacniaj¹ca; ESE (ang. exonic sequence
enhancer) � egzonowa sekwencja wzmacniaj¹ca; ISS (ang. intronic sequence silencer) � intronowa sekwencja
wyciszaj¹ca; ESS (ang. exonic sequence silencer) � egzonowa sekwencja wyciszaj¹ca; 5', 3'UTR (ang. 5',
3'untranslated region) � region nieulegaj¹cy translacji odpowiednio na koñcu 5' i 3' transkryptu; pre-mRNA �
prekursorowy RNA; BP (ang. branch point) � miejsce rozga³êzienia w intronie; U1snRNP (ang. U-rich 1 small
nuclear ribonucleoprotein particle) � ma³a j¹drowa 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 j¹drowa rybonukleoproteina
A1, F; IRS (ang. insulin receptor substrate) � bia³ko substratowe receptora insuliny; APS (ang. adaptor protein)
� bia³ko 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) � bia³ko 2 wi¹¿¹ce receptor dla
czynnika wzrostu; ATP (ang. adenosinotrisphosphate) � adenozynotrifosforan; LRR (ang. leucine-rich repeat)
� powtórzenie bogate w leucynê; CR (ang. cysteine rich) � region bogaty w reszty cysteiny; FU (ang. furin-like)
� region zawieraj¹cy powtórzenia typu furyny; Fn0, Fn1, Fn2 (ang. fibronectin type III) � domeny fibronek-
tyny typu 3; TM (ang. transmembrane domain) � domena transb³onowa; JM (ang. juxtamembrane domain) �
domena podb³onowa; TK (ang. tyrosine kinase domain) � domena o aktywno�ci kinazy tyrozynowej; CT
(ang. carboxyterminal tail) � region karboksyterminalny; ER (ang. endoplasmatic reticulum) � retikulum endo-
plazmatyczne; Grp94 (ang. glucose-regulated protein) � bia³ko  regulowane  glukoz¹  o masie cz¹steczkowej
94 kDa; kDa � kilodalton;  HSP90 (ang. heat shock protein 90) � bia³ko szoku cieplnego o masie cz¹steczkowej
90 kDa; E11+ � izoforma transkryptu receptora insuliny zawieraj¹ca alternatywny egzon 11 lub kodowane
przez ten transkrypt bia³ko; E11� � izoforma transkryptu receptora insuliny niezawieraj¹ca alternatywnego
egzonu 11 lub kodowane przez ten transkrypt bia³ko; IgG (ang. immunoglobulin G) � immuno-globulina G;
Met � metionina; VLDL (ang. very low density lipoproteins) � lipoproteiny bardzo ma³ej gêsto�ci; CGL (ang.
congenital generalized lipodystrophy) � wrodzona ca³kowita lipodystrofia; FPL (ang. familial partial lipody-
strophy) � wrodzona czê�ciowa lipodystrofia; AGPAT2 (ang. 1-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; PPARg (ang. peroxisome proliferator
activated receptor gamma) � j¹drowy receptor typu gamma aktywowany przez proliferatory peroksyso-
mów; ZMPSTE24 (ang. zinc metalloproteinase, STE24 Saccharomyces cerevisiae homologue) � metaloprote-
inaza cynkowa, homolog STE24 dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae.

WSTÊP

�cie¿ka sygnalizacyjna zwi¹zana z insulin¹ odgrywa niezwykle wa¿n¹ rolê w
utrzymaniu homeostazy ca³ego organizmu, w tym w regulacji gospodarki wêglowoda-
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nowej, syntezie glikogenu, metabolizmie lipidów i bia³ek, transporcie jonów i
aminokwasów, w kontroli cyklu komórkowego, proliferacji i ró¿nicowania komórek
czy transkrypcji genów jak równie¿ w syntezie tlenku azotu.

Receptory insuliny obecne s¹ praktycznie we wszystkich komórkach krêgowców,
co odzwierciedla ró¿norodno�æ procesów regulatorowych, w których insulina bierze
udzia³. Mimo tego, u cz³owieka stwierdzono, ¿e niektóre czynniki mog¹ wp³ywaæ
na poziom ekspresji receptora, w tym sama insulina, ale równie¿ glikokortykoidy
czy stopieñ rozwoju organizmu. Co wiêcej, splicing transkryptu receptora insuliny
równie¿ podlega regulacji w zale¿no�ci od rozwoju [42,81].

Mutacje w receptorze insuliny prowadz¹ do rozwoju insulinooporno�ci o ró¿nym
stopniu nasilenia. Tego typu objawy obserwuje siê w przypadku takich schorzeñ,
jak: cukrzyca, nadci�nienie têtnicze, choroby sercowo-naczyniowe, niewydolno�æ
serca, zespó³ metaboliczny, a nawet bezp³odno�æ u kobiet [152].

Konsekwencje zdrowotne insulinooporno�ci najlepiej obrazuje zespó³ policystycz-
nych jajników � PCOS (ang. polycystic ovary syndrome) czy predyspozycja do
zachorowalno�ci na niektóre 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 sposób insulinooporno�æ predysponuje do zespo³u policystycznych jajników?

Prawie 30 lat temu wykryto, ¿e pacjenci ze skrajn¹ insulinooporno�ci¹ maj¹
powiêkszone policystyczne jajniki i hiperandrogenizm pochodzenia jajnikowego [62].
Niedawno stwierdzono, ¿e zasadniczo wszystkie zespo³owe postaci insulinooporno�ci
maj¹ powiêkszone jajniki [6,97,98,108]. Dziesiêæ lat temu dowiedziono, ¿e metformina
zwiêksza owulacjê u pacjentów z powszechnymi postaciami zespo³u policystycznych
jajników (PCOS) i od tamtego czasu bardzo silny nacisk zosta³ po³o¿ony na stoso-
wanie leków uwra¿liwiaj¹cych na dzia³anie insuliny w leczeniu PCOS [29,30,41,-
47,90,115,156]. Tak wiêc insulina jest potencjalnym czynnikiem wzrostowym dla
jajnika i silnym bezpo�rednim stymulatorem jajnikowej produkcji androgenów.
Powszechnym czynnikiem w skrajnych zespo³ach insulinooporno�ci i czêsto wystêpu-
j¹cym PCOS jest wiêc hiperinsulinizm. Dla kontrastu, gonadotropiny s¹ stymulatorem
prawid³owego wzrostu jajnika w czasie dojrzewania i stymulatorem produkcji
estrogenów i progesteronu. Jednak¿e, w ¿adnych badaniach zespo³owej insulinoopor-
no�ci czy w badaniach powszechnych postaci PCOS nie zosta³a ustalona unikalna
rola insuliny jako stymulatora wzrostu jajnika, wtedy gdy poziomy gonadotropin s¹
niskie. Badania dowiod³y, ¿e wzrost jajnikowy i steroidogeneza s¹ stymulowane
prawid³owo przez gonadotropiny w czasie dojrzewania, za� hiperinsulinemia stymuluje
patologiczny wzrost jajnika i androgenezê przez wszystkie okresy ¿ycia [99]. Insulina
stymuluje jajnik niezale¿nie od gonadotropin [6,22,62,97,98,108,109]. Dodatkowo, u
niemowl¹t i ma³ych dzieci z leprechaunizmem, powiêkszenie jajników mo¿e byæ
bardzo skrajne. U zdrowych niemowl¹t z kr¹¿¹cymi gonadotropinami nale¿y
oczekiwaæ, ¿e objêto�æ jajników wynosi mniej ni¿ 1 cm3 [2,7,9,59,63,118,157].

U starszych pacjentów z lipodystrofi¹ leczonych leptyn¹ i u pacjentów z
autoprzeciwcia³ami do receptora insuliny, obserwowano poprawê funkcji jajnika (tj.
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obni¿enie wydzielania androgenów i powrót miesi¹czkowania) jako wynik poprawy
insulinooporno�ci. Jakkolwiek, nie by³o zmiany wielko�ci jajników w grupach
starszych pacjentów [6,97,98]. Hiperandrogenizm u kobiet z PCOS zwi¹zany jest z
uogólnionym wzrostem w steroidogenezie, szczególnie w³¹czaj¹c aktywno�æ cyto-
chromu P450c17a, kluczowego enzymu w biosyntezie jajnikowych androgenów.
Hiperinsulinemia stymuluje bezpo�rednio steroidogenezê jajnikow¹ przez wzrost
aktywno�ci P450c17a lub po�rednio przez stymulacjê uwalniania gonadotropin
[28,102,103]. Interesuj¹ce, ¿e u m³odszych pacjentów dominuje wzrost jajnika a nie
wzrost androgenów, podczas gdy u starszych pacjentów oba zjawiska zwykle s¹
obserwowane (wzrost jajników i wzrost wydzielania jajnikowych androgenów) [98].

Insulinooporno�æ a nowotwory

Okre�lenie: zespó³ metaboliczny opisuje powi¹zania miêdzy oty³o�ci¹, insulinoopor-
no�ci¹ a ryzykiem szeregu chorób przewlek³ych, w tym raka. Wiele z tych powi¹zañ
nadal nie jest wyja�nionych, jednak¿e wydaje siê, ¿e nocna lipoliza, wtórna do
stymulacji wspó³czulnej mo¿e nie tylko powodowaæ insulinooporno�æ, ale równie¿
mo¿e byæ odpowiedzialna za hiperinsulinemiê poprzez stymulacjê wydzielania i
zmniejszenia klirensu insuliny przez w¹trobê. Uzyskane w ten sposób zaburzenia �
wzrost nocnego stê¿enia wolnych kwasów t³uszczowych i insuliny � mog¹ w
synergistyczny sposób zwiêkszaæ ryzyko niektórych typów raka [55].

Oty³o�æ i insulinooporno�æ s¹ czynnikami ryzyka rozwoju raka sutka i s¹ zwi¹zane
z pó�nym stadium choroby oraz z³¹ prognoz¹. Angiogeneza jest niezwykle istotna
w rozwoju i progresji raka sutka i jest prawdopodobne, ¿e wzmo¿ona w oty³o�ci
produkcja adipocytokin, takich jak: VEGF, HGF, leptyna, TNFa, HBEGF i IL-6
wzmaga angiogenezê, podczas gdy stê¿enie adiponektyny, która hamuje angiogenezê
jest zmniejszone w oty³o�ci [116]. Oty³o�æ jest niezale¿nym czynnikiem ryzyka
rozwoju i progresji raka trzustki i na modelu in vivo wykazano, ¿e obni¿one stê¿enie
adiponektyny oraz insulinooporno�æ mog¹ prowadziæ bezpo�rednio do zmian w
mikro�rodowisku guza i nasilaæ wzrost oraz rozsiew raka trzustki [163].

