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1. SEZNAM ZKRATEK 

AIF   apoptosis-inducing factor 

AMPK   adenosine monophosphate-activated protein kinase 

Apaf-1   apoptotic protease activating factor 1 

AP-1   activator protein-1 

ASK1   apoptosis signal-regulating kinase 1 

ATF2    activating transcription factor 2  

ATF4    activating transcription factor 4  

ATF6    activating transcription factor 6  

ATF6f   activating transcription factor 6 fragment  

ATP   adenosine triphosphate 

Bad    Bcl-2-associated death promoter  

Bax    Bcl-2-associated X protein  

Bcl-2    B-cell CLL/lymphoma-2  

Bcl-xL   B-cell leukemia/lymphoma-extra large  

Bid    BH3-interacting domain  

BiP    immunoglobulin heavy chain-binding protein  

BNIP3   Bcl-2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 

BSA    bovine serum albumin (bovinní sérový albumin)  

CAD   caspase-activated deoxyribonuclease 

CARD   caspase recruitment domain 

CHOP   C/EBP-homologous protein  

CD36   cluster of differentiation 36 

c-FLIP   cellular FLICE-like inhibitory protein 

DISC    death-inducing signaling complex  

DMT1   diabetes mellitus typu 1  

DMT2   diabetes mellitus typu 2  

DNA   deoxyribonucleic acid 

DR3   death receptor 3  

eIF2α    eukaryotic initiation factor 2α  

eIF-4E   eukaryotic translation initiation factor 4E  

ERK1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2 

ER    endoplazmatické retikulum  

ERAD   endoplasmic reticulum-associated degradation  

FADD    Fas-associated death domain  

FAT    fatty acid translocase  

FATP   fatty acid transport protein 

GADD34   growth arrest and DNA damage 34 

GLUT1  glucose transporter 1 

GTP   guanosine triphophate  

Grp78    glucose-regulated protein 78  

HIF   hypoxia-inducible factor 

HtrA2/Omi   high temperature requirement protein A2 

IAP   inhibitors of apoptotic proteins 

iNOS    inducible nitric oxide synthase  

IRE1α   inositol-requiring protein 1α  

IUF1    insulin upstream factor 1  

JNK    c-Jun N-terminal kinase  

LC-CoA  long-chain acyl-coenzyme A  

LDH   lactat dehydrogenase 

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MAPKAPK-2  MAP kinase-activated protein kinase 2   



SEZNAM ZKRATEK 

 

 7 
 

MAP3Ks  mitogen-activated protein kinase kinase kinase 

MEK1/2  mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1/2 

MK   mastné kyseliny 

MKK   mitogen-activated protein kinase kinase  

MLKs   mixed-lineage kinases 

MNKs   MAP kinase signal-integrating kinases 

MSK1/2  mitogen- and stress-activated protein kinase 1/2 

mRNA   messenger ribonucleic acid  

NF-κB   nuclear factor kappa B 

NO    nitric oxide  

NOS    nitric oxide synthase  

OA    oleic acid (kyselina olejová)  

PA    palmitic acid (kyselina palmitová) 

PAK   p21-activated protein kinase 

PBS   programovaná buněčná smrt 

PDK1   phosphoinositide-dependent protein kinase  

PERK    protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase  

PIDD    p53-induced protein with a death domain  

PKA   protein kinase A 

PKB   protein kinase B 

PKC   protein kinase C  

POA    palmitoleic acid (kyselina palmitolejová)  

PP2a   protein phosphatase 2a 

PTP   permeability transition pore 

Rac1   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1  

RAIDD  RIP-associated protein with a death domain 

Ras   rat sarcoma 

ROS    reactive oxygen species  

RSKs   p90 ribosomal S6 kinases 

RTK   receptor tyrosine kinase 

SA    stearic acid (kyselina stearová)  

Smac/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibitor of 

apoptosis-binding protein with low pI 

siRNA    small interfering RNA  

SOS    son of sevenless 

SREBP   sterol-regulatory element-binding protein  

Syk    spleen tyrosine kinase 

TAB1   TAK1-binding protein 

TAK1   transforming growth factor-β-activated protein kinase 1 

TNFR1   tumour necrosis factor receptor 1 

TNF-α   tumour necrosis factor α  

TRADD  TNFR-associated via death domain 

TRAF2   TNFR-associated factor 2  

TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand 

UPR     unfolded protein response  

WHO   World Health Organisation 

XBP1    X-box binding protein 1  

XBP1s   spliced X-box binding protein 1  

ZDF     Zucker diabetic fatty  
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2. ABSTRAKT 

Diabetes mellitus 2. typu (DMT2) dnes představuje z hlediska incidence a ekonomických 

dopadů jednu z nejvýznamnějších metabolických chorob. Mezi hlavní příčiny tohoto 

onemocnění patří ztráta funkce a viability pankreatických β-buněk v důsledku působení 

zvýšených hladin nasycených mastných kyselin (MK). Nenasycené MK jsou β-buňkami 

lépe tolerovány. Dokonce jsou schopny inhibovat poškozující účinky nasycených MK. 

Molekulární mechanizmy indukce apoptózy pankreatických β-buněk nasycenými MK 

stejně jako mechanizmy inhibice této indukce nenasycenými MK jsou dosud nejasné. 

Hlavním cílem této práce bylo přispět k objasnění těchto mechanizmů.   

U lidské linie pankreatických β-buněk NES2Y jsme prokázali: (1) Aktivace 

kaspázy 2 působením nasycené kyseliny stearové (SA) v koncentraci indukující apoptózu 

(1 mM) není pro proces indukce apoptózy zásadní. Tato kaspáza však moduluje dráhy 

stresu endoplazmatického retikula (ER) indukované působením SA. (2) SA (1 mM) 

aktivuje p38 MAPK signální dráhu a inhibuje ERK signální dráhu. Inhibice ERK signální 

dráhy je pravděpodobně důsledkem aktivace p38 MAPK dráhy. Avšak p38 MAPK 

nejspíše není pro indukci apoptózy působením SA klíčová. Nenasycená kyselina olejová 

(OA, 0,2 mM) je schopná inhibovat účinky SA na uvedené signální dráhy. Sama o sobě 

ovlivňuje zmíněné signální dráhy pouze minimálně. (3) SA (1 mM) aktivuje dráhy stresu 

ER, tj. dráhy IRE1α, PERK a ATF6. OA (0,2 mM) inhibuje účinky SA na dráhy IRE1α a 

PERK a sama o sobě ovlivňuje aktivaci těchto drah pouze minimálně. Vliv OA na ATF6 

dráhu nebyl zjišťován. JNK kináza, obdobně jako kaspáza 2, není pro proces indukce 

apoptózy působením SA zásadní, ale moduluje dráhy stresu ER aktivované touto MK. (4) 

Místo navození proapoptotické signalizace nasycenými MK, stejně jako místo inhibiční 

intervence nenasycených MK do mechanizmů indukce apoptózy nasycenými MK, se 

nalézá „upstream“ od studovaných signálních drah. Pravděpodobně se nachází již na 

plazmatické membráně buněk. (5) Hypoxie zesiluje proapoptotický efekt SA (1 mM) 

nejspíše prostřednictvím zvýšení signalizace stresu ER. Hypoxie také snižuje protektivní 

efekt OA (0,2 mM) na proapoptotický účinek SA a to takovým způsobem, že OA již není 

schopna blokovat indukci apoptózy β-buněk vyvolanou působením SA. Hypoxie samotná 

má na β-buňky relativně slabý poškozující vliv. Hypoxie tedy může představovat klíčový 

faktor rozhodující o přežívání/smrti pankreatických β-buněk v přítomnosti MK a tedy 

v důsledku toho i potenciálně o vzniku DMT2.  
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Naše výsledky přispěly k porozumění mechanizmů, kterými nasycené MK indukují 

apoptózu pankreatických β-buněk, a mechanizmů inhibice této indukce nenasycenými MK. 

Výsledky také přispěly k objasnění vlivu hypoxie na indukci apoptózy nasycenými MK a 

na inhibici této indukce nenasycenými MK u β-buněk. Tyto poznatky by mohly být 

významné při hledání nových postupů terapie DMT2 zaměřených na zachování funkce a 

viability pankreatických β buněk. 
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3. ABSTRACT 

Recently, diabetes mellitus type 2 (DMT2) represents one of the most important metabolic 

diseases according to its incidence and economic impacts. One of the main reasons of this 

diesease is loss of function and viability of pancreatic β-cells due to the effect of increased 

levels of saturated fatty acids (FAs). Unsaturated FAs are better tolerated by β-cells. They 

are even capable of inhibiting detrimental effects of saturated FAs. Molecular mechanisms 

of apoptosis induction in pancreatic β-cells by saturated FAs as well as mechanisms of 

inhibition of this induction by unsaturated FAs are not completely elucidated. The main 

aim of this study was to contribute to elucidation of these mechanisms.  

Concerning human pancreatic β-cell line NES2Y we demonstarted: (1) Activation 

of caspase-2 by stearic acid (SA), in apoptosis inducing concentration (1 mM), is not 

crucial for the process of apoptosis induction. However, this caspase modulates SA-

induced endoplasmic reticulum (ER) stress pathways. (2) SA (1 mM) activates the p38 

MAPK signaling pathway and inhibits the ERK signaling pathway. Inhibition of the ERK 

signaling pathway is probably a consequance of the p38 MAPK pathway activation. 

However, p38 MAPK is not very likely crutial for the apoptosis induction by SA. 

Unsaturated oleic acid (OA, 0.2 mM) is able to inhibit the effects of SA on mentioned 

signalling pathways. OA itself has only minimal effect on these signaling pathways. (3) SA 

(1 mM) activates ER stress pathways, i.e. IRE1α, PERK and ATF6 pathways. OA (0.2 

mM) is able to inhibit the effects of SA on IRE1α and PERK pathways and itself has only 

minimal effect on the activation of these pathways. Effect of OA on the ATF6 pathway 

was not tested. JNK kinase, similarly as caspase-2, is not crucial for the process of 

apoptosis induction by SA, but it modulates ER stress pathways activated by SA. (4) The 

point of induction of pro-apoptotic signaling by saturated FAs, as well as the point of 

inhibitory intervention of unsaturated FAs into mechanisms of apoptosis induction by 

saturated FAs, is located upstream of studied signaling pathways. It is probably located on 

the plasma membrane of cells. (5) Hypoxia potentiates pro-apoptotic effect of SA (1 mM), 

probably via increased ER stress signaling. Hypoxia also decreases protective effect of OA 

(0.2 mM) on pro-apoptotic effect of SA in such way that OA is not able to block the 

induction of apoptosis of β-cells due to SA effect anymore. Hypoxia alone has relatively 

weak detrimental effect on β-cells. Thus, hypoxia can represent a key factor which is 

decisive for survival/death of pancreatic β-cells in the presence of FAs and thus, as a 

consequence, also potentially decisive for the development of DMT2. 
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Our results contribute to understanding of mechanisms by which saturated FAs 

induce apoptosis of pancreatic β-cells and mechanisms of inhibition of this induction by 

unsaturated FAs. Results also contribute to eluciodation of the effect of hypoxia on 

apoptosis induction by saturated FAs and on inhibition of this induction by unsaturated 

FAs in β-cells. These findings could be important in the search for new therapeutic 

approaches of DMT2 focused on maintaining function and viability of pancreatic β-cells. 
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4. CÍLE PRÁCE 

Diabetes mellitus 2. typu dnes představuje z hlediska incidence a ekonomických dopadů 

jednu z nejvýznamnějších metabolických chorob. Mezi hlavní příčiny tohoto onemocnění 

patří ztráta funkce a viability pankreatických β-buněk v důsledku působení zvýšených 

hladin nasycených mastných kyselin (MK). Nenasycené MK jsou β-buňkami lépe 

tolerovány. Dokonce jsou schopny inhibovat poškozující účinek nasycených MK (Fürstová 

et al. 2008, Němcová-Fürstová et al. 2011). Molekulární mechanizmy indukce apoptózy 

pankreatických β-buněk nasycenými MK a mechanizmy inhibice této indukce 

nenasycenými MK nejsou dosud plně objasněny. Určitou úlohu zde pravděpodobně hrají 

relevantní signální dráhy včetně drah stresu endoplazmatického retikula (ER). Hlavním 

cílem této práce bylo přispět k objasnění molekulárních mechanizmů indukce apoptózy 

nasycenými MK a mechanizmů inhibice této indukce nenasycenými MK u lidských 

pankreatických β-buněk. 