Do tej pory opisanych zosta³o ponad 50 mutacji genu koduj¹cego receptor insuliny,
które zwi¹zane s¹ z rzadkimi postaciami insulinoporno�ci jak leprechaunizm,
insulinooporno�æ typu A czy zespó³ Rabsona-Mendenhalla. Dziêki analizom DNA i
RNA pochodz¹cego od pacjentów, u których zdiagnozowano te zespo³y chorobowe,
mo¿liwe sta³o siê okre�lenie struktury i funkcji receptora w procesie aktywacji bia³ek
le¿¹cych na dalszych etapach w �cie¿ce sygnalizacyjnej insuliny. W zale¿no�ci od
efektów mutacji dokonano ich podzia³u na 4 grupy czy klasy. Grupa 1 obejmuje
takie mutacje, których skutkiem jest obni¿ony poziom transkryptu INSR. Do grupy
2 nale¿¹ mutacje prowadz¹ce do zaburzeñ wewn¹trzkomórkowego transportu
receptora i jego obróbki potranslacyjnej (np. odciêcia peptydu sygna³owego czy
glikozylacji). W grupie 3 znajduj¹ siê mutacje zwi¹zane z defektami w procesie
wi¹zania insuliny do receptora, a w klasie 4 skupiaj¹ siê mutacje powoduj¹ce
zaburzenia w aktywno�ci katalitycznej domeny kinazy tyrozynowej.
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Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
receptora insuliny i jego zwi¹zku z ró¿nymi postaciami insulinooporno�ci.

1. GEN KODUJ¥CY RECEPTOR INSULINY (INSR)

Gen koduj¹cy receptor insuliny INSR (Gene ID: 3643) zlokalizowany jest na krótkim
ramieniu 19 chromosomu w locus 19p13.2®p13.3, ma d³ugo�æ ponad 180 kpz (kilopar
zasad) i sk³ada siê z 22 egzonów przedzielonych klasycznymi intronami typu U2 (ryc. 1).

Wiêkszo�æ egzonu pierwszego koduje 27-aminokwasowy peptyd sygna³owy
kieruj¹cy bia³ko do b³ony komórkowej. Pierwsze 11 egzonów koduje podjednostkê
a receptora (ta czê�æ genu obejmuje 90 kpz), podczas gdy kolejne 11 � podjednostkê
b i rozpo�ciera siê na d³ugo�ci oko³o 30 kpz [27,57,131,153]. Ju¿ pod koniec lat 80
ubieg³ego wieku stwierdzono obecno�æ polimorfizmów pojedynczego nukleotydu SNP
(ang. single nucleotide polymorphism) w pozycjach: 20, 421, 465 oraz 519,
odpowiednio: GGA (Gly)-GGG (Gly), ATC (Ile)-ACC (Thr), CAG (Gln)-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 a¿ 1820 polimorfizmów SNP w ludzkim genie INSR,
które wystêpuj¹ zarówno w regionie promotorowym genu, jak i w regionach
koduj¹cych, intronach oraz regionach 5' i 3' UTR. Okazuje siê, ¿e cztery z tych
polimorfizmów wi¹¿¹ siê klinicznie z ró¿nymi formami insulinooporno�ci.

Przyk³adowo, Kadowaki i wsp. w 1988 r zidentyfikowali dwa ró¿ne allele genu
receptora insuliny u pacjenta z niezwykle ciê¿k¹ postaci¹ insulinooporno�ci �
leprechaunizmem. Matczyny allel pacjenta mia³ mutacjê zmiany sensu w egzonie 6
(AAG-GAG), której skutkiem by³a zamiana lizyny na kwas glutaminowy w
podjednostce a receptora (Lys460-Glu), podczas gdy w allelu ojcowskim obecna
by³a mutacja wprowadzaj¹ca kodon stop translacji w kodonie 672. Bia³ko powstaj¹ce
na matrycy skróconego transkryptu pochodz¹cego z tego allelu, nie mia³o wiêc
domeny transb³onowej, jak i ca³ej podjednostki b [60].

Z kolei obecno�æ polimorfizmu AAT-AGT równie¿ w egzonie 6 (Asn462-Ser)
stwierdzono u pacjenta, u którego zdiagnozowano insulinooporno�æ oraz acanthosis
nigricans [60].

W 1990 Moller i wsp. zidentyfikowali polimorfizm w egzonie 19 podczas badania
cz³onków rodziny, w której u trzech sióstr zdiagnozowano insulinooporno�æ typu A
(OMIM ID: 610549), u ojca hiperinsulinemiê (i inne nieprawid³owo�ci) bez wystê-
powania acanthosis nigricans, podczas gdy matka by³a osob¹ zdrow¹. W wyniku
przeprowadzenia badañ molekularnych stwierdzono, ¿e ojciec wraz z córkami byli
nosicielami mutacji GCA-ACA w kodonie 1134 zmieniaj¹cej wysoce konserwa-
tywny w domenach kinaz tyrozynowych aminokwas alaninê, na treoninê. Skutkiem
tej mutacji, jak wykaza³y analizy przeprowadzone na transfekowanych komórkach
CHO wytwarzaj¹cych zmutowane receptory insuliny, by³a obni¿ona autofosforylacja
bia³ka receptorowego po zwi¹zaniu swojego liganda. Natomiast proces dojrzewania
receptora by³ prawid³owy, podobnie jak jego zdolno�æ wi¹zania insuliny [92].
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Cztery lata pó�niej stwierdzono obecno�æ polimorfizmu SNP w uk³adzie hetero-
zygotycznym (CGG-CAG) w egzonie 20 genu INSR u 22 niespokrewnionych kobiet,
które cierpia³y na insulinooporno�æ, acanthosis nigricans oraz zespó³ policystycznych
jajników (OMIM ID: 610549). Skutkiem opisywanego polimorfizmu SNP by³a
zamiana aminokwasu argininy w pozycji 1174 na glutaminê (Arg1174-Gln) w
domenie kinazy tyrozynowej w wewn¹trzkomórkowej czê�ci podjednostki b
receptora. Obecno�æ tej mutacji stwierdzono u chorej siostry pacjentki, natomiast u
matki by³a ona nieobecna. Prawdopodobnie nosicielkami mutacji by³y tak¿e dwie
chore ciotki rodziców, dlatego te¿ polimorfizm SNP CGG-CAG (Arg1174-Gln) uwa¿a
siê za g³ówn¹ przyczynê dziedziczonej w sposób dominuj¹cy insulinooporno�ci [93].

Dziêki poznaniu budowy egzonowo-intronowej genu INSR mo¿liwe by³o okre�lenie
funkcjonalnych i strukturalnych regionów kodowanego przez ten gen bia³ka. I tak
poszczególne egzony koduj¹: 1 � peptyd sygna³owy, 2 � miejsce wi¹zania insuliny,
3 � region bogaty w reszty cysteiny, 4�10 � znaczn¹ czê�æ podjednostki a receptora,
11 � stanowi mini egzon podlegaj¹cy alternatywnemu splicingowi, 12�14 �
zewn¹trzkomórkow¹ czê�æ podjednostki b, 15 � domenê transb³onow¹ (ang.
transmembrane domain), 16 � region pomiêdzy regionem transb³onowym bia³ka a
domen¹ kinazy (tzw. domenê podb³onow¹; ang. juxtamembrane domain), 17�21
wraz z niewielk¹ czê�ci¹ egzonu 22 � domenê kinazy tyrozynowej, 22 � karboksy-
low¹ czê�æ bia³ka. Region obejmuj¹cy egzony 2�5 jest homologiczny do
odpowiadaj¹cego mu segmentu ludzkiego genu koduj¹cego naskórkowy czynnik
wzrostu EGFR (ang. epidermal growth factor) [131].

2. CHARAKTERYSTYKA REGIONU PROMOTOROWEGO
GENU RECEPTORA INSULINY

Region promotorowy genu koduj¹cego receptor insuliny zosta³ okre�lony ju¿ w 1987
roku przez grupê Araki [3], a kolejne badania przeprowadzi³a miêdzy innymi grupa Seino
[131] (ryc. 2). Rozci¹ga siê on na oko³o 1800 pz powy¿ej kodonu startu translacji ATG,

RYCINA 1. Gen INSR koduj¹cy ludzki receptor insuliny z uwzglêdnieniem dwóch alternatywnych form
splicingowych transkryptu oraz kodowanych przez te transkrypty izoform dojrza³ego bia³ka recepto-
rowego: TSS � miejsce inicjacji transkrypcji (ang. transcription initiation site), ATG � start translacji, 5', 3'
UTR � region nieulegaj¹cy translacji na koñcu 5' i 3' transkryptu (ang. untranslated region), TAA � kodon
stop translacji. 1�22 � egzony, L1, L2 � domeny zawieraj¹ce powtórzenia bogate w leucynê LRR (ang.
leucine-rich repeat), CR � region bogaty w reszty cysteiny (ang. cysteine-rich region), Fn0, Fn1, Fn2 �
domeny fibronektyny typu III, Ins � insert w domenie Fn1, TM � domena transb³onowa (ang. transmem-
brane domain), JM � domena podb³onowa (ang. juxtamembrane domain), TK � domena kinazy
tyrozynowej (ang. tyrosine kinase domain), CT � region karboksyterminalny (ang. carboxyterminal tail).
Czarnymi trójk¹tami zaznaczono miejsca glikozylacji w bia³ku (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 III
domains, Ins � insert in Fn1 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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RYCINA 2. Region promotorowy ludzkiego genu receptora insuliny. Ze wzglêdu na obecno�æ kilku miejsc inicjacji transkrypcji przyjêto numeracjê wzglêdem
kodonu start translacji +1 ATG (koduj¹cego metioninê, Met). Podkre�lono sekwencjê Alu. Zaznaczono tak¿e 7 miejsc wi¹zania czynnika transkrypcyjnego Sp1
[3]. Start 1, start 2, start 3 � miejsca inicjacji transkrypcji wg [131], start 4 � miejsce inicjacji transkrypcji wg [3]. Czarne strza³ki oznaczaj¹ kierunek
transkrypcji, szare � powtórki wprost (ang. direct repeats), a przerywane � odwrotne powtórzenia (ang. inverted repeats). Na schemacie zaznaczono tak¿e
miejsca wi¹zania czynników transkrypcyjnych: HMGI-Y, Sp1 oraz C/EBPb wchodz¹ce w sk³ad fragmentu E3 oraz C2 [37] (wg [3,37,131,150], zmieniony)

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
Sp1 transcription factor bind-
ing sites are also shown [3].
Start 1, start 2, start 3 � tran-
scription initiation sites ac-
cording to [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,
Sp1  and  C/EBPb transcrip-
tion factors  binding sites con-
tained  in E3 and C2 fragment
are also shown [37] (accord-
ing to [3,37,131,150],
changed)
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a¿ do sekwencji Alu. Analiza bioinformatyczna sekwencji nukleotydowej tego regionu
wykaza³a, ¿e jest on niezwykle bogaty w reszty GC. Co ciekawe, pozbawiony jest bloku
TATA (ang. TATA-box), obecnego w wiêkszo�ci genów transkrybowanych przez RNA
polimerazê II, jak równie¿ dystalnego elementu regulatorowego po³o¿onego powy¿ej bloku
TATA � bloku CAAT. Cechy te s¹ podobne do cech, jakie wykazuj¹ regulatorowe regiony
genów metabolizmu podstawowego ulegaj¹cych ekspresji na sta³ym poziomie (ang.
housekeeping genes) jak np. genu koduj¹cego kinazê 3-fosfoglicerynow¹, receptor
naskórkowego czynnika wzrostu, fosforybozylotransferazê hipoksantynow¹, deaminazê
adenozyny u cz³owieka, a tak¿e genu reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzymu A
chomika, czy fosforybozylotransferazy hipoksantynowej myszy [3]. 410�480 pz (par zasad)
powy¿ej kodonu start ATG zidentyfikowany zosta³ element wzmacniaj¹cy (ang. enhancer
element) ekspresjê genu. Co wiêcej, w genie receptora insuliny stwierdzono obecno�æ kilku
dodatkowych potencjalnych elementów wzmacniaj¹cych wi¹¿¹cych bia³ko C/EBP b (ang.
CAAT/enhancer binding protein b), w tym dwóch obecnych w regionie promotorowym i
jednego w obrêbie intronu pierwszego oraz miejsc dla innych bia³ek wi¹¿¹cych siê z DNA.

Dodatkowe cechy promotora genu INSR to obecno�æ siedmiu potencjalnych miejsc
wi¹zania czynnika transkrypcyjnego Sp1 (GGGCGG lub CCGCCC) ulokowanych w
pozycjach: -199, -226, -230, -391, -401, -406, -411. W regionie promotorowym znajduj¹
siê tak¿e dwie pary odwróconych powtórek: CCGGGCCCG oraz CCCGGGCCGC
(w pozycji -37 do -57 oraz -53 do -83), do których mog¹ wi¹zaæ siê czynniki
transkrypcyjne bior¹ce udzia³ w regulacji inicjacji transkrypcji, a tak¿e piêæ powtórek
wprost: trzy powtórki CCCGGGCGCAG oraz dwie powtórki CCGCCC [3].

Wiadomo, ¿e czynnik transkrypcyjny Sp1 wzmaga transkrypcjê prowadzon¹ przez
RNA polimerazê II, st¹d te¿ ju¿ pod koniec lat 80 ubieg³ego wieku sugerowano, ¿e
transkrypcja genu INSR mo¿e zachodziæ w odpowiedzi na jego dzia³anie [3].

Przeprowadzone w kolejnych latach badania pozwoli³y stwierdziæ, ¿e cztery regiony
bogate w pary GC ulokowane w pozycji -593 do -618 promotora s¹ g³ównymi
elementami reguluj¹cymi ekspresjê genu INSR w komórkach CHO i COS [4] i ¿e to
w³a�nie do nich wi¹¿e siê wspomniany czynnik Sp1, poprzez swoje trzy palce cynkowe
typu C

2
H

2
, obecne na karboksylowym koñcu domeny wi¹¿¹cej siê z DNA [54]. Z

kolei domena aktywuj¹ca ekspresjê, znajduj¹ca siê na koñcu aminowym czynnika Sp1,
sk³ada siê z dwóch domen A i B bogatych w glutaminê. Domeny te wchodz¹ w
interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym RNA polimerazy II � TFIID, sk³adaj¹cym
siê z bia³ka wi¹¿¹cego siê z sekwencj¹ TATA-TBP (ang. TATA binding protein) oraz
kilkunastu czynników TAFs (ang. TBP associated factors). Jak wykaza³y badania,
to w³a�nie czynnik TAFII-110 bezpo�rednio wchodzi w interakcje z bia³kiem Sp1 [54].

Ponadto stwierdzono, ¿e w regionie promotorowym genu INSR znajduj¹ siê miejsca
wi¹zania dla czynników IRNF-I oraz IRNF-II (ang. insulin receptor nuclear factor)
ulokowane w obrêbie regionu -530 do -550 oraz -500 do -520. Jak wykazano, mutacje
zmieniaj¹ce miejsca wi¹zania tych bia³ek, znacznie obni¿aj¹ ekspresjê genu receptora
insuliny. Dowodzi to, ¿e oba czynniki s¹ niezbêdne dla prawid³owej jego ekspresji [76].
Interesuj¹ce, ¿e adenowirusowe bia³ko E1a, przez zdolno�æ wi¹zania siê z regionami
wi¹¿¹cymi czynnik Sp1, równie¿ mo¿e regulowaæ jego ekspresjê [66].
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Za pomoc¹ techniki wyd³u¿ania startera (ang. primer extension) oraz ochrony
przed nukleaz¹ (ang. nuclease S1 mapping/nuclease S1 protection) okre�lono
równie¿ istnienie w pozycji 276, 282 oraz 283 pz powy¿ej kodonu ATG, trzech miejsc
inicjacji transkrypcji, przy czym przewa¿aj¹c¹ czê�æ stanowi¹ transkrypty rozpoczy-
naj¹ce siê w pozycjach 276 i 282 [3]. Podobne do promotora genu INSR cechy,
takie jak miêdzy innymi: brak bloku TATA oraz wiele miejsc inicjacji transkrypcji,
wykazuj¹ promotory wielu genów metabolizmu podstawowego [58,67,139].

Zaobserwowano, ¿e ekspresja genu INSR ulega podwy¿szeniu pod wp³ywem dzia³ania
glikokortykoidów [84]. Sugeruje siê, ¿e hormony te mog¹ wp³ywaæ na indukcjê transkrypcji
INSR jednak¿e, co intryguj¹ce, analiza sekwencji regionu 5' promotora wykaza³a brak
obecno�ci elementów odpowiedzi na glikokortykoidy GRE (ang. glucocorticoid response
element) [64]. Rubin i wsp., z kolei, w 1980 roku w obrêbie 5' koñca promotora,
zidentyfikowali sekwencjê Alu, która, jak siê uwa¿a, mo¿e pe³niæ funkcjê wi¹¿¹c¹ bia³ka, a
wiêc mo¿e równie¿ potencjalnie wp³ywaæ na regulacjê ekspresji genu receptora insuliny [119].

Zidentyfikowano tak¿e kilka potencjalnie regulatorowych regionów promotora, które wa¿ne
s¹ dla komórkowo-specyficznej ekspresji bia³ka receptorowego [12,14,145]. Dziêki badaniom
typu odcisk stopy DNazy I (ang. DNase I footprinting) wykazano, ¿e dwa regiony bogate w
pary AT, które nazwano fragmentem C2 (-671 do -874) oraz fragmentem E3 (-1661 do -
1818) wydaj¹ siê byæ kluczowe dla ekspresji genu INSR w trakcie ró¿nicowania siê miocytów
z mioblastów w komórkach miê�niowych BC3H-1 [13]. Do regionów tych, jak stwierdzono,
wi¹za³y siê j¹drowe bia³ka wi¹¿¹ce DNA, co ostatecznie wzmaga³o transkrypcjê genu.

Z kolei do�wiadczenia z wykorzystaniem genu reporterowego acetylotransferazy
chloramfenikolu CAT (ang. chloramphenicol acetylotransferase reporter gene
analysis) wykaza³y, ¿e te sekwencje dzia³a³y raczej jako promotory a nie elementy
wzmacniaj¹ce transkrypcjê. Autorzy sugerowali wiêc, ¿e bia³ka wi¹¿¹ce siê z tymi
regionami odgrywaj¹ decyduj¹c¹ w rolê w regulacji ekspresji genu receptora insuliny
w ró¿nych tkankach [13]. Przeprowadzone w kolejnych latach eksperymenty
wykaza³y, ¿e, w obrêbie tych regionów (C2 i E3) wi¹¿¹ siê bia³ka HMGI-Y (ang.
high mobility group), aktywuj¹c w ten sposób transkrypcjê genu INSR [15].
Stosuj¹c technikê EMSA (ang. electromobility shift assay) � analizê interakcji
DNA-bia³ko oraz technikê Western z wykorzystaniem bia³ek j¹drowych pochodz¹-
cych z komórek linii ludzkich limfocytów IM-9 zidentyfikowano bia³ko, które nazwano
IR-DBP (ang. insulin receptor DNA binding protein) i które by³o wysoce podobne
do bia³ek HMGI-Y. Bia³ko to jest odleg³ym cz³onkiem grupy bia³ek HMG, maj¹cym
zdolno�æ wi¹zania siê z DNA poprzez regiony bogate w pary AT w obrêbie ma³ego
rowka dwuniciowej helisy zmieniaj¹c w tym miejscu konformacjê DNA, w ten
sposób aktywuj¹c transkrypcjê wielu genów ssaków przez dodatkowe interakcje z
licznymi czynnikami transkrypcyjnymi i ich rekrutacjê do miejsca inicjacji transkrypcji
[20,112]. Zaobserwowano, ¿e inhibicja bia³ka HMGI-Y w komórkach, w których
zachodzi ekspresja receptora insuliny na wysokim poziomie, prowadzi do znacznego
obni¿enia jego ekspresji. Natomiast nadekspresja HMGI-Y w komórkach o niskim
poziomie ekspresji INSR prowadzi do wzrostu jego ekspresji [15]. Te obserwacje
prowadz¹ do wniosku, ¿e bia³ko HMGI-Y ma pozytywnie reguluj¹cy wp³yw na
poziom ekspresji receptora insuliny, a wiêc jakikolwiek defekt zwi¹zany z tym
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bia³kiem mo¿e prowadziæ do zaburzonej funkcji receptora insuliny i dalej zaburzeñ
�cie¿ki sygnalizacyjnej w odpowiedzi na ten hormon.

Stwierdzono tak¿e, i¿ niezwykle istotny dla ekspresji genu receptora w adipocytach HIRIN3
jest równie¿ region d³ugo�ci 278 pz na 5' koñcu pierwszego intronu tego genu [85].

Natomiast Yoshizato i wsp., w 2001 roku zidentyfikowali element dzia³aj¹cy w cis (-592
do -577) oraz czynnik dzia³aj¹cy w trans, które wp³ywaj¹ na ekspresjê genu receptora insuliny
w komórkach w¹trobiaka (hepatocarcinoma) HepG2 i w hepatocytach szczura. Owym
czynnikiem  okaza³o siê j¹drowe bia³ko o masie 35 kDa, które wi¹za³o  siê  do sekwencji
5'-TCCCTCCC-3' (-588 do -581) promotora i które nazwano czynnikiem HT-FIR (ang.
hepatocyte-specific transcription factor of the insulin receptor gene).

Mimo ¿e aktywno�æ promotora genu receptora insuliny wi¹¿e siê z regionem
oko³o 579 pz od miejsca inicjacji translacji, to jednak sugeruje siê, ¿e ca³y region
promotorowy jest konieczny dla jego maksymalnej aktywno�ci [14].

Aktywno�æ promotora na pewnym podstawowym poziomie obserwuje siê we wszystkich
komórkach, aczkolwiek znacznie podwy¿szony poziom ekspresji genu INSR stwierdzono w
takich tkankach, jak: miê�nie szkieletowe, w¹troba, tkanka t³uszczowa czy mózg. Sugeruje
to istnienie tkankowo-specyficznych czynników reguluj¹cych ekspresjê genu INSR, natomiast
ró¿nice w poziomie ekspresji w ró¿nych tkankach mog¹ wynikaæ z obecno�ci lub braku
tkankowo-specyficznych czynników transkrypcyjnych. Wiadomo, ¿e promotory wielu genów,
ulegaj¹cych ekspresji tkankowo-specyficznej s¹ bardzo czêsto pod kontrol¹ ró¿norodnych
czynników, nie tylko specyficznych dla danej tkanki, ale równie¿ w powi¹zaniu z ogólnymi
czynnikami inicjacji transkrypcji. Te ostatnie, umo¿liwiaj¹ lub wzmacniaj¹ dzia³anie jednego
lub kilku czynników transkrypcyjnych specyficznych dla danej tkanki [88].