 

Konkrétně jsme se zaměřili na:  

1. úlohu kaspázy 2 v indukci apoptózy nasycenými MK 

2. úlohu p38 MAPK a ERK signálních drah v indukci apoptózy nasycenými MK a 

v inhibici této indukce nenasycenými MK 

3. úlohu drah stresu ER v indukci apoptózy nasycenými MK a v inhibici této indukce 

nenasycenými MK  

4. určení místa navození proapoptotické signalizace nasycenými MK a určení místa 

inhibiční intervence nenasycených MK do mechanizmů indukce apoptózy 

nasycenými MK 

5. vliv hypoxie na indukci apoptózy nasycenými MK a na inhibici této indukce 

nenasycenými MK  
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5. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

5.1.   Pankreatické β-buňky 

5.1.1. Langerhansovy ostrůvky a pankreatické β-buňky  

Savčí pankreas se skládá z exokrinní a endokrinní tkáně. Endokrinní tkáň reprezentují 

Langerhansovy ostrůvky, které se zásadním způsobem podílí na udržování požadovaných 

hladin živin v krvi. Tyto ostrůvky představují asi 2 % váhy pankreatu a jejich počet se 

pohybuje u dospělého člověka mezi 1 a 2 miliony (Kulkarni 2004, Meier et al. 2008). Jsou 

tvořeny hlavně β-buňkami produkujícími inzulín (65–90 % buněk ostrůvků, asi 3000 na 

ostrůvek), (Butler et al. 2003, Ritzel et al. 2007), které tvoří jádro ostrůvku. Dále α-

buňkami produkujícími glukagon (15–20 %), δ-buňkami produkujícími somatostatin (3–10 

%) a PP-buňkami produkující pankreatický polypeptid (1 %). Ty jsou pak většinou 

lokalizovány na povrchu ostrůvku (Collombat et al. 2010).   

 

5.1.2.  Diabetes mellitus 2. typu a jeho patogeneze 

Diabetes mellitus je metabolické onemocnění, které podle údajů Světové zdravotnické 

organizace (WHO), (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/) postihuje téměř 

350 milionů lidí na celém světě. Hlavním projevem této choroby je chronická 

hyperglykémie, která vzniká v důsledku nedostatečného množství inzulínu k pokrytí potřeb 

organizmu. Rozlišujeme dva základní typy tohoto onemocnění – diabetes mellitus typu 1 a 

2 (DMT1 a DMT2). 90 % pacientů, kteří trpí diabetem, mají diagnostikován DMT2 

(WHO).  

Jednou z hlavních obecných příčin rozvoje DMT2 je moderní životní styl populace, 

který vede k obezitě. Především se jedná o chronicky zvýšený příjem potravy často 

nevhodné skladby v kombinaci s nízkou fyzickou aktivitou vedoucí k nadváze a posléze 

obezitě. Přes 40 % pacientů s DMT2 trpí nadváhou či obezitou (WHO). Nárůst hmotnosti 

je spojen se zvýšením požadavku na produkci inzulínu. Kromě toho bylo prokázáno, že 

obezita má spojitost se vznikem inzulínové rezistence (Kahn et al. 1993). Inzulinová 

rezistence se rozvíjí již několik let před stanovením diagnózy DMT2. Projevuje se 

sníženou stimulací transportu glukózy ve svalech a tukové tkáni a zvýšenou produkcí 

inzulínu. Zvýšená produkce inzulínu představuje snahu organizmu kompenzovat 

nedostatečný efekt inzulínu v rezistentních tkáních. V důsledku inzulínové rezistence je 

tedy požadavek na produkci inzulínu ještě umocněn. Když nejsou β-buňky schopny 

kompenzovat relativní nedostatek inzulínu, dochází k jejich vyčerpání, dysfunkci a 
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následné apoptóze, což vyústí v DMT2. V době, kdy je DMT2 diagnostikován, bývá 

funkce β-buněk snížena zhruba na polovinu (Pratley & Weyer 2001, Defronzo 2009). 

Vztah mezi obezitou, inzulínovou rezistencí a DMT2 byl jednoznačně prokázán (Steyn et 

al. 2004, Kahn et al. 2006). Snížení funkce a počtu β-buněk je dnes přijímáno jako hlavní 

příčina (na buněčné úrovni) vzniku a rozvoje DMT2 (Donath et al. 2005, Maedler 2008, 

Thomas et al. 2009, Defronzo 2010, Poitout et al. 2010, Fonseca et al. 2011). Vedle 

apoptózy β-buněk v důsledku jejich vyčerpání se v patogenezi DMT2 významným 

způsobem uplatňují ještě další faktory. Obézní lidé mají chronicky zvýšenou hladinu 

mastných kyselin (Kahn et al. 2006) v krvi. Tento faktor se ukazuje být, spolu se zvýšenou 

koncentrací glukózy v krvi, zásadní příčinou dysfunkce a následné apoptózy 

pankreatických β-buněk (viz kapitola 5.3.2, str. 19).  

 

5.1.3. Experimentální modely používané pro studium procesů asociovaných 

s diabetem typu 2  

Experimentální modely, které jsou běžně využívány k studiu procesů asociovaných s 

DMT2 představují, podobně jako u jiných typů metabolických či jiných onemocnění, 

vzhledem k etickým zábranám především zvířecí modely a buněčné linie. Jsou také 

využívány izolované Langerhansovy ostrůvky především zvířecího, ale i lidského původu. 

Nicméně jejich využití je výrazně limitováno jejich dostupností, obtížností izolace a někdy 

též legislativou.  

 Jako zvířecí modely jsou nejčastěji využívány hlodavčí modelové organizmy a to 

vzhledem k jejich malé velikosti, rychlému množení, ekonomické úspornosti, atp. DMT2 

může u těchto modelových organizmů vzniknout nebo být vyvolán několika způsoby: (1) 

spontánně, tj. na základě přítomnosti autosomálně recesivní mutace v genu kódujícím 

leptin (ob/ob či db/db myši, fa/fa krysy), (Zhang et al. 1994, Lee et al. 1996, Phillips et al. 

1996); (2) vhodnou dietou (myší kmen C57BL/6J, pískomil tlustý) či medikací (Surwit et 

al. 1988, Shafrir & Ziv 1998, Srinivasan & Ramarao 2007); (3) chirurgickým zásahem 

(pankreatomií), (Hinke et al. 2016) nebo (4) pomocí genových modifikací (přehledně v 

Kadowaki 2000). 

Pro výzkum DMT2 se dnes používá řada linií pankreatických β-buněk (přehledně 

v Skelin et al. 2010). Mezi nejvíce používané nebo významné vzhledem k tématu této 

práce patří linie RIN, BRIN, INS-1, HIT, βTC, MIN6 a NES2Y. Buněčná linie NES2Y, 

kterou jsme používali v našich experimentech, byla odvozena z pacienta s dětskou 
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chronickou hyperinzulinemickou hypoglykémií (nasidioblastóza). Tyto buňky v důsledku 

ztráty funkce adenosin trifosfát (ATP)-regulovaného draselného kanálu kontinuálně 

vylučují inzulín (Macfarlane et al. 1997). Sekrece inzulínu tedy není regulována glukózou.  

 

5.2. Apoptóza  

5.2.1. Apoptóza a její biologická úloha 

Termín apoptóza (apoptosis) byl prvně použit v dnes již klasické práci autorského 

kolektivu Kerra, Wyllieho a Currie z roku 1972 k popisu morfologicky specifického typu 

buněčné smrti (Kerr et al. 1972) a pochází ze složeniny dvou řeckých slov “apo“ a “ptosis“ 

znamenající odpadnout od něčeho. Molekulární průběh tohoto procesu byl poprvé 

podrobně popsán na základě studia 131 odumírajících buněk hlísta Caenorhabditis elegans 

v průběhu jeho determinované ontogeneze (Bursch et al. 2000, Kinchen & Hengartner 

2005, Kumar 2007). Ta je u jednotlivých druhů hlístů vždy totožná. Na základě těchto 

prací byla následně apoptóza uznána jako jeden z typů tzv. programované buněčné smrti 

(PBS). PBS je buněčná smrt, která představuje geneticky determinovanou eliminaci buněk 

realizovanou na základě specifických signálů ve vhodném čase a místě podle určitých 

mechanizmů. Každá buňka v mnohobuněčném organismu tedy nese geneticky kódovanou 

informaci pro realizaci vlastní sebedestrukce. Jak již bylo zmíněno výše, apoptóza 

nepředstavuje jediný známý typ PBS, ale rozeznáváme ještě minimálně jeden další a sice 

autofagii. Ta je někdy označována jako PBS typu II (Debnath et al. 2005, Tsujimoto & 

Shimizu 2005). Je možné, že oba uvedené typy PBS jsou propojeny, kdy autofagie může 

vyústit v apoptózu (Piacentini et al. 2003) 

Vedle PBS existuje ještě buněčná smrt označovaná jako nekróza. Ta nastává 

v případech, kdy jsou vnější podmínky neslučitelné s přežitím buňky, kdy se buňka na 

procesu buněčné smrti aktivně nepodílí. Uvedené dva základní typy buněčné smrti je 

možné odlišit na základě biochemické a morfologické charakteristiky (přehledně v Elmore 

2007). Nové poznatky časem ukázaly, že toto základní rozdělení buněčné smrti na PBS a 

nekrózu je příliš zjednodušené. Byla totiž dokumentována řada případů, kdy uvedené 

biochemické a morfologické charakteristiky nespadají ani do jedné z uvedených klasifikací 

či existují jakési přechodové formy (Formigli et al., 2000, Sperandio et al. 2000, Bursch 

2004, Fietta 2006, Christofferson & Yuan 2010).  

Bylo zjištěno, že apoptóza hraje u mnohobuněčných organismů významnou úlohu v 

mnoha fyziologických a patofyziologických procesech. Apoptóza má úlohu v normální 
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fyziologii již v průběhu ontogenese, kdy se tento proces zásadním způsobem podílí na 

morfogenesi tkání. Jde například o morfogenezi prstů, mozku či úplné nebo částečné 

regresi již nepotřebných orgánů v určité etapě vývoje jedince jako je například ocas žab 

(Jacobson et al. 1997, Meier et al. 2000, Nijhawan et al. 2000). V dospělosti se pak 

apoptóza uplatňuje například při regresi mléčných žláz po odstavení nebo při folikulární 

atrézii v post-ovulačním období (Tilly 1991, Lund et al. 1996). Dále je pak, vzhledem ke 

své roli při pozitivní a negativní selekci lymfocytů, zásadní pro správnou funkci 

imunitního systému (Opferman & Korsmeyer 2003). Nelze opomenout úlohu apoptózy při 

eliminaci buněk napadených patogeny či obecně různým způsobem postižených buněk 

(narušení funkce či proliferační aktivity), jejichž existence je pro organizmus potenciálně 

nebezpečná. Důležitou roli má i v procesu hojení ran (Greenhalgh 1998). Patrně 

nejvýznamnější úlohou apoptózy v dospělém organizmu je udržování tkáňové homeostáze 

(přehledně v Elmore 2007).  

 

5.2.2. Molekulární mechanizmy indukce a exekuce apoptózy 

Apoptóza může být vyvolána různými stimuly, například ligandy pro specializované 

receptory, tzv. “receptory smrti“, nedostatkem stimulačních faktorů nebo nutričních složek, 

působením γ záření nebo působením chemických látek (Cornelis et al. 2005, Ehrlichová et 

al. 2005, Afshar et al. 2006, Kralova et al. 2006, Lavrik et al. 2006, Matsubara et al. 2006). 

Důležitou skupinou proteinů iniciace a exekuce apoptózy jsou kaspázy. Jsou to cysteinové 

proteázy štěpící své substráty za aspartátem. Mezi iniciační kaspázy, tedy kaspázy 

uplatňující se v iniciační fázi apoptózy, se řadí kaspázy 2, 8, 9 a 10. Mezi exekuční 

kaspázy patří kaspáza 3, 6 a 7. Kaspázy 1, 4 a 5 se pak účastní zánětlivých reakcí (Cohen 

1997, Rai et al. 2005). Iniciační kaspázy jsou aktivovány ve specifických komplexech 

označovaných jako PIDDozóm (kaspáza 2), DISC (death-inducing signaling complex), 

(kaspáza 8 a 10) a apoptozóm (kaspáza 9), (Kischkel et al. 1995, Adams & Cory 2002 

Tinel & Tschopp 2004). Hlavními regulátory aktivity kaspáz jsou proteiny rodiny IAP 

(inhibitors of apoptosis proteins), které kaspázy inhibují vazbou do katalytického místa 

nebo vyvazují jejich adaptorové proteiny (Deveraux et al. 1997, Roy et al. 1997, Pop & 

Salvesen 2009).   
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5.2.2.1. Molekulární mechanizmy indukce apoptózy 

Molekulární mechanizmy indukce apoptózy představují vysoce komplexní a sofistikovaný 

sled událostí, v rámci kterého lze rozlišit dvě základní signální dráhy: tzv. “vnější“ a 

“vnitřní“ dráhu.  