Grupa Foti w 2003 roku [37] po raz pierwszy wykaza³a, ¿e regulacja ekspresji
receptora insuliny zachodzi dziêki dzia³aniu nukleoproteinowego kompleksu (zwanego
enhansosomem), w  sk³ad  którego poza wspomnianym ju¿ wcze�niej bia³kiem
HMGI-Y wchodzi tak¿e podstawowy czynnik transkrypcyjny Sp1 oraz C/EBPb
(bia³ko wi¹¿¹ce siê z sekwencj¹ CCAAT) w komórkach HepG2. Kluczowa w tym
kompleksie wydaje siê byæ w³a�nie rola bia³ka HMGI-Y, które jest niezbêdne dla
utworzenia aktywnego kompleksu inicjuj¹cego transkrypcjê [37]. Przeprowadzone
badania (zarówno in vitro, jak i in vivo) wykaza³y, ¿e czynnik ten oddzia³uje z
bia³kiem Sp1 oraz C/EBPb, co znacz¹co wzmaga aktywno�æ regionu promotorowego
genu INSR i aktywuje transkrypcjê przez RNA polimerazê II [37].

Jakiekolwiek defekty zwi¹zane wiêc z opisanymi powy¿ej czynnikami transkryp-
cyjnymi mog¹ wp³ywaæ na ekspresjê genu receptora insuliny i tym samym przyczyniaæ
siê do rozwoju insulinooporno�ci, a wiêc braku odpowiedzi organizmu na insulinê.

3. CHARAKTERYSTYKA TRANSKRYPTU RECEPTORA INSULINY

Receptor insuliny po raz pierwszy zidentyfikowany zosta³ w 1971 roku przez grupê
Freycheta [39], natomiast sekwencja cDNA odpowiadaj¹ca sekwencji transkryptu
genu INSR poraz pierwszy zosta³a okre�lona ju¿ w 1985 roku przez grupê Ullricha
[153] oraz Ebina [27]. Badacze ci otrzymali sekwencje ró¿ni¹ce siê swoj¹ d³ugo�ci¹
o 36 nukleotydów, które odpowiadaj¹ ró¿nicy 12 aminokwasów w sekwencji
aminokwasowej bia³ka. Przeprowadzone analizy bioinformatyczne tych sekwencji
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pozwoli³y zaobserwowaæ, ¿e transkrypt genu receptora insuliny podlega zjawisku
alternatywnego splicingu, podczas którego wyciêty zostaje egzon 11 (koduj¹cy
karboksylowy koniec podjednostki a). Skutkiem tego zdarzenia splicingowego (ang. exon
exclusion/exon skipping) powstaje skrócona forma transkryptu zwana wariantem
krótkim (lub wariantem drugim, E11�, A) w odró¿nieniu od jego d³ugiej formy
zawieraj¹cej egzon 11 (o d³ugo�ci 36 pz, odpowiadaj¹cy resztom aminokwasowym 717�
728) i zwanej wariantem d³ugim (lub pierwszym, E11+, B). Obie formy koduj¹ wiêc
ró¿nej d³ugo�ci bia³ka sk³adaj¹ce siê z 1382 (wariant 1) i 1370 (wariant 2) reszt
aminokwasowych [27,153] (ryc. 1). Alternatywny splicing jest procesem tkankowo-
specyficznym i jak wykazano, obecno�æ lub brak egzonu 11 zmienia w³a�ciwo�ci bia³ka
receptorowego w odniesieniu do powinowactwa receptora do wi¹zania liganda � insuliny.
W wyniku przeprowadzenia niektórych badañ na transfekowanych liniach komórkowych
stwierdzono istnienie ró¿nic w procesie internalizacji ró¿nych izoform receptorów
indukowanym zwi¹zaniem insuliny [48]. Istniej¹ równie¿ doniesienia sugeruj¹ce, ¿e
skrócona forma transkryptu ulega ekspresji w leukocytach, a d³u¿sza forma dominuje
w w¹trobie, adipocytach i miê�niach szkieletowych, natomiast w ³o¿ysku poziom obu
form jest podobny. Zaobserwowano, ¿e krótsza forma bia³ka wykazuje dwukrotnie
wy¿sze powinowactwo do insuliny w porównaniu do bia³ka d³u¿szego o te 12 reszt
aminokwasowych kodowanych przez alternatywny egzon 11 [91]. Co ciekawe, niektóre
badania wykaza³y, ¿e krótsza forma bia³ka wykazuje wzmo¿ony proces internalizacji po
zwi¹zaniu liganda, natomiast d³u¿sze bia³ko o obni¿onym powinowactwie do insuliny
okaza³o siê, ¿e wykazuje wiêksz¹ aktywno�æ katalityczn¹ w porównaniu z jego krótsz¹
form¹ [48]. Stwierdzono tak¿e, ¿e izoforma pozbawiona czê�ci kodowanej przez egzon
11 wi¹¿e zarówno insulinê, jak i IGF-II z wysokim powinowactwem, podczas gdy
izoforma j¹ zawieraj¹ca wi¹¿e jedynie insulinê [91].

Biologiczne znaczenie istnienia obu form splicingowych receptora nie zosta³o do
tej pory w pe³ni wyja�nione, aczkolwiek zaburzenia procesu alternatywnego wycinania
egzonu 11 i sk³adania dojrza³ego transkryptu INSR, a tym samym zmiana stosunku
obu form w danej tkance mo¿e le¿eæ u podstaw bardzo powa¿nych chorób cz³owieka,
mimo i¿ (przynajmniej jak dot¹d) nie zaobserwowano ró¿nic w poziomie ekspresji
obu form mRNA receptora insuliny u pacjentów cierpi¹cych na ró¿ne postaci
insulinoporno�ci w porównaniu do osób zdrowych [130]. Regulacja alternatywnego
sk³adania pre-mRNA receptora insuliny jest czynnikiem niezwykle wa¿nym dla
prawid³owego funkcjonowania organizmu. Zaburzenia zwi¹zane z tym mechanizmem
wi¹¿¹ siê z licznymi stanami chorobowymi u cz³owieka: cukrzyc¹ typu 2, dystrofi¹
miotoniczn¹ i nowotworami [65,70,95,104�106,126].

Ca³kowita d³ugo�æ transkryptu jest ró¿na nie tylko ze wzglêdu na kilka miejsc inicjacji
transkrypcji, ale równie¿ na ró¿n¹ liczbê miejsc poliadenylacji, st¹d te¿ obserwowano
transkrypty o d³ugo�ci od 5400 pz do 9400 pz, z których najliczniejsze mia³y d³ugo�æ
6,9 kb oraz 9,4 kb [150]. Interesuj¹ce, ¿e pomimo ma³ych rozmiarów bia³ka, d³ugo�æ
transkryptu jest znacz¹ca i uzale¿niona od znacznej d³ugo�ci regionu 3'UTR (4801 pz).
Podobne obserwacje dotycz¹ tak¿e transkryptów innych organizmów jak na przyk³ad
szczura [150]. Mo¿liwe wiêc, ¿e region ten pe³niæ mo¿e pewne funkcje regulatorowe.
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Sugeruje siê równie¿, ¿e pewne potranskrypcyjne mechanizmy mog¹ byæ tak¿e
zaanga¿owane w kontrolê ekspresji mRNA INSR oraz samego bia³ka.

Mechanizm alternatywnego splicingu pozostaje pod kontrol¹ insuliny, jak równie¿
innych czynników hormonalnych oraz rozwojowych. Zmiany w tym procesie, jak
wykazano, wi¹za³y siê ze wzrostem wra¿liwo�ci komórek na insulinê, co sugeruje, ¿e
regulacja alternatywnego sk³adania mRNA receptora insuliny jest kluczowa dla
wra¿liwo�ci receptora na ten hormon i prawid³owej na niego odpowiedzi komórki [71].
W wyborze miejsc alternatywnego splicingu zaanga¿owanych jest wiele ró¿norodnych
bia³ek oraz dodatkowych czynników, takich jak: drugorzêdowa struktura RNA
[8,32,142,143], wielko�æ egzonu, a tak¿e �si³a� alternatywnych miejsc splicingowych
[101]. Zmiany w wyborze tych miejsc obserwowane by³y w przypadku licznych genów
podczas ró¿nicowania komórkowego [86], jednak¿e hormonalna regulacja tego procesu
nie jest zbyt powszechna. Przyk³adowo, zaobserwowano, ¿e glikokortykoidy moduluj¹
alternatywny splicing mRNA receptora insuliny w komórkach HepG2, natomiast sama
insulina moduluje ten mechanizm w komórkach w¹trobiaka FaO [70,132]. Badania
przeprowadzone przez Kosaki i wsp. w 1998 roku pozwoli³y na identyfikacjê miejsc
wa¿nych dla alternatywnego sk³adania transkryptu INSR. Egzon 11 jest bardzo krótki
(36 pz) i otoczony jest d³ugimi intronami (~2,2 kpz i ~7,5 kpz). Okaza³o siê, ¿e intron 10
genu receptora insuliny zawiera wszystkie informacje niezbêdne dla prawid³owej selekcji
miejsc splicingowych oraz alternatywnego wyciêcia egzonu 11. W intronie tym znajduj¹
siê dwa miejsca rozga³êzienia � BP (ang. branch point), kluczowe dla wyboru miejsc
splicingowych. 300 pz powy¿ej egzonu 11 znajduje siê sekwencja Alu. W intronie 10,
43 pz powy¿ej miejsca rozga³êzienia znajduje siê tzw. intronowa sekwencja wzmacniaj¹ca
splicing � ISE (ang. intronic splicing enhancer sequence) oraz intronowa sekwencja
wyciszaj¹ca � ISS (ang. intronic splicing silencing sequence), odpowiedzialna za
zjawisko exon skipping na jego koñcu 3'. Sekwencja ISE na 5' koñcu intronu 10 zawiera
sekwencjê o d³ugo�ci 48 pz, bogat¹ w pary GA, niezbêdn¹ dla pozostawienia egzonu
11 w dojrza³ej cz¹steczce mRNA [72]. Wykazano równie¿, ¿e sam egzon 11 jest
kluczowy dla prawid³owego dzia³ania alternatywnej maszynerii splicingowej [72].