Vnější dráha (označovaná též jako receptorová) je zahajována na buněčném 

povrchu prostřednictvím povrchových receptorů a jejich ligandů (např. FasR/FasL, TNFR1 

[tumour necrosis factor receptor 1]/TNF-α [tumour necrosis factor α] nebo DR3 [death 

receptor 3]/Apo3L). Po aktivaci receptoru příslušným ligandem je proapoptotický signál 

přenesen dovnitř buňky na adaptorové proteiny (např. FADD [fas associated death domain] 

a TRADD [TNFR associated via death domain]). Tyto proteiny dále asociují 

s prokaspázou 8 a/nebo 10, což vede k vytvoření komplexu DISC a aktivaci prokaspáz 

(Kischkel et al. 1995, Martin et al. 1998, Degterev et al. 2003).  

Vnitřní dráha (také označována jako mitochondriální dráha) je obecně směřována k 

mitochondriím, kde dochází k změnám na vnitřní mitochondriální membráně. Konkrétně k 

otevírání PTP (permeability transition pore) pórů, snížení mitochondriálního 

membránového potenciálu (∆Ψm) a uvolňování klíčových faktorů realizace indukce 

apoptózy. Tyto proapoptotické proteiny můžeme na základě jejich funkce rozdělit do dvou 

skupin. První skupina zahrnuje cytochrom c, Smac /DIABLO (second mitochondria-

derived activator of caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI) a 

serinovou proteázu HtrA2 (high temperature requirement protein A2)/Omi (Du et al. 2000, 

Loo et al. 2002, Garrido et al. 2006). Tyto proteiny aktivují mitochondriální dráhu závislou 

na kaspázách. Cytochrom c se váže na protein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 

1), který po interakci s iniciační prokaspázou 9 vytváří komplex apoptozóm (Chinnaiyan 

1999, Hill et al. 2004) a aktivuje tuto kaspázu. Proapoptotická úloha proteinů 

Smac/DIABLO a HtrA2/Omi je dána jejich schopností inhibovat aktivitu IAP. Ty se 

následně nemohou vázat na kaspázy a může dojít k iniciaci apoptózy (van Loo et al. 2002, 

Schimmer 2004). Druhá skupina proapoptotických proteinů uvolněných z mitochondrie 

zahrnuje AIF (apoptosis-inducing factor), endonukleázu G a CAD (caspase-activated 

deoxyribonuclease). Tyto proteiny se však uplatňují v pozdější fázi apoptózy (viz níže). 

Regulace uvedených mitochondriálních procesů probíhá zejména prostřednictvím proteinů 

rodiny Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma-2), (Cory & Adams 2002).  

Dále existuje ještě tzv. perforin/gramzym B dráha. Ta může být v buňkách spuštěna 

prostřednictvím cytotoxických T lymfocytů a zahrnuje účast molekul perforinu a 
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granzymu. Uvedené iniciační signální dráhy apoptózy mohou být vzájemně propojeny 

(Igney & Krammer 2002, Barry & Bleackley 2002). 

 

5.2.2.2. Molekulární mechanizmy exekuce apoptózy 

Výše popsané dráhy vedou k finální exekuční fázi apoptózy. Ta je realizována štěpením 

exekučních kaspáz 3, 6 a 7 iniciačními kaspázami či jinými proteázami (granzym B). 

Exekuční káspázy následně aktivují cytoplazmatické endonukleázy a proteázy, které 

degradují DNA (deoxyribonucleic acid), jaderné a cytoskeletární proteiny. Zdá se, že 

nejvýznamnější exekuční kaspázou je v procesu exekuce apoptózy kaspáza 3. Ta může být 

aktivována iniciačními kaspázami 2, 8, 9 a 10. Exekuční kaspázy štěpí řadu proteinů, které 

označujeme jako tzv. substráty smrti. Jedná se například o proteiny uplatňující se při 

štěpení DNA jako endonukleáza G a AIG, různé strukturní (kadhedriny, aktin, filamin, 

spektrin) a regulační (cykliny, cytokiny, transkripční faktory) proteiny (Slee et al. 2001, 

Fischer et al. 2003, Timmer & Salvesen 2007). Štěpení substrátů smrti vede k formování 

apoptotických tělísek a expozici ligandů pro receptory fagocytů. Těmi je buňka následně 

pohlcena, takže nedochází k zánětlivé reakci.  

 

5.3.  Vliv mastných kyselin na pankreatické β-buňky  

5.3.1.  Mastné kyseliny 

Mastné kyseliny (MK) jsou karboxylové kyseliny s alifatickým řetězcem. U většiny 

přirozeně se vyskytujících MK obsahuje tento řetězec sudý počet uhlíků, většinou mezi 

čtyřmi a dvaceti-osmi. Z hlediska výživy a efektu MK na buňky (i pankreatické β-buňky) 

jsou nejvýznamnější MK s dlouhým řetězcem, které mají 14-22 uhlíků v alifatickém 

řetězci. V této dizertační práci je pojem „mastné kyseliny“ používán pro MK s dlouhým 

řetězcem (pokud není uvedeno jinak).  

Podle stupně saturace můžeme MK rozdělit na nasycené, které neobsahují dvojnou 

vazbu ve svém alifatickém řetězci, a nenasycené MK, které obsahují jednu 

(mononasycené) nebo více (polynasycené) dvojných vazeb mezi atomy uhlíku. 

Nenasycené MK můžeme dále dělit podle isomerie (konfigurace dvojné vazby) na cis a 

trans, přičemž většina nenasycených MK existuje v cis konformaci. Míra saturace MK, 

stejně jako typ isomerie nenasycených MK má význam pro vlastnosti buněčných 

membrán, např. fluiditu (Karnovski et al. 1982).  
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MK mohou být vzhledem k svému hydrofobnímu charakteru transportovány do 

buňky prostou difúzí (Kamp & Hamilton 2006). Nicméně byly identifikovány některé 

proteiny, které vstup MK do buňky usnadňují či přímo zprostředkovávají (Glatz et al. 

2010). Některé z nich (např. FATP [fatty acid transport protein]-1, FATP-4, FAT [fatty 

acid translocase]/CD36 [cluster of differentiation 36] a kaveolin-1) jsou přítomny i 

v pankreatických β-buňkách (Noushmehr et al. 2005, Veluthakal et al. 2005, Dalgaard et 

al. 2011). Vzhledem k nerozpustnosti MK ve vodě jsou experimentálně aplikovány na 

buňky v komplexu s bovinním sérovým albuminem (BSA).   

Metabolismus MK začíná jejich konverzí na tzv. „long-chain“ acylkoenzym A (LC-

CoA). Následně může být tento meziprodukt v závislosti na hladině glukózy esterifikován 

na triacylglyceroly, či jiné deriváty jako např. ceramid. Ty mohou mít na buňky také 

škodlivý efekt (Poitout et al. 2010, Unger & Zhou 2001). LC-CoA může být také 

v mitochondriální matrix oxidován na acetylkoenzym A. LC-CoA také napomáhá fúzi 

granul sekretujících inzulín s plazmatickou membránou β-buněk. Může tedy rovněž přímo 

ovlivňovat sekreci inzulínu (Deeney et al. 2000).   

MK se mohou účastnit regulace řady buněčných procesů například prostřednictvím 

regulace genové transkripce (Jump 2004, Georgiadi & Kersten 2012), palmitoylace a 

myristilace proteinů (Legrand & Rioux 2010) nebo skrze vytváření různých signálních 

molekul například ceramidu (Nikolova-Karakashian & Rozenova 2010, Lang et al. 2011). 

 

5.3.2. Vliv mastných kyselin na viabilitu pankreatických β-buněk 

Na začátku tohoto století bylo prokázáno, že dieta bohatá na tuky způsobuje u 

experimentálních zvířat úbytek pankreatických β-buněk v důsledku indukce apoptózy 

(Joseph et al. 2002, Sone & Kagawa 2005, Sauter et al. 2008, Hennige et al. 2010). Toto 

zásadní zjištění tak odstartovalo a také legitimizovalo intenzivní výzkum molekulárních 

mechanizmů in vitro, kterými je proapoptotický efekt MK zprostředkováván. Záhy se 

ukázalo, že efekt MK  na β-buňky je závislý na délce alifatického řetězce a stupni saturace 

dané MK (Diakogiannaki et al. 2007, Newsholme et al. 2007, Dhayal et al. 2008). Tato 

problematika byla dále detailněji studována a to na zvířecích β-buněčných liniích, ale i na 

zvířecích a dokonce lidských izolovaných ostrůvcích. Byl zjišťován efekt zejména těch 

MK, které jsou nejvíce zastoupeny v krevním séru, tj. kyseliny palmitové (PA), stearové 

(SA), palmitolejové (POA) a olejové (OA), (Ingalls & Hoppel 1995, Lagerstedt et al. 

2001).  
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5.3.2.1. Proapoptotický efekt nasycených mastných kyselin 

Na primárních krysích β-buňkách (Cnop et al. 2007), stejně jako na krysích (Maedler et al. 

2001, 2003) a lidských (Eitel et al. 2002, El Assaad et al. 2003, Maedler et al. 2003, Lai et 

al. 2008, Ladriere et al. 2010) ostrůvcích, bylo zdokumentováno, že nasycená PA a SA 

způsobují buněčnou smrt. Proapoptotický efekt nasycených MK byl také demonstrován na 

hlodavčích β-buněčných liniích MIN6 (Busch et al. 2005, Choi et al. 2007, Laybutt et al. 

2007, Jeffrey et al. 2008, Lai et al. 2008, Thorn & Bergsten 2010), β-TC (Hirota et al. 

2006), RIN1046-38 (Eitel et al. 2002, 2003), RINm5F (Baldwin et al. 2012), BRIN-BD11 

(Welters et al. 2004, 2006, Diakogiannaki et al. 2008), HIT-T15 (Okuyama et al. 2003, 

Tuei et al. 2011, Kim et al. 2018) a INS-1 (El Assaad et al. 2003, Moffitt et al. 2005, Lin et 

al. 2012). Nasycené MK, které mají kratší alifatický řetězec než 16 uhlíků (např. myristát), 

nejsou schopné v buňkách buněčnou smrt vyvolat (Welters et al. 2004).  

Proapoptotický efekt na β-buňky byl v některých studiích (Cnop et al. 2002, 2007, 

Maestre et al. 2003, Kharroubi et al. 2004, Karaskov et al. 2006, Cunha et al. 2008, Lai et 

al. 2008, Li et al. 2010, Tuo et al. 2011) demonstrován i po aplikaci nenasycených MK. 

Nicméně zjištěný cytotoxický efekt byl většinou slabší. Protichůdnost výsledků při 

sledování efektu nenasycených MK je zarážející, ale patrně plyne z odlišného nastavení 

pokusů v jednotlivých studiích (různá použitá koncentrace BSA a dané MK, používání séra 

prostého media, apod.). Navzdory určité výše uvedené nekonzistenci výsledků dnes panuje 

názor, že nasycené MK mají oproti nenasyceným MK výrazný proapoptotický potenciál 

(Diakogiannaki et al. 2007, Newsholme et al. 2007, Cnop et al. 2008, Dhayal et al. 2008, 

Morgan & Dhayal 2009).  

 

5.3.2.2. Antiapoptotický efekt nenasycených mastných kyselin 

Je publikováno stále více prací, které ukazují, že nenasycené MK jsou schopné inhibovat 

proapoptotický efekt nasycených MK. Tento efekt byl demonstrován v buněčných liniích 

INS-1 (Dhayal et al. 2008), INS-1E (Cunha et al. 2008), BRIN-BD11 (Welters et al. 2004, 

2006, Diakogiannaki et al. 2007, Dhayal et al. 2008), RIN1046-38 (Eitel et al. 2002), a 

také krysích (Cnop et al. 2001, Maedler et al. 2001) a lidských ostrůvcích (Eitel et al. 2002, 

Maedler et al. 2003). Bylo také zjištěno, že nenasycené MK s krátkým řetězcem (s méně 

než šestnácti uhlíky, např. kyselina myristolejová) nemají tento inhibiční efekt nebo jsou 

oproti nenasyceným MK s dlouhým alifatickým řetězcem (např. POA či OA) méně účinné 

(Welters et al. 2004, Dhayal et al. 2008). Zdá se, že zatímco počet či umístění (pozice) 

dvojných vazeb v nenasycených MK nemá vliv na jejich cytoprotektivní efekt (Dhayal & 
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Morgan 2011), tak konfigurace dvojné vazby (typ izomerie) určitý vliv nejspíše má. 

V liniích BRIN-BD11 a INS-1 byl u kyseliny palmitelaidové a elaidové (trans protějšky 

POA a OA) prokázán nižší cytoprotektivní účinek oproti jejím cis izomerům (Dhayal et al. 

2008). Dále bylo zjištěno, že nenasycené MK jsou schopny cytoprotektivního působení již 

při výrazně nižších koncentracích (např. 50×), než jaké jsou potřeba pro indukci apoptózy 

v důsledku působení nasycených MK (Welters et al. 2004, Dhayal et al. 2008). Kromě 

toho, nenasycené MK jsou schopny inhibovat apoptózu i pokud jsou přidány několik hodin 

po aplikaci nasycených MK. Dokonce jsou schopny inhibovat apoptózu vyvolanou i jinými 

proapoptotickými stimuly, např. cytokiny či nepřítomností séra (Welters et al. 2004, 

Dhayal et al. 2008, Diakogiannaki et al. 2008). Tato zjištění podporují hypotézu, že 

inhibiční efekt nenasycených MK na apoptózu vyvolanou nasycenými MK je 

zprostředkován spíše přes regulaci příslušné buněčné signalizace než skrze metabolické 

intervence (Welters et al. 2004, Newsholme et al. 2007, Morgan & Dhayal 2009).   