Model wyboru miejsc splicingowych podczas dojrzewania transkryptu receptora
insuliny zaproponowany zosta³ ju¿ w roku 1998 [72]. Zgodnie z nim sekwencja bogata
w reszty GA obecna na 5' koñcu intronu 10,  tzw. intronowa sekwencja wzmacniaj¹ca
ISE faworyzuje pozostawienie egzonu 11 w dojrza³ym transkrypcie prawdopodobnie
przez bezpo�rednie oddzia³ywanie na miejsce splicingowe 3'. Mo¿liwe, ¿e ze wzglêdu
na swoje po³o¿enie (ponad 2 kpz powy¿ej miejsca rozga³êzienia BP), mo¿e ona
oddzia³ywaæ na s¹siaduj¹ce miejsce splicingowe 5' (UAG:GUCAGGAC) ró¿ni¹ce
siê znacz¹co od sekwencji zgodnej (CAG:GUAAGUAU) [72]. W zwi¹zku z tym,
wp³yw tego wzmacniacza mo¿e polegaæ na wzmocnieniu si³y oddzia³ywania U1snRNP
(ang. U-rich 1 small nuclear ribonucleoprotein particle) � jednego ze sk³adników
spliceosomu, z miejscem splicingowym 5' [74]. Jednak¿e nie do koñca wiadomo by³o,
jaki wywiera³oby to wp³yw na alternatywny splicing egzonu po³o¿onego poni¿ej.
Dodatkowo, postulowano udzia³ jednego z bia³ek SR (bogatych w serynê i argininê)
zaanga¿owanych w proces dojrzewania transkryptów � bia³ka SF2/ASF przez wi¹zanie
siê do sekwencji bogatych w GA podobnych do tej obecnej na 5' koñcu intronu 10.
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W ten sposób bia³ko SF2/ASF mia³oby promowaæ pozostawienie egzonu 11 w
dojrza³ym transkrypcie INSR, podobnie jak w przypadku splicingu transkryptu lekkiego
³añcucha B klatryny szczura [21]. Bia³ko SF2/ASF mo¿e mieæ równie¿ zdolno�æ do
preferencyjnego wykorzystania proksymalnego miejsca splicingowego 5' lub 3'.
Antagonistyczne dzia³anie wykazuje natomiast czynnik splicingowy hnRNP-A1
(wi¹¿¹cy siê do sekwencji UAGGGA lub UAGGGU), który promuje wybór dystalnego
miejsca splicingowego. Tak wiêc oba czynniki wykazuj¹ dzia³anie antagonistyczne [19].
Na koñcu 5' intronu 10 dodatkowo znajduje siê sekwencja CTTAGGGACC,
zawieraj¹ca miejsce wi¹zania wspomnianego wcze�niej czynnika hnRNP-A1 (co
podkre�lono). Wiadomo ju¿, ¿e ta nukleoproteina wraz z hnRNP-F zaanga¿owana jest
w regulacjê alternatywnego sk³adania transkryptu INSR [148]. Na koñcu 3' intronu
10 znajduj¹ siê dwa regiony, które równie¿ bior¹ udzia³ w alternatywnym splicingu
transkryptu INSR. Jedna z nich, ulokowana powy¿ej miejsca rozga³êzienia promuje
eliminacjê egzonu 11 z mRNA i zwana jest intronow¹ sekwencj¹ wyciszaj¹c¹ splicing
(ISS). Interesuj¹ce, ¿e region ten, jak wykaza³a analiza bioinformatyczna, mo¿e
przybieraæ drugorzêdow¹ strukturê spinki do w³osów (ang. stem-loop structure), a
jak obecnie wiadomo, drugorzêdowe struktury RNA bior¹ udzia³ w alternatywnym
dojrzewaniu mRNA. Drugi region regulatorowy wa¿ny dla alternatywnego sk³adania
transkryptu INSR obecny jest w samym alternatywnym egzonie 11 i wydaje siê, ¿e
dzia³a on niezale¿nie w procesie modulacji wyboru miejsca splicingowego 3'. Nie mo¿na
wykluczyæ mo¿liwo�ci, ¿e oba regiony wchodz¹ w sk³ad wiêkszego regionu regula-
torowego, który z kolei bierze udzia³ w tworzeniu wiêkszej struktury drugorzêdowej
wokó³ miejsca splicingowego 3' [72].

Funkcja intronowych i egzonowych sekwencji wzmacniaj¹cych � ISE, ESE oraz
wyciszaj¹cych � ISS, ESS (ang. intronic splicing silencer, exonic splicing
silencer) w regulacji alternatywnego splicingu polega na wi¹zaniu odpowiednich
czynników dzia³aj¹cych w trans, wp³ywaj¹cych z kolei na wybór miejsca splicingo-
wego przez spliceosom [11]. Drugorzêdowa struktura pierwotnego transkryptu
reguluje jego dostêpno�æ dla czynników splicingowych. Dwuniciowe fragmenty RNA
spinki do w³osów rozpoznawane s¹ przez niektóre z czynników dzia³aj¹cych w trans,
a ca³a utworzona struktura prowadzi do zmiany wzajemnego przestrzennego u³o¿enia
elementów cis, prowadz¹c do zaistnienia dodatkowych mo¿liwo�ci regulatorowych
[18,45,53]. Obecnie zdecydowanie wiêcej wiadomo na temat regulacji alternatyw-
nego splicingu, w której nadrzêdn¹ rolê pe³ni¹ czynniki regulatorowe dzia³aj¹ce w
trans � wspomniane ju¿ wcze�niej bia³ka SR oraz hnRNP, wykazuj¹ce dzia³anie
antagonistyczne. Bia³ka SR wi¹¿¹c siê do sekwencji wzmacniaj¹cych dzia³aj¹ na
drodze aktywacji alternatywnego sk³adania mRNA, hnRNPs z kolei wi¹¿¹c siê do
sekwencji wyciszaj¹cych, hamuj¹ ten proces.

Badania nad alternatywnym splicingiem transkryptu receptora insuliny kontynuo-
wane by³y w kolejnych latach [133,158], dziêki czemu okre�lono istnienie elementów
ISE oraz ISS w w intronie 10, jak i doprowadzi³y do lepszego poznania jego mecha-
nizmu. Dziêki przeprowadzonym eksperymentom stwierdzono, ¿e w procesach tych
bior¹ udzia³ bia³ka SRp20 oraz SF2/ASF, które moduluj¹ aktywno�æ egzonowych
elementów wzmacniaj¹cych (ESE). Dodatkowo wykazano, ¿e elementy ESS w
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egzonie 11 oraz ISS na 3' koñcu intronu 10 wymagaj¹ zwi¹zania bia³ka CUG-BP1. Podczas
gdy nadekspresja bia³ka CUG-BP1 hamowa³a pozostawienie egzonu 11 w dojrza³ym
transkrypcie, nadekspresja bia³ka SRp20 prowadzi³a do wzmocnienia jego pozostawienia
[133]. Autorzy sugeruj¹ wiêc, ¿e oba bia³ka mia³yby dzia³aæ antagonistycznie, a ich wzajemna
równowaga jest kluczowa dla regulacji pozostawienia lub eliminacji tego egzonu z
transkryptu [133]. Schemat obrazuj¹cy proponowany mechanizm alternatywnego splicingu
mRNA receptora insuliny przedstawiono na rycinie 3.

Nie jest jeszcze w pe³ni poznany mechanizm dzia³ania bia³ka SRp20 i SF2/ASF,
aczkolwiek postuluje siê, ¿e prowadz¹ one do rekrutacji U1 i U2 snRNPs lub
zapobiegaj¹ wi¹zaniu siê bia³ek CUG-BP1. Mo¿liwe, ¿e aktywno�æ jednego czynnika,
mo¿e byæ tak¿e regulowana przez obecno�æ drugiego. Proponuje siê nadal, ¿e egzon
11 wraz z po³o¿onym powy¿ej traktem polipirymidynowym i sekwencj¹, zawieraj¹c¹
miejsce rozga³êzienia BP, tworz¹ du¿ych rozmiarów strukturê drugorzêdow¹ typu
spinki, której pojawienie siê hamuje wi¹zanie siê U2AF, SF1 i U2 snRNP blokuj¹c
w ten sposób dostêpno�æ miejsca splicingowego 3'. Taka hamuj¹ca splicing rola
struktury drugorzêdowej RNA zosta³a wykazana w innych badaniach dotycz¹cych
regulacji wycinania alternatywnego egzonu 7 w genie SMN2 (ang. survival motor
neuron 2), jednego z genów zwi¹zanych z zanikiem miê�ni szkieletowych [140].
Nak³adaj¹ce siê miejsca wi¹zania dla bia³ka SF2/ASF oraz CUG-BP1 w egzonie

RYCINA 3. Proponowany model alternatywnego splicingu transkryptów ludzkiego receptora insuliny.
Opis w tek�cie (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 s¹ w strukturze drugorzêdowej RNA, powy¿ej którego znajduje siê
miejsce wi¹zania bia³ka SRp20. Przypuszcza siê, ¿e zwi¹zanie bia³ka SRp20 i SF2/ASF,
zapobiega utworzeniu siê drugorzêdowej struktury RNA typu spinki. Z kolei zwi¹zanie
bia³ka CUG-BP1 do swego miejsca wi¹zania oraz sekwencji wyciszaj¹cej po³o¿onej
powy¿ej prowadzi do stabilizacji dwuniciowego odcinka spinki i ostatecznie u³atwia
wyciêcie egzonu 11 z transkryptu [133]. Badania molekularne w celu potwierdzenia tych
hipotez trwaj¹ obecnie w laboratorium na Uniwersytecie Kalifornijskim.

4. BUDOWA LUDZKIEGO RECEPTORA INSULINY

Dojrza³y receptor insuliny jest glikoprotein¹ i funkcjonuje jako heterotetramer z³o¿ony
z dwóch dimerów dwóch podjednostek (d³ugo�ci 1370 lub 1382 reszt aminokwasowych
ka¿da) po³¹czonych 14 mostkami dwusiarczkowymi. Receptor ten syntetyzowany jest
w komórce w postaci niedojrza³ego proreceptora o masie cz¹steczkowej oko³o 180
kilodaltonów (kDa). Bia³ko podlega nastêpnie proteolitycznemu ciêciu w obrêbie
sekwencji Arg-Lys-Arg-Arg zlokalizowanej na po³¹czeniu podjednos-tek a i b
uwalniaj¹c w ten sposób monomery a-b. Po³¹czenie a-b mo¿liwe jest dziêki istnieniu
wi¹zania dwusiarczkowego, utworzonego pomiêdzy reszt¹ cysteiny w pozycji 647
podjednostki a a cystein¹ 872 w podjednostce b. Dwa monomery a-b powi¹zane s¹
poprzez wi¹zania Cys-524 miêdzy podjednostkami a [73].

Podjednostki a (d³ugo�ci 731 reszt aminokwasowych i masie cz¹steczkowej Mr=135
kDa) stanowi¹ ca³kowicie zewn¹trzkomórkowe domeny wi¹¿¹ce insulinê, podczas gdy
podjednostki b (o masie 95 kDa i sk³adaj¹ce siê z 620 reszt aminokwasowych)  maj¹
region  zewn¹trzkomórkowy  z³o¿ony ze 194 aminokwasów, 23-aminokwasowy region
transb³onowy oraz 403-aminokwasowy region skierowany do wnêtrza komórki o
aktywno�ci kinazy tyrozynowej [27,57,131,153]. Zarówno podjednostka a, jak i
zewn¹trzkomórkowy region podjednostki b zawieraj¹ miejsca glikozylacji [131].

D³u¿sza forma splicingowa transkryptu zawieraj¹ca alternatywny egzon 11 koduje
bia³ko d³u¿sze o 12 reszt aminokwasowych. Te dodatkowe 12 reszt przypada na
karboksylow¹ czê�æ podjednostki a receptora.