 

5.4.  Mechanizmy indukce apoptózy nasycenými mastnými 

kyselinami u pankreatických β-buněk  

To, že mastné kyseliny způsobují buněčnou smrt β-buněk skrze indukci apoptózy, bývá 

dokazováno různými způsoby. Nejčastěji však prostřednictvím aktivace kaspáz nebo 

přítomností typického apoptického markeru fosfatidylserinu na vnějším povrchu 

cytoplazmatické membrány. Apoptóza může být realizována v závislosti na dané buněčné 

linii několika různými způsoby (dráhami). 

 

5.4.1.  Aktivace klasických drah indukce a exekuce apoptózy  

V patogenezi DMT2 může hrát důležitou roli receptorová dráha apoptózy. U myší, které 

v β-buňkách neměly kaspázu 8 a které byly krmeny potravou bohatou na tuky, byl zjištěn 

menší úbytek β-buněk a nedošlo u nich k rozvoji DMT2 (Liadis et al. 2007). Kromě toho u 

pacientů s DMT2 byla ve srovnání s nediabetickými kontrolami zjištěna v pankreatických 

ostrůvcích zvýšená aktivace kaspázy 8 (Marchetti et al. 2004). Nicméně Fas receptor se 

velmi pravděpodobně na aktivaci kaspázy 8 a patogenezi DMT2 nepodílí. Specifická 

delece tohoto receptoru nebyla schopna ochránit myši proti vzniku DMT2 v důsledku diety 

bohaté na tuky. Ostatní receptory smrti a jejich aktivace jednotlivými MK nebyly dosud 

studovány.   
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Dále bylo zjištěno možné zapojení vnitřní (mitochondriální) dráhy apoptózy 

v procesu buněčné smrti indukované MK. Po aplikaci PA bylo v izolovaných krysích 

(Maedler et al. 2001, Choi et al. 2007) a lidských ostrůvcích (Maedler et al. 2003) a v 

krysích buněčných liniích (Maestre et al. 2003, Choi et al. 2007, Allagnat et al. 2011) 

prokázáno uvolňování cytochromu c z mitochondrií do cytoplazmy. V buňkách INS-1 byla 

monitorována po aplikaci PA také hladina ∆Ψm a ROS (reactive oxygen species), (Maestre 

et al. 2003). Byl zjištěn pokles ∆Ψm a zvýšení ROS. Vedle vlivu MK na uvolňování 

cytochromu c, hladinu ∆Ψm a ROS, byl studován vliv MK také na proteiny rodiny Bcl-2. 

Bylo prokázáno, že aplikace PA vede k zvýšení mRNA (messenger ribonucleic acid) nebo 

exprese proapoptotických členů rodiny Bcl-2 (např. Bax [Bcl-2-associated X protein]), 

(Maestre et al. 2003, Wang et al. 2010). Hladina antiapoptotických členů rodiny Bcl-2 

(např. Bcl-2) se nezměnila (Maestre et al. 2003) nebo poklesla (Maedler et al. 2003, 

Allagnat et al. 2011). Nenasycené POA a OA měly oproti PA opačný efekt (Maedler et al. 

2003). Zvýšená hladina proteinu Bax byla pozorována i v pankreatických β-buňkách 

pacientů s DMT2 (Laybutt et al. 2007).  

Vliv proapototických MK na štěpení exekučních kaspáz byl dosud nejvíce studován 

na kaspáze 3. Aktivace této kaspázy byla prokázána po aplikaci PA a/nebo SA v MIN6 

(Johnson et al. 2004, Choi et al. 2007, Thorn et al. 2010, Wang et al. 2010), INS-1 (Rakatzi 

et al. 2004, Choi et al. 2007), INS-1E (Bachar et al. 2009, Allagnat et al. 2011), INS 

832/13 (El Assaad et al. 2003), RIN1046-38 (Eitel et al. 2003) and β-TC1 (Hirota et al. 

2006) buněčných liniích a také v izolovaných krysích (Choi et al. 2007) a lidských 

ostrůvcích (Maedler et al. 2003). V buněčné linii BRIN-BD11 (Dhayal et al. 2008) a 

primárních krysích β-buňkách (Cunha et al. 2008) byla aktivace této kaspázy také 

prokázána, ale hladina zjištěné aktivace zahrnovala i aktivaci kaspázy 7 (díky 

nespecifičnosti použité metody). Dále byla po aplikaci PA prokázána aktivace kaspázy 6. 

Její aktivace předcházela aktivaci kaspázy 3 (Hirota et al. 2006). Vedle sledovaní efektu 

MK na samotnou aktivaci kaspáz se dále zjišťovalo, do jaké míry kaspázy 

zprostředkovávají apoptózu indukovanou MK. Pomocí aplikace obecného inhibitoru 

kaspáz z-VAD-fmk společně s MK bylo prokázáno (Lupi et al. 2002, Welters et al. 2006), 

že kaspázy mají při indukci apoptózy MK významnou úlohu, ale že se tohoto procesu 

účastní ještě další proteázy.         
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5.4.2. Kaspáza 2 a indukce apoptózy  

Kaspáza 2 představuje evolučně nejvíce konzervovanou savčí kaspázu. Jak již bylo 

zmíněno výše, kaspáza 2 reprezentuje iniciační kaspázu a pravděpodobně funkčně nejvíce 

apikální kaspázu (Lassus et al. 2002, Enoksson et al. 2004). Za normálních podmínek se 

kaspáza 2 v buňce vyskytuje ve formě inaktivních prekurzorů – prokaspázy 2. Ta se skládá 

z velké a malé podjednotky, které představují katalytickou doménu, a tzv. prodomény, 

která plní funkci inhibiční podjednotky proteinu. 

K aktivaci kaspázy 2 dochází v komplexu označovaném jako PIDDozóm. Ten se 

skládá z kaspázy 2, proteinů PIDD (p53-induced protein with a death domain) a RAIDD 

(RIP-associated protein with a death domain), (Tinel & Tschopp 2004). Nejprve 

pravděpodobně dochází v důsledku příslušného proapoptotické signálu k interakci proteinu 

RAIDD, přes jeho „death“ doménu, s proteinem PIDD. Následně se prokaspáza 2, která se 

v buňkách vyskytuje ve formě monomerů, váže prostřednictvím své CARD (caspase 

recruitment domain) domény na adaptorový protein RAIDD (viz obr. 1, str. 24). 

V důsledku toho dochází k přiblížení molekul prokaspázy 2. Při dostatečném přiblížení 

těchto molekul dojde k interakci proteázových domén kaspázy 2, které vytváří dočasný 

dimerický komplex, který již má určitou katalytickou aktivitu. Dimerizace je následována 

štěpením v místě mezi malou a velkou podjednotkou proteázových domén jednotlivých 

monomerů. To vede k formování aktivního stabilního tetramerického komplexu, který již 

má maximální katalytickou aktivitu. Následné štěpení (autokatalytické nebo jinou 

kaspázou) vede k vytvoření finálního enzymu kaspázy 2 (viz obr. 1, str. 24). Aktivace 

kaspázy 2 nezávislá na proteinech RAIDD a PIDD byla také dokumentována (Mansilla et 

al. 2006, Manzl et al. 2009).     

Dosavadní poznatky týkající se úlohy kaspázy 2 v mechanizmech indukce apoptózy 

jsou značné. Řada těchto poznatků je však rozporuplných. Proto je obtížné přesně 

definovat úlohu této kaspázy v rámci procesu indukce apoptózy (Bouchier-Hayes & Green 

2012). Byla prokázána aktivace kaspázy 2 v důsledku poškození DNA. Dále se zdá, že tato 

kaspáza má určitou úlohu v rámci zablokování buněčného cyklu a buněčné smrti vyvolané 

tzv. mitotickou katastrofou (Mansilla et al. 2006, Manzl et al. 2009). Poměrně nově byla 

také prokázána možná úloha této molekuly v rámci apoptózy vyvolané stresem 

endoplazmatického retikula (ER), (Cheung et al. 2006, Upton et al. 2008). Co se týče 

potenciálního zapojení kaspázy 2 v rámci mechanizmů indukce apoptózy nasycenými MK 

byla publikována zatím pouze jediná práce, kde však autoři nesledovali aktivaci této 

kaspázy (Maestre et al. 2003). 
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Obrázek 1. Navrhovaný model PIDDozómu (vlevo, převzato z Bouchier-Hayes & Green 2012) a 

mechanizmus aktivace kaspázy 2 (vpravo, převzato z Baliga et al. 2004). Vysvětlení viz kapitola 

5.4.2., str. 23.   

 

5.4.3.  p38 MAPK signální dráha a indukce apoptózy  

V rámci molekulárních mechanizmů indukce apoptózy MK u pankreatických β-buněk 

může být zapojena mimo jiné i p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) signální 

dráha. Klíčovou molekulu představuje v rámci této dráhy serin-treonin kináza p38 MAPK. 

Dosud byly identifikovány čtyři izoformy p38 MAPK: p38α, p38β (Jiang et al. 1996), p38γ 

(Lechner et al. 1996, Li et al. 1996) a p38δ (Jiang et al. 1997, Kumar et al. 1997). Tyto 

izoformy sdílí přibližně 60 % sekvence DNA a bývají klasifikovány podle Thr-Gly-Tyr 

(TEY) duálního fosforylačního motivu. p38 MAPK je aktivována fosforylací threoninu a 

tyrosinu prostřednictvím kinázy MKK (mitogen-activated protein kinase kinase) 3/6 nebo 

v některých typech buněk MKK4 kinázou (Cohen 1999, Kyriakis et al. 2001). Dále je zde 

ještě nejméně jeden mechanizmus aktivace p38 MAPK nezávislý na MKK a zahrnující 

protein TAB1 (transforming growth factor-β-activated protein kinase 1 (TAK1)-binding 

protein), (Matsuyama et al. 2003, Tanno et al. 2003). Jako další „upstream“ aktivátory byly 
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identifikovány různé MAP3Ks (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) jako např. 

TAK1 (transforming growth factor-β-activated protein kinase 1), (Moriguchi et al. 1996), 

ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), (Ichijo et al. 1997), MLKs (mixed-lineage 

kinases), (Zhang et al. 1995), a některé další proteiny rodiny MEKK (Cuenda & Dorow 

1998, Takekawa et al. 1997). K aktivaci p38 MAPK „upstream“ od MAP3Ks mohou 

přispívat některé GTP (guanosin trifosfát)-vazebné proteiny podrodiny Rho jako např. 

Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), Cdc42 (cell division control protein 42) 

nebo Rho (Zhang et al. 1995, Bagrodia et al. 1995). Ty jsou aktivovány v důsledku 

různých extracelulárních fyzikálních (UV, teplo) a chemických (anisomycin) stimulů a 

cytokinů (tumor necrosis factor α [TNF-α], colony stimulating factor 1 [CSF-1]), 

(přehledně v Zarubin & Han 2005). p38 MAPK může v závislosti na buněčném typu 

regulovat aktivaci různých proteinů, např. transkripčních faktorů (CHOP [CCAAT-

enhancer-binding protein C/EBP], ATF2 [activating transcription factor 2]), jiných protein 

kináz (MAPKAPK-2 [MAP kinase-activated protein kinase 2] a 3, MSK1/2 [mitogen- and 

stress-activated protein kinase 1 and 2]), komponentů translační mašinérie (eIF-4E 

[eukaryotic translation initiation factor 4E]) a dalších (přehledně v Cuenda & Rousseau 

2007). Tato signální dráha se může podílet, v závislosti na buněčném typu, na regulaci 

různých procesů jako je buněčný cyklus, diferenciace, senescence, autofagie, proces 

zánětlivé reakce, a i na regulaci indukce apoptózy (Zarubin & Han 2005, Liu et al. 2015). 

Co se týče funkce p38 MAPK signální dráhy v pankreatických β-buňkách, byla 

zjištěna úloha této dráhy (zejména kinázy p38 MAPK) při diferenciaci (linie AR42J; 

Kojima & Umezawa 2006), proliferaci (primární krysí β-buňky; Parnaud et al. 2009) nebo 

senescenci (Langerhansovy ostrůvky C57BL/6J myší, Sone & Kagawa 2005) těchto buněk. 

Nejčastěji je však tato dráha studována v souvislosti s funkcí a zejména viabilitou β-buněk 

ovlivněnou různými faktory, včetně MK (např. Saldeen & Welsh 2004, Yang et al. 2007, 

Lu et al. 2011). Na pankreatických β-buněčných liniích či ostrůvcích bylo prokázáno, že 

p38 MAPK může být po aplikaci MK aktivována, případně přímo zprostředkovávat 

proapoptotickou signalizaci indukovanou působením MK (Zhang et al. 2007a, Cvjetićanin 

et al. 2009, Natalicchio et al. 2013).    