W sekwencji aminokwasowej receptora insuliny wyró¿niæ mo¿na od koñca
aminowego: peptyd sygna³owy (aminokwasy 1�27) oraz sekwencjê bia³ka dojrza³ego
(reszty 28�1370 lub 1382). Za peptydem sygna³owym znajduje siê domena L1
zawieraj¹ca dwa powtórzenia bogate w leucynê LRR (ang. leucine-rich repeat)
(aminokwasy 52�164), stanowi¹ca miejsce wi¹zania insuliny, a za ni¹ region bogaty
w reszty cysteiny � CR (ang. cysteine rich) (reszty 179�340) podobny do furyny
(ang. furin-like) oraz region FU (reszty 234�281) zawieraj¹cy powtórzenia typu
furyny (ang. furin-like repeats). Kolejny region stanowi domena L2 (reszty 359�
472), za któr¹ obecne s¹ trzy domeny (Fn0, Fn1, Fn2) fibronektyny typu 3 (ryc.
1). W sekwencji aminokwasowej wyró¿nia siê tak¿e charakterystyczne i kluczowe
pozycje, takie jak: 906 i 920 odpowiedzialne za kontakt miêdzy domenami, 921�922
oraz 924�925 stanowi¹ce motyw receptora cytokin, za którymi wystêpuje domena
katalityczna kinazy tyrozynowej d³ugo�ci 287 reszt (1004�1291). Miejsce wi¹zania
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ATP znajduje siê w podjednostce b 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 wyró¿niæ mo¿na równie¿ kilka miejsc fosforylacji:
dwie reszty tyrozyny (Tyr-965 oraz Tyr-972) znajduj¹ce siê w domenie podb³onowej
JM (ang. juxtamembrane domain) podlegaj¹ autofosforylacji po zwi¹zaniu insuliny,
w �rodku domeny wewn¹trzkomórkowej (w domenie kinazy tyrozynowej) (Tyr-1158-
X-X-X-Tyr-1162-Tyr-1163) oraz na karboksylowym koñcu bia³ka (w obrêbie domeny
CT) (Tyr-1328 oraz Tyr-1334) [125]. Fosforylacja reszty tyrozyny w pozycji 972
prowadzi do utworzenia motywu NPXpX, rozpoznawanego przez domenê PTB bia³ek
IRS-1 oraz Shc, jak równie¿ wa¿nego dla internalizacji receptora [160]. Z kolei,
jak wykazano, autofosforylacja reszt tyrozyny w regulatorowej domenie kinazy
(fosforylacja motywu YXXXYY) jest kluczowa dla indukowanej insulin¹ aktywno�ci
katalitycznej receptora oraz jej efektu biologicznego. Dodatkowo, aktywowana
domena KRLB (ang. kinase regulatory loop binding) niezbêdna jest dla interakcji
pomiêdzy unikalnym regionem IRS-2 obejmuj¹cym reszty 591�768 a receptorem
insuliny [125]. Natomiast reszty 1034�1037, 1115, 1117, 1157�1158, 1283, 1288
stanowi¹ tzw. niekatalityczne miejsce wi¹zania PTP1B, a aminokwasy w pozycjach
1151, 1180, 1182�1184, 1186�1187, 1196�1197, 1199, 1230 stanowi¹ miejsce wi¹zania
bia³ka substratowego. Pêtla aktywacyjna (ang. A-loop) znajduje siê w pozycji 1164�
1185 bia³ka. Z kolei reszty 1171, 1173�1174, 1176�1177 bior¹ udzia³ w utworzeniu
miejsca interakcji z domenami SH2 bia³ek docelowych.

Zwi¹zanie insuliny z podjednostk¹ a najprawdopodobniej zbli¿a obie podjednostki
do siebie. To zdarzenie z kolei, umo¿liwia zwi¹zanie ATP przez podjednostkê b oraz
wyzwala nastêpnie autofosforylacjê reszt tyrozyny w autokatalitycznych podjednost-
kach b, po czym dochodzi do kaskady fosforylacji i aktywacji bia³ek docelowych,
które bior¹ udzia³ w regulacji interakcji bia³ko-bia³ko oraz aktywno�ci enzymatycz-
nych. W ten sposób fosforylacja i aktywacja substratowych bia³ek IRS (ang. insulin
receptor substrate) IRS-1 oraz IRS-2 prowadzi do zwi¹zania i aktywacji innych
bia³ek zawieraj¹cych domeny SH2 (ang. Src homology 2), takich jak: bia³ko Shc
oraz bia³ko adaptorowe APS (ang. adaptor protein) [149]. Aktywacja tych bia³ek
wyzwala nastêpnie kaskadê sygnalizacji komórkowej, która prowadzi do akumulacji
efektorów komórkowych i transdukcji sygna³u insulinowego w komórce.

Regulacja transportu glukozy do komórek oraz wiêkszo�æ innych efektów
metabolicznych dzia³ania insuliny odbywa siê za po�rednictwem kinazy fosfatydylo-
3-inozytolu (PI3K) wskutek zwi¹zania jej regulatorowej podjednostki p85 do
ufosforylowanych reszt tyrozyny bia³ka IRS-1, co prowadzi z kolei do zmiany
konformacyjnej i aktywacji jej podjednostki katalitycznej p110, a nastêpnie przemiesz-
czenia ca³ego enzymu do b³ony komórkowej. Kinaza PI3K katalizuje fosforylacjê
4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do 3,4,5-trifosforanu inozytolu (PIP3),
który uczestniczy w procesie aktywacji kinazy bia³kowej B (PKB) zwanej równie¿
kinaz¹ AKT. Bezpo�rednia interakcja cz¹steczki PIP3 z domen¹ PH kinazy AKT
prowadzi do przemieszczenia siê enzymu do b³ony komórkowej, gdzie ulega aktywacji
przez kinazê fosfatydyloinozytoli PDK-1. Kinaza AKT z kolei, odpowiedzialna jest
za fosforylacjê ró¿norodnych bia³ek komórkowych zaanga¿owanych w ró¿ne �cie¿ki



634 A. ROJEK, M. NIEDZIELA

metaboliczne i reguluj¹cych wzrost i proliferacjê komórki [1,33]. Enzym ten, poprzez
inhibicjê kinazy GSK-3 wzmaga syntezê glikogenu, a wp³ywaj¹c na kinazê mTOR
(ang. mammalian target of rapamycin), indukuje z kolei syntezê ró¿norodnych
bia³ek komórkowych. Kinaza AKT odpowiedzialna jest równie¿ za �prze¿ycie�
komórki dziêki blokowaniu kilku czynników proapoptycznych, takich jak np. czynnik
Bad czy czynniki transkrypcyjne z rodziny Forkhead. �cie¿ka sygnalizacyjna zwi¹zana
z kinaz¹ PI3K/AKT równie¿ obejmuje translokacjê b³onowego transportera glukozy
GLUT4, który przemieszcza cz¹steczki glukozy do wnêtrza komórek. Efekty
mitogenne dzia³ania insuliny wi¹¿¹ siê natomiast z aktywacj¹ nie tylko �cie¿ki kinazy
AKT, ale równie¿ kinaz Ras/MAPK [43,159].

Ufosforylowane i aktywowane wspomniane ju¿ wcze�niej bia³ko Shc wi¹¿e siê do
kompleksu bia³ka Grb2/SOCS (ang. growth factor receptor-binding protein 2), a
przemieszczenie bia³ka SOCS do b³ony komórkowej umo¿liwia jego interakcjê z zakotwiczon¹
w b³onie kinaz¹ Raf i jej aktywacjê. Nastêpnie aktywne bia³ko Ras aktywuje kinazê Raf,
po czym dochodzi do dalszej aktywacji kaskady fosforylacji kinaz MAP oraz ERK
[44,69,127,155]. W kolejnym etapie szlaku sygnalizacyjnego kinazy ERK ulegaj¹ translokacji
do j¹dra komórkowego, gdzie dochodzi do aktywacji czynników transkrypcyjnych, takich jak:
c-jun, c-fos, c-myc oraz c-fos. Odpowiedzi¹ komórki na sygna³ insulinowy jest wiêc równie¿
indukcja ekspresji genów zwi¹zanych z procesami proliferacji [46,69,146].

Nastêpnym etapem jest internalizacja receptorów, z których czê�æ z powrotem
kierowana jest do b³ony komórkowej w pêcherzykach okrytych klatryn¹, podczas
gdy inne ulegaj¹ degradacji w lizosomach [3,122].

Tkankowo-specyficzny alternatywny splicing transkryptu receptora insuliny
prowadzi do powstania dwóch w pe³ni funkcjonalnych form receptora, a w ró¿nych
tkankach ró¿ny jest stosunek jednej formy do drugiej.

Aminowy koniec bia³ka (kodowany przez egzony 1�2) oraz domeny bogate w
reszty cysteiny (kodowane przez egzony 3�5) wraz z karboksylowym koñcem
przypadaj¹cym na reszty 704�719 s¹ odpowiedzialne za wi¹zanie insuliny z wysokim
powinowactwem [73], a obecno�æ 12-aminokwasowej sekwencji kodowanej przez
alternatywny egzon 11 moduluje si³ê wi¹zania liganda.

Dojrzewanie prekursorowego bia³ka receptorowego zachodzi kotranslacyjnie na
terenie retikulum endoplazmatycznego ER (glikozylacja, tworzenie i rearan¿acja
wi¹zañ dwusiarczkowych oraz homodimeryzacja). Prekursor jest nastêpnie proteo-
litycznie ciêty na terenie sieci trans aparatu Golgiego do postaci dojrza³ej, która
transportowana jest do powierzchni komórki [122]. Rosn¹cy ³añcuch polipeptydowy
receptora insuliny wnika do �wiat³a retikulum przez translokon Sec61 [5]; w tym
czasie oligosacharydowy rdzeñ Glc3Man9GlcNAc2, jest kotranslacyjnie dodawany
do bia³ka w drodze N-glikozylacji przez transferazê oligosacharydow¹. Rdzeñ ten
ulega nastêpnie skróceniu dziêki aktywno�ci glikozydazy I oraz II [31,52,120].
Nastêpnie, w dojrzewaniu receptora bior¹ udzia³ dwa bia³ka �wiat³a ER � kalneksyna
oraz kalretikulina, stanowi¹ce tzw. system kontroli jako�ci prawid³owego lub
nieprawid³owego fa³dowania bia³ka. Dodawanie kolejnych jednostek cukrowcowych
oraz skracanie oligosacharydu nastêpuje w³a�nie z udzia³em tych enzymów. Niepra-
wid³owo zwiniête glikoproteiny s¹ kierowane transportem retrogradowym ze �wiat³a
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retikulum z powrotem do cytoplazmy, gdzie podlegaj¹ w nastêpnej kolejno�ci ubikwi-
tynozale¿nej degradacji proteolitycznej przez proteasom 26S [5]. W prawid³owym
dojrzewaniu bia³ka uczestniczy równie¿ cytoplazmatyczne bia³ko HSP90 oraz bia³ko
regulowane glukoz¹ Grp94 o masie cz¹steczkowej 94 kDa � Grp94 (ang. glucose-
regulated protein), bêd¹ce homologiem HSP90 rezyduj¹cym na terenie �wiat³a ER.
Bia³ko to zapewnia prawid³owe dojrzewanie innych bia³ek oraz translokacjê cz¹steczek
sygna³owych, np. hormonów steroidowych, receptorów czynników wzrostu i innych [17].

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

Jak wspomniano wcze�niej istniej¹ dwie izoformy receptora insuliny, które ró¿ni¹
siê brakiem (E11�) lub obecno�ci¹ (E11+) 12-aminokwasowego odcinka na karboksy-
lowym koñcu podjednostki a, kodowanego przez alternatywny egzon 11 [27,153].
Obie izoformy s¹ wiêc kodowane przez dwa ró¿ne rodzaje transkryptów, które
powstaj¹ za pomoc¹ mechanizmu alternatywnego splicingu.