  

5.4.4.  ERK signální dráha a indukce apoptózy  

Také ERK signální dráha se může podílet na mechanizmech indukce apoptózy MK u 

pankreatických β-buněk. Zřejmě nejvýznamnější kinázu představuje v rámci této dráhy 

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2, také známá jako p42/p44 MAPK). ERK 
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dráha bývá v závislosti na buněčném typu aktivována různými stimuly, zejména růstovými 

faktory a to přes příslušné RTKs (receptor tyrosine kinase). Ty, prostřednictvím 

adaptorového proteinu SOS (son of sevenless) aktivují Ras (rat sarcoma) GTPázu, která 

zapojuje c-Raf kinázu do komplexu, kde proběhne její aktivace (Chang et al. 2003). c-Raf 

fosforyluje dvě serinová rezidua na MEK1/2 (mitogen-activated protein kinase/ERK 

kinase) kináze. Tato kináza následně aktivuje ERK1/2. c-Raf může být kromě proteinu Ras 

aktivována také jinými proteiny jako např. PKC (protein kinase C), (Kolch et al. 1993), Src 

(Fabian et al. 1993), PAK (p21-activated protein kinase), (Diaz et al. 1997) a dalšími. 

Nicméně byly zjištěny i molekuly, které c-Raf inhibují, jako například Akt (Reusch et al. 

2001), PKA (protein kinase A), (Dhillon et al. 2002a), PP2a (protein phosphatase 2a), 

(Dhillon et al. 2002b) nebo právě výše uvedená p38 MAPK (Lee et al. 2002). Zdá se, že 

ihned po fosforylaci ERK1/2 dochází k její translokaci do jádra (Pouysségur et al. 2002). 

Tato kináza může následně regulovat aktivaci řady substrátů v různých buněčných 

kompartmentech (přehledně v Chen et al. 2001) jako například různých kináz (RSKs [p90 

ribosomal S6 kinases], MSKs, MNKs [MAP kinase signal-integrating kinases]), 

cytoskeletálních proteinů (paladin a paxillin), transkripčních faktorů (c-Fos, c-Myc) nebo 

membránových proteinů (Syk [spleen tyrosine kinase], calnexin). ERK signální dráha se 

obecně uplatňuje jako klíčový regulátor proliferace. Může se však v některých typech 

buněk podílet i na regulaci diferenciace, autofagie, senescence a apoptózy (přehledně v 

Cagnol & Chambard 2009). 

ERK signální dráha dosud nebyla v pankreatických β-buňkách komplexně 

studována. Bylo zjištěno, že tato dráha zprostředkovává signalizaci vyvolanou inzulínem 

(Langerhansovy ostrůvky myší kmenu C57BL6/J; Alejandro et al. 2010). Dále byla 

prokázána její úloha při proliferaci (linie INS-1; Kim et al. 2014) β-buněk. Zejména pak 

byla zjišťována její funkce ve vztahu k viabilitě β-buněk ovlivněné různými faktory i MK 

(např. Kang et al. 2007, Simon et al. 2008, Wijesekara et al. 2010, Youl et al. 2010). Vliv 

MK na aktivaci ERK1/2 byl dokumentován v MIN6, INS-1, RINm5F, NIT-1 buněčných 

liniích (Zhang et al. 2007a, Simon et al. 2008, Fontés et al. 2009, Plaisance et al. 2009, 

Guo et al. 2010, Watson et al. 2011). Nicméně ze zjištěných výsledků není jasné, zda tato 

dráha přenáší pro- či antiapoptotickou signalizaci. Efekt jednotlivých, jak nasycených tak 

nenasycených MK na aktivaci ERK1/2 totiž není v jednotlivých studovaných liniích 

koncizní.     

  

 



LITERÁRNÍ PŘEHLED 

 

 27 
 

5.4.5. Stres endoplazmatického retikula (ER) a indukce apoptózy 

Narušení funkce ER může vést k indukci buněčné smrti. Tato narušení se obecně označují 

jako stres ER. Pokud k nim dojde, dochází v buňce k aktivaci ochranných mechanizmů 

označovaných jako „ER stress response“ nebo „unfolded protein response“ (UPR), 

(Woehlbier & Hetz 2011). Pankreatické β-buňky jsou, vzhledem k jejich specializaci na 

sekreci inzulínu, velmi citlivé na jakékoliv narušení funkce ER. Patří tedy mezi buňky 

nejvíce náchylné k stresu ER (Araki et al. 2003). 

Na UPR signalizaci se u buněk obratlovců zásadním způsobem podílí tři proteiny – 

IRE1α (inositol-requiring protein 1α), PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic 

reticulum kinase) a ATF6 (activating transcription factor 6). Jsou lokalizovány v 

membráně ER a přenášejí informaci o situaci v ER do cytosolu a jádra, v důsledku čehož 

dojde k nápravě správné funkce ER. Za normálního stavu jsou tyto proteiny inaktivní 

pravděpodobně díky interakci s hlavním chaperonem ER, proteinem BiP (immunoglobulin 

binding protein, také znám jako glucose-regulated protein, Grp78 [glucose-regulated 

protein 78]), (Hetz et al. 2011). Při stresu ER dochází k disociaci proteinu BiP od těchto tří 

proteinů.  

IRE1α následně dimerizuje, což vede k autofosforylaci a aktivaci cytosolické 

endoribonukleázy a kinázové domény (Woehlbier & Hetz 2011). Aktivované IRE1α 

realizuje alternativní splicing mRNA proteinu XBP1 (X-box binding protein 1), což 

následně vede k produkci aktivního a stabilního transkripčního faktoru XBP1s. Tento 

protein je translokován do jádra. Zde zvýšuje expresi genů kódujících proteiny, které se 

podílí na degradaci špatně sbalených proteinů v lumen ER (tzv. „ER-associated 

degradation“ [ERAD]), na regulaci vstupu proteinů do ER, na formování proteinů do 

správné konformace a dalších funkcích (Acosta-Alvear et al. 2007). Aktivní IRE1α také 

inter-reaguje s proteinem TRAF2 (TNFR-associated factor 2), což vede k aktivaci JNK (c-

Jun N-terminal kinase), (Urano et al. 2000). JNK přenáší proapototickou signalizaci 

„downstream“ od signálních drah stresu ER (Woehlbier & Hetz 2011).  

PERK je aktivován po disociaci proteinu BiP autofosforylací a homomultimerizací. 

Aktivovaný PERK fosforyluje α podjednotku translačního faktoru eIF2 (eukaryotic 

initiation factor 2α). To vede k obecnému snížení translace. Nicméně, translace některých 

mRNA je touto fosforylací naopak selektivně zvýšena, např. mRNA kódující ATF4 

(activating transcription factor 4). Ten reguluje hladinu různých prosurvival genů 

ovlivňujících řádné sbalování proteinů, autofagii nebo metabolizmus aminokyselin 

(Woehlbier & Hetz 2011). ATF4 také výrazně zvyšuje expresi proteinu CHOP, který je 
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pravděpodobně zapojený do procesu indukce apoptózy stresem ER (Nishitoh 2012). 

Důležitým transkripčním cílem ATF4 a CHOP je GADD34 (growth arrest and DNA 

damage-inducible protein 34), který umožňuje defosforylaci fosforylovaného eIF2α, což 

vede k obnovení intenzity obecné translace a snížení translace ATF4 na bazální úroveň 

(Ma & Hendershot 2003).  

ATF6 je po disociaci BiP translokován do Golgiho aparátu, kde je štěpen 

proteázami (Haze et al. 1999). To vede k uvolnění cytosolické části ATF6 označované jako 

ATF6f. Ta pak funguje jako transkripční faktor a přímo reguluje expresi genů kódujících 

chaperony, komponenty ERAD a XBP1 (Woehlbier & Hetz 2011). 

Prvotní odpovědí buňky při stresu ER je tedy dočasná inhibice obecné syntézy 

proteinů. To buňce poskytuje čas, kdy se může vymanit ze stresového působení a navrátit 

se do homeostázy prostřednictvím aktivace dalších drah UPR popsaných výše. Pokud však 

stresový stimul přetrvává, stane se tento obranný mechanizmus buňky neúčinný a dojde 

k indukci apoptózy (Araki et al. 2003). Mechanizmy indukce apoptózy „downstream“ od 

stresu ER jsou dosud nejasné. Předpokládá se, však zapojení transkripčního faktoru CHOP, 

proteinů rodiny Bcl-2, JNK kinázy, aktivace kaspázy 12 a možná i kaspáz 2 a 4 (Rodriguez 

et al. 2011, Tabas & Ron 2011). Zjednodušené schéma dosavadních poznatků týkajících se 

drah stresu ER, mechanizmů UPR a apoptózy vyvolané stresem ER je na obrázku 2. (str. 

29).    

Zapojení stresu ER v patogenezi DMT2 bylo prokázáno v řadě studií provedených 

jak na zvířecích, tak lidských buňkách (Thornton et al. 1997, Oyadomari et al. 2002, 

Fonseca et al. 2010), ale i na Langerhansových ostrůvcích pacientů s DMT2 (Huanga et al. 

2007a, Laybutta et al. 2007, Marchetti et al. 2007). Dostupné výsledky efektu MK na 

aktivaci drah stresu ER v pankreatických β-buňkách jsou následující. Co se týče IRE1α 

dráhy, výsledky nejsou úplně jednoznačné. Aktivace této dráhy byla však většinou 

prokázána jak v různých hlodavčích β-buněčných liniích (Kharroubi et al. 2004, Karaskov 

et al. 2006, Cnop et al. 2007, Laybutt et al. 2007, Gwiazda et al. 2007, Cunha et al. 2008, 

Bachar et al. 2009), tak v krysích primárních β-buňkách a v lidských ostrůvcích (Cunha et 

al. 2008) po aplikaci PA. Aplikace nenasycených MK pak vedla k aktivaci této dráhy 

pouze asi v polovině prací, kde se touto problematikou zabývali (Kharroubi et al. 2004, 

Karaskov et al. 2006, Cnop et al. 2007, Laybutt et al. 2007, Cunha et al. 2008). Aktivace 

PERK dráhy (PERK-eIF2α-ATF4-CHOP) byla většinou pozorována po působení PA, a to 

v hlodavčích liniích, krysích primárních β-buňkách a lidských ostrůvcích. Nenasycené MK 

pak tuto dráhu spíše neaktivovaly (Karaskov et al. 2006, Cnop et al. 2007, Laybutt et al. 
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2007, Cunha et al. 2008, 2009, Diakogiannaki et al. 2008, Gwiazda et al. 2009, Ladriere et 

al. 2010, Thorn et al. 2010, Wang et al. 2010). Experimentální data týkající se aktivace 

ATF6 MK jsou nejednoznačná. Aktivace této dráhy byla zjištěna v MIN6 buňkách po 

aplikaci PA, ale ne OA (Laybutt et al. 2007). V linii INS-1 naopak OA také aktivovala tuto 

dráhu (Kharroubi et al. 2004).  

 

Obrázek 2. Přehled klasických drah stresu endoplazmatického retikula (ER), tj. ATF6, IRE1α a 

PERK dráhy, které se uplatňují při obnovení funkce ER a přežívání buňky. Dále adaptivní 

odpovědi „downstream“ od aktivace těchto drah a vybrané molekuly, které jsou považovány za 

případný spojující článek mezi stresem ER a indukcí apoptózy. Přerušované šipky ilustrují 

přechodový krok z adaptivní odpovědi k apoptóze. Převzato z Biden et al. (2014).  

 

Zvýšená exprese chaperonu BiP je typický marker stresu ER. Nicméně, efekt MK 

na expresi tohoto proteinu se ukazuje být v β-buňkách značně variabilní. V některých 

studiích na pankreatických β-buněčných liniích nebyla po aplikaci různých MK 

pozorována zvýšená exprese BiP (Karaskov et al. 2006, Diakogiannaki et al. 2008, Lai et 

al. 2008). V některých pracích naopak ano, a sice po aplikaci PA a OA (Kharroubi et al. 

2004, Cnop et al. 2007). Stejný efekt byl také zdokumentován v krysích (Ladriere et al. 

2010) a lidských (Cunha et al. 2008) ostrůvcích a v MIN6 buňkách (Laybutt et al. 2007) po 
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aplikaci PA, ale ne OA. Zvýšená exprese proteinu BiP také představuje důležitý 

antiapoptotický mechanizmus. Jeho zvýšená exprese se ukázala být v MIN6 buňkách 

(Laybutt et al. 2007), ne ale v linii INS-1 (Lai et al. 2008), protektivní při apoptóze 

vyvolané PA. Z výše uvedených výsledků vyplývá, že úloha proteinu BiP v apoptóze 

pankreatických β-buněk vyvolané MK není dosud objasněna.  

Dosavadních výsledků týkajících se mechanizmů jakým stres ER vyvolaný MK 

spouští apoptózu v β-buňkách je velmi málo. Jako potenciální mediátory této signalizace se 

ukazují být molekuly CHOP, JNK kináza a kaspáza 12 (Cunha et al. 2008).  

 

5.4.6.  Další mechanizmy indukce apoptózy  

Zvýšená zásoba nasycených MK v β-buňkách může vést k de novo produkci ceramidu 

(Véret et al. 2011). Výsledky řady prací provedených na krysích a lidských buněčných 

liniích a ostrůvcích jasně naznačují, že se ceramid podílí na indukci apoptózy po aplikaci 

MK (Shimabukuro et al. 1998, Maedler et al. 2001, 2003, Guo et al. 2010). Dále byla 

zjišťována možná úloha oxidu dusnatého (NO). V pankreatických β-buňkách má nízká 

koncentrace NO produkovaného konstitutivní NO syntázou (NOS) funkci fyziologického 

regulátoru sekrece inzulínu (Kaneko et al. 2003) a antiapoptotický účinek (Noguchi et al. 

2008). Oproti tomu zvýšená koncentrace NO v β-buňkách produkovaného inducibilní NO 

syntázou (iNOS) vede k apoptóze pankreatických β-buněk (Kaneto et al. 1995, Darville & 

Eizirik 1998, Kutlu et al. 2003). Indukce iNOS mRNA a/nebo produkce NO byla 

prokázána v ostrůvcích ZDF (zucker diabetic fatty) krys (Shimabukuro et al. 1998) a 

v buňkách linie HIT-T15 po aplikaci PA (Okuyama et al. 2003). Nicméně, v některých 

pracích se v krysích (Cnop et al. 2001) a lidských (Lupi et al. 2002) ostrůvcích a BRIN-

BD11 buňkách (Welters et al. 2004) tento efekt po aplikaci PA nepodařilo prokázat. Dále 

byla zjištěna možná úloha řady dalších mechanizmů či signálních drah, například PKCδ 

(Eitel et al. 2003, Simon et al. 2008), PKB (protein kinase B), (Higa et al. 2006, Fontés et 

al. 2009), calpainu 10 (Johnson et al. 2004) nebo NF-κB (nuclear factor kappa B), 

(Kharroubi et al. 2004). 

 

5.5.  Vliv hypoxie na pankreatické β-buňky 

5.5.1. Hypoxie 

Hypoxie je jev, při kterém dochází v tkáni k poklesu hladiny pO2 (partial pressure of 

oxygen) pod normální úroveň. To nastává, když spotřeba kyslíku převyšuje jeho příjem. 

Koncentrace kyslíku (pO2) v arteriální krvi je přibližně 13 %, nicméně v jednotlivých 
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tkáních/orgánech bývá výrazně nižší a pohybuje se v rozmezí přibližně od 1 % v kůži po 

10 % v ledvinách. V jednotlivých buňkách je pak koncentrace kyslíku v rozmezí 1,3-2,5 % 

(přehledně v Carreau et al. 2011). Hypoxie vede k metabolické krizi projevující se 

poklesem produkce ATP a zvýšenou produkcí ROS, čímž negativně působí na viabilitu 

postižených buněk a tkání. Pokud buňka trpí nedostatkem kyslíku, dojde v ní k aktivaci 

specifické adaptivní odpovědi zahrnující aktivaci transkripčních faktorů rodiny HIF 

(hypoxia-inducible factor). Ty zprostředkovávají přechod z aerobní mitochondriální 

produkce na anaerobní glykolytickou produkci ATP (přehledně v Cantley et al. 2010). 

Zároveň v postižené buňce dochází k procesům zabraňujícím vzniku ROS, jako je 

inaktivace pyruvát-dehydrogenázy nebo zvýšení mitochondriální autofagie (Semenza 

2010, Taylor 2008).    

 

5.5.2.  Vliv hypoxie na viabilitu pankreatických β-buněk 

Pankreatické β-buňky jsou citlivé k hypoxickému stresu. Jejich sekreční funkce totiž silně 

závisí na stimulaci mitochondriálního metabolismu, který spotřebovává velké množství 

kyslíku. Stanovit fyziologickou koncentraci kyslíku v pankreatu, případně 

v Langerhansových ostrůvcích, je technicky velmi problematické. Nicméně bylo zjištěno, 

že se fyziologická koncentrace kyslíku na okraji krysích pankreatických ostrůvků pohybuje 

v rozmezí 6,3-6,4 % (Carlsson et al. 1998). To bylo potvrzeno i in silico (Buchwald et al. 

2011). Hypoxie bývá v pankreatu často způsobena tzv. syndromem spánkové apnoe. Ten je 

diagnostikován u 30-40 % obézních lidí (Valencia-Flores et al. 2000) a vyvolává hypoxii 

v různých tkáních. Přímý proapoptotický efekt hypoxie na především hlodavčí 

pankreatické β-buňky in vivo a i in vitro byl jasně prokázán (Lai et al. 2009, Pedraza et al. 

2012, Zheng et al. 2012, Fang et al. 2014). Úlohu hypoxií indukované apoptózy β-buněk 

v patogenezi DMT2 podporuje i detekce hypoxie in vivo v ostrůvcích zvířecích modelů pro 

DMT2 (Jonas et al. 1999, Li et al. 2006, Sato et al. 2011, Bensellam et al. 2012).  

 

5.5.3.  Mechanizmy indukce a exekuce apoptózy hypoxií u pankreatických  

β-buněk 

Molekulární mechanizmy indukce a exekuce apoptózy v důsledku hypoxie nejsou u 

pankreatických β-buněk příliš známy. Zdá se však, že jednu z hlavních úloh má 

transkripční faktor HIF-1. Určitou roli však sehrávají i další proteiny.   
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Bylo zjištěno, že spotřeba kyslíku stimulovaná glukózou, způsobuje v β-buňkách 

vnitrobuněčnou hypoxii. To vede v hlodavčích a lidských Langerhansových ostrůvcích 

k aktivaci transkripčních faktorů rodiny HIF (HIF-1α a HIF-2α) a následné transkripci 

cílových genů (přehledně v Bensellam et al. 2012). Mezi cílové geny transkripčního 

faktoru HIF-1 patří řada genů regulujících energetický metabolismus, dále angiogenezi, 

buněčnou diferenciaci a apoptózu (přehledně v Liu et al. 2012). HIF-1α a HIF-2α jsou 

transkripční faktory, které jsou za normální koncentrace kyslíku přítomny v cytosolu. Jsou 

hydroxylovány na prolinových zbytcích hydroxylázami regulovanými kyslíkem (Semenza 

et al. 2004). To vede k jejich rozpoznání a ubiquitinaci von Hippel-Lindau (VHL) E3 

ubiquitin ligázou (Maxwell et al. 1999). V hypoxických podmínkách však nejsou HIF-1α a 

HIF-2α proteiny dále degradovány. To jim umožňuje dimerizovat s HIF-1β, vytvořit tak 

transkripční faktor HIF-1 a transportovat se do jádra (Jiang et al. 1996, Liu et al. 2012). 

HIF-1 prostřednictvím zvýšení exprese GLUT1 (glucose transporter 1), několika 

glykolytických enzymů, LDH (lactat dehydrogenase), (Semenza et al. 1996) a PDK1 

(phosphoinositide-dependent protein kinase 1), (Kim et al. 2006) přenastaví v β-buňkách 

spotřebovávání glukózy aerobním metabolismem na spotřebovávání anaerobním 

metabolismem. Glykolýza vede k udržení dostatečné hladiny ATP za současného snížení 

spotřeby kyslíku v mitochondriích (Papandreou et al. 2006) a reguluje sekreci inzulínu 

(přehledně v Gerber & Rutter 2016). Zdá se, že v pankreatických β-buňkách 

zprostředkovává HIF-1 adaptivní odpověď na sníženou hladinu kyslíku (Stokes et al. 

2013). Jeho aktivita je zřejmě nezbytná pro správné fungovaní těchto buněk (Gunton et al. 

2005, Cheng et al. 2010). Některé práce však naznačují možnou úlohu tohoto komplexu 

při narušení funkce β-buněk (Cantley et al. 2009, Puri et al. 2009, Zehetner et al. 2008) a v 

indukci apoptózy v důsledku hypoxie (Moritz et al. 2002). Komplex HIF-1 má tedy v β-

buňkách pravděpodobně prosurvival funkci, pouze pokud je jeho aktivita udržována na 

nízké hladině. Narušení jeho funkce stejně jako jeho déle trvající aktivita vede pak k 

narušení funkce β-buněk. 

Co se týče možného zapojení receptorové dráhy indukce apoptózy v rámci 

molekulárních mechanizmů aktivovaných v důsledku hypoxie v pankreatických β-buňkách 

v jedné práci byla popsána aktivace kaspázy 8 (Lai et al. 2009). V další práci však nebylo 

prokázáno zapojení Fas a TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) receptorů a 

proteinu c-FLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein), (Wang et al. 2012). Jiné molekuly 

této dráhy nebyly zatím testovány. Co se týče možného zapojení vnitřní (mitochondriální) 

dráhy indukce apoptózy v důsledku hypoxie, dostupná data naznačují potenciální úlohu 
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některých proteinů rodiny Bcl-2. Konkrétně BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 19kDa 

interacting protein 3), Bcl-2, Bcl-xl (B-cell leukemia/lymphoma-extra large), Bid (BH3-

interacting domain) a Bax (Moritz et al. 2002, Miao et al. 2006, Lai et al. 2009, Wang et al. 

2012, Fang et al. 2014). Zapojení proteinu Bad (Bcl-2-associated death promoter) pak 

prokázáno nebylo (Lai et al. 2009). Efekt hypoxie na aktivaci exekučních kaspáz byl dosud 

studován téměř výhradně na kaspáze 3 (Ryu et al. 2009, Zheng et al. 2012, Wang et al. 

2012, Tian et al. 2013, Sato et al. 2014, Qiao et al. 2015, Bensellam et al. 2016). Pedraza et 

al. (2012) naznačili také možnou úlohu kaspázy 7. 

Bylo zjištěno, že v rámci molekulárních mechanizmů indukce apoptózy v důsledku 

hypoxie v pankreatických β-buňkách se může uplatňovat také signalizace stresu ER. 

Nicméně její úloha není vzhledem k protichůdným výsledkům (Zheng et al. 2012, 

Bensellam et al. 2016) v tomto procesu jasná. Zheng et al. (2012) prokázali aktivaci UPR a 

zvýšení exprese proapoptotického chaperonu CHOP v důsledku hypoxie, zatímco 

Bensellam et al. (2016) zjistili, že hypoxie inhibuje UPR. Zvýšenou expresi proteinu 

CHOP v důsledku hypoxie detekovali i Sato et al. (2014). I autofagie se může určitým 

způsobem uplatňovat v rámci molekulárních mechanizmů indukce apoptózy v důsledku 

hypoxie, ačkoliv její konkrétní úloha není příliš jasná. Mohla by představovat protektivní 

adaptivní mechanizmus, který pro hladovějící buňku zprostředkovává energii (Wang et al. 

2012). Vedle výše zmíněných proteinů se může podílet na molekulárních mechanizmech 

indukce apoptózy v důsledku hypoxie také NF-κB dráha (Lai et al. 2009). Dále bylo 

zjištěno zapojení např. AMPK (adenosine monophosphate-activated protein kinase), (Ryu 

et al. 2009), JNK a iNOS (Ko et al. 2008).     
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6. KOMENTÁŘ K PREZENTOVANÝM PUBLIKACÍM 

6.1. Přehled publikací 

PUBLIKACE 1 

Němcová-Fürstová V, Šrámek J, Balušíková K, James RF, Kovář J: 

Caspase-2 and JNK activated by saturated fatty acids are not involved in apoptosis 

induction but modulate ER stress in human pancreatic β-cells. 

Cellular Physiology and Biochemistry, 31: 277–289, 2013. IF: 3.550 (2013) 
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Šrámek J, Němcová-Fürstová V, Balušíková K, Daniel P, Jelínek M, James RF, Kovář J: 

p38 MAPK is activated but does not play a key role during apoptosis induction by 
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International Journal of Molecular Sciences, 17: 159, 2016. IF: 3.226 (2016) 
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Šrámek J, Němcová-Fürstová V, Kovář J: 

Kinase signaling in apoptosis induced by saturated fatty acids in pancreatic β-cells. 

International Journal of Molecular Sciences, 17: 1400, 2016. IF: 3.226 (2016) 

 

PUBLIKACE 4 

Šrámek J, Němcová-Fürstová V, Kovář J: 

Effect of saturated stearic acid on MAP kinase and ER stress signaling pathways during 

apoptosis induction in human pancreatic β-cells is inhibited by unsaturated oleic acid. 