Uwa¿a siê, ¿e te dwie ró¿ne formy receptora insuliny s¹ zró¿nicowane zarówno
pod k¹tem immunologicznym, jak i funkcjonalnym [83,94,123,134�136,154,161,162].
W 1988 roku Sakata i wsp. zasugerowali, ¿e karboksyterminalna domena podjednost-
ki a izoformy E11+, odpowiadaj¹ca resztom 705�731 jest g³ównym miejscem
autoantygenowym [123]. Z kolei grupa Sesti wykaza³a, ¿e frakcja IgG, izolowana
u pacjentów cierpi¹cych na autoimmunologiczn¹ hipoglikemiê (autoprzeciwcia³a
skierowane przeciwko receptorowi insuliny) hamowa³a wi¹zanie insuliny przez
receptory ulegaj¹ce ekspresji w komórkach transfekowanych form¹ E11�, ale nie
mia³a wp³ywu na wi¹zanie insuliny przez komórki transfekowane form¹ E11+ [134].
Dwa lata pó�niej zaobserwowano, ¿e przeciwcia³o skierowane przeciw aminowemu
regionowi kodowanemu przez egzon 11 by³o zdolne do hamowania wi¹zania insuliny
przez formê E11+ bez wp³ywu na wi¹zanie przez formê E11� [135]. Równie¿ badania
przeprowadzone przez trzy kolejne grupy badaczy, z wykorzystaniem transfeko-
wanych komórek ssaczych, w których osobno zachodzi³a ekspresja dwóch form
receptora insuliny wykaza³y, ¿e ich powinowactwo do liganda jest ró¿ne. Stwierdzono,
¿e forma E11� wi¹¿e oko³o dwa razy silniej insulinê ni¿ bia³ko kodowane przez
izoformê transkryptu z egzonem 11 [94,161,162]. Ta ró¿nica w powinowactwie
receptora do swego liganda odpowiada zmianom dzia³ania metabolicznego i mitogen-
nego insuliny [83]. Co wiêcej, izoforma E11� wydaje siê, ¿e cechuje siê wiêkszym
stopniem internalizacji i recyklizacji w komórce [154,161]. W niektórych przypadkach,
badania wykorzystuj¹ce transfekowane komórki ssaków, w których zachodzi³a
ekspresja osobno dwóch ró¿nych form receptora, wykaza³y obni¿ony poziom eks-
presji formy E11�, indukowany insulin¹ [162]. Z kolei Frasca i wsp. [38] wykazali,
¿e  izoforma  E11�  mo¿e wi¹zaæ insulinopodobny czynnik wzrostu II (IGF-2).
Stwierdzono, ¿e IGF-2 wi¹¿e siê do receptora E11� z do�æ wysokim powino-
wactwem (ok. 40% warto�ci obserwowanych dla insuliny), ale nie ma zdolno�ci
wi¹zania siê z receptorem E11+. Co wiêcej, zwi¹zanie IGF-2 z receptorem insuliny
wywo³uje w komórce raczej skutki mitogenne ni¿ metaboliczne [38].
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Jak wspomniano wcze�niej, ekspresja dwóch form mRNA koduj¹cych dwie izoformy
receptora insuliny jest komórkowo-, tkankowo- i rozwojowo-specyficzna [38,91,130,135,136].
Skrócona izoforma receptora powstaje w komórkach hematopoetycznych oraz nerwowych,
z kolei w ³o¿ysku, nerkach, tkance t³uszczowej oraz w miê�niach szkieletowych ekspresji
ulegaj¹ obie formy bia³ka, natomiast w w¹trobie dominuje izoforma E11+ [91,130,135,136].
Co wiêcej, skrócona forma receptora ulega ekspresji g³ównie w tkankach p³odu, takich
jak: nerki, miê�nie szkieletowe, w¹troba oraz fibroblasty [38].

Ró¿nicowanie komórek równie¿ ma wp³yw na ekspresjê okre�lonej formy mRNA
koduj¹cego receptor insuliny u cz³owieka. Przyk³adowo, w przypadku nowotworu
okrê¿nicy czy piersi, przewa¿a forma E11�, przez co wzrasta mo¿liwo�æ regulowania
wzrostu komórkowego przez IGF-2 [38,128].

Badania in vivo [104] oraz in vitro [105] przeprowadzone przez grupê Norgrena
w 1994 roku wykaza³y, ¿e zjawisko alternatywnego splicingu transkryptu receptora
insuliny mo¿e podlegaæ regulacji hormonalnej oraz metabolicznej.

 Krótka 12-aminokwasowa sekwencja bia³ka kodowana przez egzon 11, moduluje
wiêc powinowactwo receptora insuliny do swego liganda prawdopodobnie wspólnie
z innymi regionami receptora, tworz¹c odpowiedni¹ trójwymiarow¹ strukturê jego
miejsca wi¹zania. Niewykluczone, ¿e obecno�æ tego regionu mo¿e wp³ywaæ na inne
funkcje tego niezwykle wa¿nego bia³ka w komórce.

Podczas gdy receptor insuliny wystêpuje w dwóch alternatywnych formach
splicingowych E11+ i E11�, receptor dla IGF-1 wystêpuje tylko w formie E11�.

Zarówno receptor insuliny INSR, jak i receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
IGF-1R nale¿¹ do podklasy II kinaz tyrozynowych, które cechuj¹ siê wysok¹ homologi¹
sekwencji i funkcji [27,153]. W przeciwieñstwie jednak do innych kinaz tyrozynowych,
których dimeryzacja aktywowana jest przez zwi¹zanie odpowiedniego liganda, oba
receptory INSR i IGF-1R obecne w b³onie stanowi¹ ju¿ dimery w postaci b-a-a-b.
Dimeryzacja proreceptorów zachodzi potranslacyjnie na terenie retikulum endoplaz-
matycznego, gdzie wprowadzane s¹ mostki dwusiarczkowe stabilizuj¹ce strukturê bia³ka
receptorowego, przed proteolitycznym ciêciem na podjednostki a i b [107].

Zewn¹trzkomórkowe czê�ci receptora insuliny oraz IGF-1 zawieraj¹ 6 struktu-
ralnych domen. W aminowej czê�ci domeny a wyró¿nia siê domeny L1, L2,
otaczaj¹ce region bogaty w reszty cysteiny, natomiast w czê�ci karboksylowej
znajduj¹ siê 3 domeny fibronektyny typu 3. Ta czê�æ bia³ka stanowi miejsce rozciêcia
podjednostek a i b. Pomimo swojej symetrycznej budowy, receptor insuliny wi¹¿e
tylko jedn¹ cz¹steczkê liganda [82,87].

Insulina bierze udzia³ w regulacji stê¿enia glukozy, metabolizmie lipidów w miê�niach,
w¹trobie i tkance t³uszczowej, natomiast IGF-1 pe³ni funkcje kontroluj¹ce wzrost
wiêkszo�ci komórek. Badania typu cross-reaction wykaza³y, ¿e oba receptory maj¹
niskie powinowactwo do homologicznego hormonu, st¹d te¿ sugeruje siê, ¿e w
warunkach fizjologicznych receptory powinny odpowiadaæ jedynie na obecno�æ swojego
w³asnego liganda. Mimo to, w pewnych warunkach, insulina mo¿e pe³niæ funkcje
regulatora wzrostu, a IGF-1 mo¿e wywo³ywaæ efekty metaboliczne podobne do dzia³ania
insuliny. Oba receptory cechuje wysoka homologia sekwencji aminokwasowej; co wiêcej,
pozycje wiêkszo�ci mostków dwusiarczkowych bior¹cych udzia³ w interakcji dwóch
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podjednostek a obu bia³ek równie¿ s¹ konserwatywne. St¹d te¿ sugerowano, ¿e mog¹
powstawaæ hybrydowe formy receptorów INSR/IGF-1R z³o¿one z heterodimerów a/b
receptora insuliny oraz heterodimeru a/b receptora IGF-1R w komórkach i tkankach,
w których ulegaj¹ ekspresji obie formy receptorów (ryc. 4) [10].

Wykazano, ¿e tego typu hybrydowe formy receptorów wi¹¿¹ IGF-2 z powino-
wactwem podobnym do receptorów dla IGF-2, natomiast powinowactwo takich form
receptorów do insuliny jest mniejsze ni¿ w przypadku receptora insuliny [75,144].
Ponadto, mieszane receptory zachowuj¹ siê bardziej jak receptory IGF-2 ni¿ jak
receptory insuliny w kontek�cie autofosforylacji bia³ka, jego internalizacji i degradacji
[129]. Rozmieszczenie hybrydowych receptorów jest ró¿ne w zale¿no�ci od tkanki;
przyk³adowo znaczny ich procent obserwowano w ludzkich tkankach, takich jak:
³o¿ysko, miê�nie szkieletowe, tkanka t³uszczowa, erytrocyty, leukocyty oraz fibroblasty
[34]. Jak do tej pory nie zosta³y zdefiniowane jeszcze czynniki, które reguluj¹
powstawanie takich mieszanych receptorów in vivo. Proponuje siê, ¿e tworz¹ siê
one w sposób przypadkowy z tak¹ sam¹ wydajno�ci¹ i w proporcjach zdetermino-
wanych przez stê¿enia molarne poszczególnych form. Ze wzglêdu na to, ¿e insulina,
jak i IGF-1 reguluj¹ ekspresjê genów w³asnych receptorów, zmiany wynikaj¹ce ze
zmian w liczbie receptorów insuliny i/lub IGF-1 indukowane przez hormony mog¹
modyfikowaæ liczbê mieszanych form receptorów. Zaobserwowano, ¿e w miê�niach
szkieletowych osób, u których wystêpowa³ guz trzustki (insulinoma) i stwierdzono
hiperinsulinemiê, liczba receptorów hybrydowych by³a podwy¿szona, co korelowa³o
z wyra�nie podwy¿szonym poziomem insuliny we krwi oraz spadkiem liczby
receptorów insuliny [35]. Inne badania z kolei wykaza³y podwy¿szony poziom
receptorów hybrydowych w miê�niach szkieletowych osób oty³ych o wysokim
poziomie insuliny na czczo i obni¿onym stê¿eniu IGF-1 we krwi. Stosunek mieszanych
form korelowa³ ze spadkiem liczby receptorów insuliny i ze wzrostem receptorów
dla IGF-1 [36]. Powy¿sze obserwacje sugeruj¹, ¿e zmiany w poziomie insuliny
wp³ywaj¹ na obni¿ony poziom ekspresji receptorów insuliny, wzrost poziomu ekspresji
receptorów dla IGF-1 oraz wzrost liczby receptorów hybrydowych. Receptory
mieszane wi¹¿¹ IGF-1 z wysokim powinowactwem, a wiêc mog¹ byæ one w
warunkach fizjologicznych aktywowane raczej przez IGF-1 ni¿ przez insulinê,
wywo³uj¹c w ten sposób efekt raczej mitogenny ni¿ metaboliczny (ryc. 4).

Obie izoformy receptora insuliny wi¹¿¹ z podobn¹ wydajno�ci¹ insulinê (izoforma
E11� oko³o 2 razy silniej ni¿ izoforma E11+), natomiast forma E11� wi¹¿e oko³o 10
razy silniej IGF-1 i IGF-2 w porównaniu z form¹ E11+ [161]. Oba rodzaje receptorów
wi¹¿¹ jedn¹ cz¹steczkê liganda z wysokim powinowactwem i drug¹ z niskim,
natomiast stopieñ dysocjacji liganda od receptora zale¿y od jego stê¿enia [23,24].