International Journal of Molecular Sciences, 18: 2313, 2017. IF: 3.226 (2016) 
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International Journal of Molecular Sciences, připraveno k odeslání, 2018. 
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6.2. Vlastní komentář k publikacím a diskuze výsledků  

Hledání efektivní léčby diabetu mellitu 2. typu (DMT2) dnes představuje, vedle snahy 

nálezt efektivnější léčbu nádorových a kardiovaskulárních onemocnění celosvětově, jednu 

z hlavních priorit medicíny. Je tomu tak zejména kvůli velkému a stále se zvyšujícímu 

počtu pacientů a také kvůli vzrůstajícím nákladům na léčbu. Z těchto důvodů jsou znalosti 

mechanizmů patogeneze této choroby velmi potřebné, neboť mohou pomoci při hledání 

nových možností diagnózy, léčby a prevence. Výzkum v naší laboratoři je zaměřen na 

studium molekulárních mechanizmů, které se podílejí na dysfunkci a apoptóze 

pankreatických β-buněk ve spojitosti s patogenezí DMT2. Konkrétně se snažíme přispět 

k pochopení molekulárních mechanizmů indukce apoptózy nasycenými mastnými 

kyselinami (MK) a mechanizmů inhibice této indukce nenasycenými MK u pankreatických 

β-buněk.  

Většina experimentů v rámci výzkumu apoptózy β-buněk je vzhledem k deficitu 

vhodných lidských β-buněčných linií prováděna na liniích krysích nebo myších, případně 

krysích nebo myších ostrůvcích. Lidské Langerhansovy ostrůvky se vzhledem k jejich 

dostupnosti a preferenčnímu použití pro transplantace používají minimálně. V našich 

experimentech jsme používali jednu z mála existujících lidských β-buněčných linií, a to 

NES2Y. Ta vznikla na Univerzitě v Leicesteru (UK) v roce 1997 po odebrání buněk 

z pacienta trpícího dětskou chronickou hyperinzulinemickou hypoglykémií 

(nasidioblastóza), (Macfarlane et al. 1997). Tyto buňky mají defektní expresi 

transkripčního faktoru IUF1 (insulin upstream factor 1) a proto nejsou schopny reagovat na 

glukózu. Nejsou tedy vhodné pro studie zabývající se procesy asociovanými se sekrecí 

inzulínu. Nicméně pro studium molekulárních mechanizmů apoptózy indukované MK není 

tato vlastnost limitující. Linie NES2Y byla již dříve použita pro studium indukce apoptózy 

v jiných laboratořích (Ou et al. 2005a, 2005b). 

V publikacích, které jsou podkladem této práce, jsme používali 1 mM koncentraci 

nasycené kyseliny stearové (SA). Tato koncentrace SA se ukázala v našich předešlých 

experimentech jako nejvhodnější pro indukci apoptózy v pankreatických β-buňkách linie 

NES2Y nasycenými MK (Fürstová et al. 2008). 1 mM koncentrace SA zároveň 

koresponduje s chronicky zvýšenou hladinou SA, která je typická pro obézní pacienty. 

Fyziologická koncentrace SA se u dospělých pohybuje v rozmezí 0,110-1,170 mM 

(Lagerstedt et al. 2001, Abdelmagid et al. 2015). SA patří mezi nejčastěji zastoupené MK v 

krevní plazmě (Ingalls & Hoppel 1995, Lagerstedt et al. 2001, Stender et al. 2008). Vedle 



KOMENTÁŘ K PREZENTOVANÝM PUBLIKACÍM 

 

 36 
 

SA jsme v pilotních pokusech testovali také vliv nasycené kyseliny palmitové (PA). 

Vzhledem k nižší účinnosti PA v indukci apoptózy pankreatických β-buněk jsme dále 

pracovali pouze s SA. V experimentech jsme dále používali nenasycenou kyselinu 

olejovou (OA) jakožto protějšek nasycené SA. Koncentrace 0,2 mM OA, která je 

fyziologická (Lagerstedt et al. 2001), se ukázala být v našich předešlých experimentech 

dostačující pro plnou inhibici indukce apoptózy nasycenou SA (1 mM), (Fürstová et al. 

2008). Použité koncentrace MK se nacházejí v rozmezí koncentrací použitých 

v podobných experimentech jinými autory (např. Maedler et al. 2003, Eitel et al. 2002, 

Lupi et al. 2002). Vzhledem k tomu, že jsou MK ve vodě nerozpustné, byly 

v experimentech na buňky aplikovány vázané na sérový bovinní albumin. Fetální bovinní 

sérum, které je běžnou součástí používaných médií, obsahuje různé MK o nejasné 

koncentraci. My jsme proto v našich experimentech použili upravené bezsérové médium 

RPMI 1640 (Kovář & Franěk 1989, Koc et al. 2006), které umožňuje použít přesnou 

koncentraci dané MK. Nicméně media obsahující sérum jsou často v podobných 

experimentech používána (např. Maedler et al. 2001, Maestre et al. 2003, Welters et al. 

2006, Diakogiannaki et al. 2007, Dhayal et al. 2008).  

V experimentech, kde jsme sledovali vliv hypoxie, jsme jako silnou hypoxii 

používali 1% koncentraci kyslíku v kultivační atmosféře, jako střední hypoxii potom 4% 

koncentraci. 20% koncentrace kyslíku byla použita jako normoxie (ve vztahu k vnějším 

podmínkám, tj. koncentraci kyslíku ve vzduchu). Tyto, případně velmi podobné 

koncentrace kyslíku se v tomto smyslu běžně používají (Wang et al. 2012, Sato et al. 2014, 

Qiao et al. 2015).   

 

6.2.1. Úloha kaspázy 2 v indukci apoptózy nasycenými mastnými kyselinami  

Našemu pracovnímu kolektivu se podařilo jako prvnímu demonstrovat aktivaci kaspázy 2 

nasycenými MK v β-buňkách (Němcová-Fürstová et al. 2011). Úloha kaspázy 2 

v apoptóze pankreatických β-buněk byla prokázána již dříve v β-buněčné linii HIT-T15 

v důsledku nedostatku GTP (Huo et al. 2002). Dále byla její aktivace demonstrována 

v lidských ostrůvcích v průběhu procesu odebírání a uchování pankreatu pro izolaci 

ostrůvků. Tato aktivace byla spojována s nižší viabilitou ostrůvků (Ramachandran et al. 

2006). V jiné studii však nebyla prokázána úloha kaspázy 2 v regulaci viability 

pseudoostrůvků vytvořených β-buňkami linie MIN6 (Lock et al. 2011).   

 Kaspáza 2 se ukázala být klíčovou iniciační kaspázou aktivovanou v důsledku 

různých stimulů v řadě experimentálních modelů (Gu et al. 2008, Huang et al. 2007b, 
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Tiwari et al. 2011). Proto jsme předpokládali její případnou úlohu jako iniciační kaspázy i 

při indukci apopózy vyvolané nasycenými MK v pankreatických β-buňkách. Nezjistili 

jsme však žádný signifikantní efekt umlčení exprese kaspázy 2 prostřednictvím specifické 

siRNA (small interfering RNA) na viabilitu buněk NES2Y po aplikaci SA (viz publikace 

1: obr. 6, str. 54). To naznačuje, že kaspáza 2 zde nemá významnou úlohu. Vzhledem 

k tomu, že jsme nezjistili ovlivnění aktivace ostatních kaspáz při umlčení exprese kaspázy 

2 (viz publikace 1: obr. 7, str. 54), kaspáza 2 jejich aktivaci v buňkách linie NES2Y po 

aplikaci SA pravděpodobně nereguluje.  

 Předchozí práce naší laboratoře ukázala (Němcová-Fürstová et al. 2011), že hladina 

proteinu PIDD (regulační komponenta komplexu PIDDozómu) se po aplikaci MK nemění 

(Němcová-Fürstová et al. 2011). To naznačuje, že kaspáza 2 je zde velmi pravděpodobně 

aktivována mechanizmem nezávislým na formování komplexu PIDDozómu. Molekulární 

mechanizmy nezávislé na PIDDozómu již byly prokázány v některých jiných 

experimentálních modelech, kde byla apoptóza asociována s aktivací kaspázy 2 (např. 

Droin et al. 2001, Lavrik et al. 2006, Kim et al. 2009). Ukázalo se, že kaspáza 2 může být 

aktivována podobně jako kaspáza 8 i komplexem DISC (Droin et al. 2001, Lavrik et al. 

2006, Olsson et al. 2009), ale nemusí se již dále podílet na přenosu proapoptotického 

signálu (Lavrik et al. 2006). K této situaci by mohlo docházet i v buňkách linie NES2Y, 

neboť zde dochází k aktivaci obou kaspáz a umlčení exprese kaspázy 2 nemělo vliv na 

proapoptickou signalizaci. Již dříve byla také prokázána aktivace kaspázy 2 kaspázou 7 

(Inoue et al. 2009). K tomu by mohlo případně docházet i v buňkách linie NES2Y, neboť 

k aktivaci kaspázy 7 po aplikaci SA také dochází (viz publikace 1: obr. 4B, str. 53).    

 Ukázali jsme tak, že kaspáza 2 je v pankreatických β-buňkách NES2Y aktivována 

působením SA velmi pravděpodobně mechanizmem nezahrnujícím formování 

PIDDozómu. Kaspáza 2 v rámci aktivace kaspáz nepředstavuje apikální kaspázu a při 

apoptóze vyvolané nasycenými MK pravděpodobně nemá zásadní úlohu.  

 

6.2.2.  Úloha p38 MAPK a ERK signálních drah v indukci apoptózy 

nasycenými mastnými kyselinami a v inhibici této indukce nenasycenými 

mastnými kyselinami 

6.2.2.1. Regulace aktivace p38 MAPK a ERK signálních drah mastnými kyselinami 

Zjistili jsme, že SA v koncentraci indukující apoptózu (1 mM) v pankreatických β-buňkách 

NES2Y aktivuje p38 MAPK signální dráhu a inhibuje ERK signální dráhu (viz publikace 
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2: obr. 1C a 1D na str. 63). Naproti tomu nenasycená OA (0,2 mM), inhibuje uvedené 

účinky SA, přičemž sama o sobě ovlivňuje aktivaci testovaných drah pouze minimálně (viz 

publikace 4: obr. 2 na str. 96).  

Aktivace p38 MAPK v důsledku samostatného působení PA a OA (vliv SA nebyl 

zjišťován), byla již na některých pankreatických β-buněčných liniích a ostrůvcích popsána 

(Cvjetićanin et al. 2009, Yuan et al. 2010, Natalicchio et al. 2013). Co se týče aktivace 

ERK signální dráhy, dostupné výsledky nejsou jednoznačné. V některých pracích byla po 

aplikaci PA prokázána aktivace (Fontés et al. 2008, Simon et al. 2008, Plaisance et al. 

2009), v jiných inhibice (Guo et al. 2010, Watson et al. 2011) této dráhy. Aktivaci ERK 

kinázy po aplikaci SA ukázali pouze Simon et al. (2006). Zhang et al. (2007) pak prokázali 

aktivaci této kinázy po aplikaci OA. Nekonzistence dostupných dat může být do jisté míry 

způsobena odlišným experimentálním nastavení – doba působení MK a/nebo použité 

koncentrace se v některých studiích výrazně lišily. Dle nám dostupných poznatků nebyl 

inhibiční efekt nenasycených MK na aktivaci p38 MAPK a inhibici ERK signální dráhy, 

působením apoptózu indukujících koncentrací nasycených MK, dosud popsán. 

 Shrnutím našich a dalších dostupných výsledků můžeme konstatovat, že aplikace 

nasycených MK, v apoptózu indukující koncentraci, vede v pankreatických β-buňkách 

spíše k aktivaci p38 MAPK dráhy. Nenasycené MK tuto dráhu mohou aktivovat, pouze 

pokud jsou aplikovány ve vyšší koncentraci. Jinak jsou schopny inhibovat efekt 

nasycených MK. Vliv nasycených a nenasycených MK na aktivaci ERK dráhy je potom 

vzhledem k protichůdným výsledkům zatím nejasný.     

 

6.2.2.2.  Úloha p38 MAPK signální dráhy v indukci apoptózy nasycenými mastnými 

kyselinami  

Zjistili jsme, že p38 MAPK signální dráha se v pankreatických β-buňkách linie NES2Y 

může podílet na apoptóze vyvolané 1 mM SA, ale pravděpodobně v tomto procesu nemá 

klíčovou úlohu (viz publikace 2: obr. 2 na str. 64, obr. 3 na str. 65, obr. 4 na str. 66 a obr. 5 

na str. 67). K podobnému zjištění došli Yuan et al. (2010) na myší linii β-buněk NIT-1 s 

použitím nikoliv SA ale PA. Další autoři jejich výsledky v buňkách NIT-1 však nepotvrdili 

(Zhang et al. 2007a). Nicméně doba působení PA byla v jejich experimentu pouze 10 min. 

Naopak Abaraviciene et al. (2008), Cvjetićanin et al. (2009) a následně Natalicchio et al. 