6. DEFEKT RECEPTORA INSULINY
JAKO PRZYCZYNA RZADKICH ZESPO£ÓW CHOROBOWYCH

Insulinooporno�æ jest jednym z najczê�ciej spotykanych zaburzeñ gospodarki
hormonalnej oraz g³ówn¹ przyczyn¹ hiperglikemii u pacjentów z cukrzyc¹ typu 2.
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Najczê�ciej jest ona zwi¹zana z defektem dzia³ania insuliny na dalszych etapach
�cie¿ki transdukcji sygna³u hormonalnego [100]. Nieliczne przypadki insulinooporno�ci
zwi¹zane s¹ natomiast z defektem dzia³ania receptora insuliny (tab. 1).

Jednym z takich zespo³ów jest zespó³ Rabsona-Mendenhalla � RMS (ang. Rabson-
Mendenhall Syndrome), po raz pierwszy opisany w 1956 roku [113,114]. Jak dot¹d, nie zdo³ano
w pe³ni okre�liæ pod³o¿a genetycznego tej niezwykle rzadkiej, dziedziczonej w sposób autosomalny
recesywny choroby, poza mutacjami w genie koduj¹cym receptor insuliny. Do dnia dzisiejszego
opisano jedynie kilkana�cie przypadków pacjentów z tym zespo³em, do którego
charakterystycznych objawów nale¿y miêdzy innymi ciê¿ka insulinooporno�æ rozwijaj¹ca siê
ju¿ we wczesnym wieku dzieciêcym, wynikaj¹ca z niej cukrzyca, a tak¿e rogowacenie ciemne
skóry (acanthosis nigricans), u pacjentów p³ci ¿eñskiej torbielowato�æ jajników oraz wirylizacja.
Inne objawy to leprechaunizm [78], zmiany w uzêbieniu (dysplazja), zaburzenia rozwoju
fizycznego, przyspieszone dojrzewanie p³ciowe, hiperplazja szyszynki oraz zmiany w wydzielaniu
przez ni¹ melatoniny [22,49,68]. Ponadto objawom tym towarzyszy opó�nione wzrastanie,
trudno�ci w czynno�ciach motorycznych oraz mowie, zaburzenia s³uchu, szybki wzrost paznokci,
nadmierne ow³osienie cia³a i inne [50,80]. Czêsto obserwuje siê równie¿ nieprawid³owo�ci w
rozwoju nerek [50]. W wyniku niezwykle ciê¿kiej insulinooporno�ci i w nastêpstwie kwasicy
ketonowej pacjenci umieraj¹ w m³odym wieku, w pierwszej lub drugiej dekadzie ¿ycia [152].

RYCINA 4. Receptor insuliny, IGF-1 oraz receptor hybrydowy INSR/IGF-1R z uwzglêdnieniem
przy³¹czanych cz¹steczek sygna³owych oraz wywo³anego efektu metabolicznego lub mitogennego w
komórce (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)
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Znane s¹ liczne homozygotyczne i heterozygotyczne mutacje w genie INSR
zidentyfikowane u pacjentów z zespo³em Rabsona-Mendenhalla, powoduj¹ce utratê funkcji
receptora w obrêbie zewn¹trzkomórkowej domeny wi¹¿¹cej ligand oraz w domenie
wewn¹trzkomórkowej o aktywno�ci kinazy tyrozynowej. W pierwszym przypadku dochodzi
do spadku lub ca³kowitego braku wi¹zania insuliny przez bia³ko receptorowe, w drugim
natomiast � do zaburzeñ w transdukcji sygna³u insulinowego w komórce.

Poza zespo³em Rabsona-Mendenhalla, z mutacjami w obrêbie genu INSR wi¹¿¹
siê równie¿ inne postaci insulinooporno�ci o ró¿nym stopniu nasilenia (tab. 1).

W przypadku insulinooporno�ci typu A, obserwowanej u kobiet, cukrzyca mo¿e
rozwin¹æ siê jako rezultat obni¿onej ekspresji genu koduj¹cego receptor insuliny lub
zaburzenia w jego funkcjonowaniu [150]. Do charakterystycznych, poza cukrzyc¹,
dodatkowych objawów tej choroby nale¿¹: cechy hiperandrogenizmu, wirylizacja,
hirsutyzm, zaburzenia cyklu miesi¹czkowego i p³odno�ci [62,97].

Z kolei za insulinooporno�æ typu B odpowiedzialne s¹ przeciwcia³a skierowane
przeciw receptorowi insuliny. Ta postaæ insulinooporno�ci mo¿e wspó³wystêpowaæ
z innymi chorobami jak toczeñ rumieniowaty uk³adowy [6,117].

Innym przyk³adem najciê¿szej postaci insulinooporno�ci zwi¹zanej z brakiem wi¹zania
insuliny do swego receptora jest leprechaunizm (choroba Donohue, krasnolud-
kowato�æ), który, podobnie jak RMS, dziedziczy siê autosomalnie recesywnie
[2,7,26,59,78]. Charakterystyczne objawy tego zespo³u to: zaburzenia homeostazy
wêglowodanowej, cukrzyca, opó�nienie wzrastania, upo�ledzenie umys³owe,
dysmorficzne cechy twarzy, przedwczesne dojrzewanie p³ciowe, policystyczne jajniki
u kobiet, nadmierne ow³osienie cia³a (hipertrychoza), zanik tkanki t³uszczowej oraz
rogowacenie ciemne. Dzieci cierpi¹ce na leprechaunizm umieraj¹ w pierwszych kilku
latach swego ¿ycia, najczê�ciej jednak nie prze¿ywaj¹c pierwszego roku.

Zwi¹zki patogenetyczne zespo³ów lipodystrofii z insulinooporno�ci¹

Wrodzone lipodystrofie s¹ rzadkimi autosomalnymi recesywnymi i dominuj¹cymi
zaburzeniami charakteryzuj¹cymi siê selektywn¹, ale w ró¿nym stopniu nasilon¹
utrat¹ tkanki t³uszczowej. Znacz¹ca hipertriglicerydemia jest powszechn¹ cech¹ tych
zaburzeñ i wyznacza rolê tkanki t³uszczowej w homeostazie lipidowej. Hipertri-
glicerydemia jest konsekwencj¹ wzrostu syntezy lipoprotein bardzo ma³ej gêsto�ci
VLDL (ang. Very Low Density Lipoproteins) w w¹trobie, w zwi¹zku z czym diety
niskot³uszczowe s¹ korzystne dla pacjentów z wrodzon¹ lipodystrofi¹ [138].

Lipodystrofii czêsto towarzyszyæ mo¿e tak¿e ciê¿ka insulinooporno�æ, cukrzyca
oraz st³uszczenie w¹troby. Lipodystrofia mo¿e byæ wrodzona lub nabyta. Intensywnie
prowadzone badania, doprowadzi³y w ostatnich latach do okre�lenia pod³o¿a
genetycznego niektórych zespo³ów lipodystrofii [40]. Wyró¿nia siê dwa typy
lipodystrofii dziedzicznych: wrodzona ca³kowita lipodystrofia (lipoatrofia) � CGL (ang.
congenital generalized lipodystrophy) oraz wrodzona czê�ciowa lipodystrofia �
FPL (ang. familial partial lipodystrophy). Analizy genetyczne umo¿liwi³y
identyfikacjê trzech loci odpowiedzialnych za wrodzone ca³kowite lipodystrofie w
tym genu AGPAT2 koduj¹cego O-acetylotransferazê 2 1-acyloglicerolo-3-fosforanu
(ang. 1-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase 2)  oraz BSCL2 [40].
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Najciê¿sz¹ postaci¹ jest Berardinelli-Seip wrodzona lipodystrofia typu 2 � BSCL2
(ang. Berardinelli-Seip Congenital Lipodystrophy type 2). Jest to recesywne
zaburzenie, w którym wystêpuje prawie ca³kowity brak tkanki t³uszczowej w wyniku
mutacji genu BSCL2 koduj¹cego bia³ko seipinê [147]. Dowiedziono, ¿e gen BSCL2
jest szczególnym autonomicznym-komórkowo regulatorem adipogenezy [111]. Z kolei
cztery inne loci zosta³y powi¹zane z wrodzonymi czê�ciowymi lipodystrofiami w
tym gen LMNA (koduj¹cy bia³ko blaszki j¹drowej � laminê A i C), PPARG (PPARg)
(koduj¹cy j¹drowy receptor typu gamma aktywowany przez proliferatory peroksy-
somów (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) czy gen
ZMPSTE24 koduj¹cy metaloproteinazê cynkow¹ [40].

U pacjentów z lipodystrofi¹ wrodzon¹ czê�ciow¹ bêd¹cej efektem mutacji R482Q
w genie LMNA [Dunnigan-type Familial Partial Lipodystrophy (FPLD; OMIM
ID: 151660)] i zwi¹zanej z tym hiperinsulinemii obserwuje siê zaburzenia osoczowych
lipidów (podwy¿szone stê¿enie osoczowych triglicerydów, obni¿one stê¿enie HDL
cholesterolu i brak zmian w stê¿eniu ca³kowitego cholesterolu i LDL cholesterolu),
które wyprzedzaj¹ pojawiaj¹ce siê pó�niej nieprawid³owo�ci glukozy w osoczu [51].

PODSUMOWANIE

Podsumowuj¹c, ró¿ne jednostki chorobowe cz³owieka w tym najciê¿sze i
niezwykle rzadkie postaci insulinooporno�ci takie jak zespó³ Rabsona-Mendenhalla
czy zespó³ Donohue, mog¹ byæ wynikiem mutacji w genie koduj¹cym niezmiernie
wa¿ne dla utrzymania prawid³owej homeostazy ca³ego organizmu bia³ka � receptora
insuliny. Efektem tych zmian, na poziomie molekularnym, mo¿e byæ: 1) obni¿ona
zdolno�æ wi¹zania insuliny przez receptor, 2) zmiany w aktywno�ci kinazy
tyrozynowej podjednostki b, z czym wi¹¿¹ siê z kolei zaburzenia w procesie
transdukcji sygna³u insulinowego do wnêtrza komórki, 3) zaburzenia dojrzewania i
fa³dowania bia³ka receptorowego, 4) nieprawid³owe rozmieszczenie receptorów lub
ich zmniejszona liczba w b³onie komórkowej [151], 5) zaburzenia w procesie
internalizacji receptorów i/lub przy�pieszona ich degradacja.

Badania molekularne obejmuj¹ce analizê genetyczn¹ genu receptora insuliny oraz jego
transkryptu z pewno�ci¹ stanowiæ mog¹ potê¿ne narzêdzie w diagnostyce prenatalnej oraz
w planowaniu ci¹¿y (badania pod k¹tem nosicielstwa mutacji). Mo¿liwe, ¿e dodatkowe analizy
bia³ek bior¹cych udzia³ w odpowiedzi organizmu na insulinê oraz analiza czynników
reguluj¹cych ekspresjê genu receptora insuliny, jak równie¿ tych bior¹cych udzia³ w
dojrzewaniu transkryptu receptora (w tym byæ mo¿e mikroRNA) przyczyni¹ siê do lepszego
zrozumienia molekularnych mechanizmów le¿¹cych u podstaw ró¿nych form insulinooporno�ci,
jak równie¿ opracowania lepszych ni¿ dotychczas metod leczenia.
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