(2013) naznačili nebo přímo ukázali (použitím specifického inhibitoru p38 MAPK) na 

krysích a/nebo lidských β-buněčných liniích a ostrůvcích, že p38 MAPK zprostředkovává 



KOMENTÁŘ K PREZENTOVANÝM PUBLIKACÍM 

 

 39 
 

apoptózu indukovanou PA. Výsledky těchto autorů naznačují významnější úlohu p38 

MAPK kinázy v procesu apoptózy vyvolané nasycenými MK.   

Z výše uvedených publikovaných výsledků se zdá, že p38 MAPK aktivovaná 

nasycenými MK se v pankreatických β-buňkách pravděpodobně účastní proapoptotické 

signalizace vyvolané těmito kyselinami. Tato funkce p38 MAPK kinázy byla 

demonstrována i v hlodavčích a lidských ostrůvcích, které byly vystaveny oxidovaným 

lipidům (Ma et al. 2010) nebo cytokinům (Saldeen et al. 2001, Makeeva et al. 2006). 

Kromě toho, proapoptotická úloha této kinázy byla naznačena po aplikaci MK také 

v některých jiných typech buněk (Chai et al. 2007, Liu et al. 2009, Song et al. 2014).   

 

6.2.2.3. Úloha ERK signální dráhy v indukci apoptózy nasycenými mastnými 

kyselinami 

V naší práci jsme zjišťovali, zda p38 MAPK kináza reguluje aktivitu ERK signální dráhy. 

Ačkoliv některé z výsledků vztah mezi p38 MAPK a ERK signální dráhou neprokázaly 

(viz publikace 2: obr. 2B na str. 64 a obr. 4B na str. 66), celkově spíše naznačují, že p38 

MAPK kináza inhibuje v pankreatických β-buňkách signální dráhu ERK (publikace 2: obr. 

3B na str. 65 a obr. 5B na str. 67). V β-buňkách nebyl dosud vztah mezi uvedenými 

dráhami studován, ale v některých jiných typech buněk byl vliv p38 MAPK kinázy na 

dráhu ERK popsán (Berra et al. 1998, Lee et al. 2002). Tento vliv byl podobně jako 

v našem případě inhibičního charakteru.   

Vzhledem k našemu zjištění, že p38 MAPK dráha pravděpodobně v procesu 

apoptózy buněk NES2Y indukované MK nemá klíčovou úlohu, tak pravděpodobně ani 

ERK signální dráha by v tomto procesu neměla hrát významnou roli. To však nevylučuje 

možnost, že v jiných typech buněk mohou mít obě dráhy významnější úlohu. 

 

6.2.3. Úloha stresu ER v indukci apoptózy nasycenými mastnými kyselinami a 

v inhibici této indukce nenasycenými mastnými kyselinami 

6.2.3.1.  Regulace aktivace jednotlivých drah stresu ER mastnými kyselinami 

Zjistili jsme, že SA v koncentraci vyvolávající apoptózu (1 mM) aktivuje všechny tři dráhy 

stresu ER (tj. IRE1α, PERK a ATF6 dráhy) již 3h po aplikaci (viz publikace 1: obr. 1 na 

str. 51, obr. 2 a 3 na str. 52). Tyto výsledky získané na lidské β-buněčné linii NES2Y 

korelují s výsledky získanými spíše na primárních β-buňkách krysího a lidského původu 
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(Cunha et al. 2008, Ladriere et al. 2010), než na hlodavčích β-buněčných liniích 

(Kharroubi et al. 2004, Cunha et al. 2008, Diakogiannaki et al. 2008).   

Aktivace IRE1α dráhy v důsledku působení SA skrze detekci alternativního 

sestřihu XBP1 mRNA a aktivaci JNK (viz publikace 1: obr. 1 na str. 51 a obr. 2 na str. 52) 

byla prokázána i některými dalšími autory (Kharroubi et al. 2004, Cnop et al. 2007, 

Laybutt et al. 2007, Cunha et al. 2008, Gwiazda et al. 2009), ale ne všemi (Diakogiannaki 

et al. 2008, Lai et al. 2008, Ladriere et al. 2010). Tento zdánlivý rozpor by mohl být 

vysvětlen odlišnou mírou vyvolaného stresu ER v jednotlivých studiích, kdy se ukazuje, že 

IRE1α dráha je aktivována pouze v případě silného stresu ER (Lai et al. 2008). Analogický 

efekt SA na aktivaci PERK a fosforylaci eIF2α jako v buňkách NES2Y (viz publikace 1: 

obr. 1 na str. 51) byl zjištěn také v β-buněčných liniích zvířecího původu vystavených 

působení PA (Karaskov et al. 2006, Cnop et al. 2007, Laybutt et al. 2007, Cunha et al. 

2008, Diakogiannaki et al. 2008, Lai et al. 2008, Gwiazda et al. 2009, Dhayal & Morgan 

2011, Kim et al. 2018). Aplikace SA vyvolala v buňkách NES2Y aktivaci dráhy ATF6 (viz 

publikace 1: obr. 3, str. 52) obdobně jako v buňkách linie MIN6 působení PA (Laybutt et 

al. 2007). Je zajímavé, že v buňkách linie INS-1 aktivovala ATF6 dráhu OA (Kharroubi et 

al. 2004). 

 Nenasycená OA (0,2 mM) je schopna inhibovat účinky SA na IRE1α a PERK 

dráhy stresu ER, přičemž samotná OA ovlivňuje tyto dráhy minimálně. To bylo zjištěno 

jak námi u lidské β-buněčné linii NES2Y (viz publikace 4: obr. 3 na str. 97, obr. 4 na str. 

98 a obr. 5 na str. 99) tak u krysích linií BRIN-BD11 a INS-1E (Diakogiannaki et al. 2008, 

Sommerweiss et al. 2013). Co se týče vlivu působení OA na efekt SA na aktivaci ATF6 

dráhy, nejsou dostupná žádná data. 

 Můžeme tedy shrnout, že aplikace nasycených MK, v koncentraci indukující 

apoptózu, vede k silné aktivaci všech tří signálních drah stresu ER. Nenasycené MK jsou 

schopny inhibovat aktivující účinek nasycených MK na IRE1α a PERK dráhy stresu ER a 

samy ovlivňují jejich aktivaci pouze minimálně. Vliv nenasycených MK na efekt 

nasycených MK na aktivaci ATF6 dráhy nebyl zatím nikým studován. Je dostupná pouze 

jedna práce, kde aplikace (samotné) nenasycené OA vedla k aktivaci dráhy ATF6.   

 

6.2.3.2. JNK a indukce stresu ER nasycenými mastnými kyselinami  

Inhibice aktivity JNK snížila upregulaci proteinu BiP způsobenou SA (viz publikace 1: 

obr. 4A, str. 53). JNK kináza se tedy na regulaci stresu ER určitým způsobem podílí, 

pravděpodobně prostřednictvím regulace aktivace „downstream“ od proteinu c-Jun. c-Jun 
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se může účastnit procesu formování komplexu AP-1 (activator protein-1), který vedle 

exprese ATF6 a XBP1 reguluje také expresi BiP proteinu (He et al. 2000, Yamamoto et al. 

2004). Toto vysvětlení není v souladu s minimálním efektem JNK inhibice na expresi 

CHOP (viz publikace 1: obr. 4A, str. 53), který je také regulován komplexem AP-1 (Pirot 

et al. 2007). Kromě toho bylo již dříve v buňkách linie INS-1 prokázáno, že na formování 

komplexu AP-1 se po aplikaci PA nepodílí c-Jun ale Jun-B (Pirot et al. 2007). Jun-B je 

další člen Jun rodiny transkripčních faktorů, jejichž aktivace je nezávislá na JNK (Kallunki 

et al. 1996).   

JNK kináza je považována za případný spojující článek mezi stresem ER a indukcí 

apoptózy. Nicméně, po specifické inhibici této kinázy inhibitorem SP600125, jsme 

nezjistili inhibici či zpoždění aktivace kaspáz ani zvýšení exprese CHOP (viz publikace 1: 

obr. 4A a 4B, str. 53) jak ukázali Cunha et al. (2008). Naše výsledky naznačují, že JNK 

není v buňkách NES2Y mediátorem apoptózy vyvolané SA, nelze však vyloučit možnou 

„prosurvival“ úlohu JNK kinázy. Ta byla některými autory prokázána (Park et al. 2007, 

Leung et al. 2008).  

JNK kináza se tedy v pankreatických β-buňkách pravděpodobně určitým způsobem 

podílí na regulaci stresu ER. Její úloha coby mediátoru mezi stresem ER a indukcí 

apoptózy vyvolané nasycenými MK není však jasná.   

 

6.2.3.3. Kaspáza 2 a indukce stresu ER  

Zjistili jsme, že umlčení exprese kaspázy 2 snížilo zvýšenou hladinu proteinu BiP po 

aplikaci SA (viz publikace 1: obr. 8, str. 55). Logette et al. (2005) ukázali, že exprese 

kaspázy 2 může být transkripčně regulována proteiny SREBP (sterol-regulatory element 

binding protein) 2 a SREBP1c, což jsou hlavní aktivátory genů kódujících proteiny 

regulující syntézu cholesterolu a MK. Tito autoři dále zjistili, že umlčení exprese kaspázy 

2 vede v buňce k poklesu hladin cholesterolu a triacylglycerolu (Logette et al. 2005). 

Kromě toho, Zhang et al. (2007b) ukázali, že myši s deficitem kaspázy 2 (knockout) mají 

méně tělesného tuku než normální myši. Zdá se tedy, že kaspáza 2 se může určitým 

způsobem podílet na signalizaci regulující metabolismus lipidů, což může následně 

ovlivnit míru stresu ER v buňkách.  
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6.2.4.  „Upstream“ mechanizmy indukce apoptózy nasycenými mastnými 

kyselinami a místo inhibiční intervence nenasycených mastných kyselin 

Výsledky našich (obr. 3, str. 117) i některých dalších studií (Vacaresse et al. 1999, Holzer 

et al. 2011) poukazují na to, že počátek dráhy indukce apoptózy nasycenými MK se 

nachází „upstream“ od námi studovaných signálních drah p38 MAPK, ERK a stresu ER. Je 

možné, že signalizace vyvolaná MK může začínat již na plazmatické membráně buňky, 

kde MK ovlivňují její fluiditu. Nasycené MK s rigidním a rovným acylovým řetězcem po 

inkorporaci do membránové dvojvrstvy snižují membránovou fluiditu (Karnovski et al. 

1982). To může změnit schopnost membránových receptorů (např. receptorových tyrosin 

kináz) dimerizovat a tedy přenášet signály dále. Signály tohoto typu mohou mít charakter 

proliferační a/nebo„prosurvival“.  

Nenasycené MK s „ohnutým“ acylovým řetězcem pak redukují membránovou 

fluiditu výrazně méně než nasycené MK či jsou schopny ji dokonce zvyšovat. Co se týče 

možného mechanizmu inhibiční intervence nenasycených MK v signalizaci vyvolané 

nasycenými MK, tak jeden z možných mechanizmů může být zvýšení membránové 

fluidity a tím kompenzování efektu nasycených MK na rigiditu membrány. Dalo by se také 

spekulovat o možné úloze lepší schopnosti nenasycených MK se inkorporovat do 

plazmatické membrány v průběhu „kompetice“ s nasycenými MK. Nicméně, abychom 

potvrdili tyto spekulace, jsou potřeba další specifické studie.      

 

6.2.5.  Vliv hypoxie na indukci apoptózy nasycenými mastnými kyselinami a na 

inhibici této indukce nenasycenými mastnými kyselinami 

6.2.5.1. Vliv hypoxie na indukci apoptózy a na inhibici této indukce mastnými 

kyselinami   

Ukázali jsme, že hypoxie (střední i silná) signifikantně zvyšuje proapoptotický efekt 1 mM 

SA, přičemž efekt silné hypoxie byl výrazně větší než efekt střední hypoxie (viz publikace 

5: obr. 1, str. 108). Tyto výsledky naznačují, že když se působení hypoxie kombinuje 

s působením jiného proapoptotického faktoru, hypoxie pak může představovat rozhodující 

element vedoucí k indukci apoptózy pankreatických β-buněk. Potenciace cytotoxického 

efektu různých látek v důsledku hypoxie byla zjištěna v jiných typech buněk (Walford et 

al. 2004, Bullova et al. 2016).  

Dále jsme ukázali, že hypoxie signifikantně snížila protektivní efekt 0,2 mM OA 

proti proapoptotickému efektu SA a to takovým způsobem, že OA již nebyla schopna 
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blokovat indukci apoptózy β-buněk vyvolanou působením SA. Efekt silné hypoxie byl 

opět výraznější než efekt střední hypoxie (viz publikace 5: obr. 1, str. 108). Zdá se tedy, že 

hypoxie může v pankreatických β-buňkách také inhibovat antiapoptotický efekt některých 

látek. Zatím nebyly publikovány žádné práce zabývající se tímto tématem.    

Zjistili jsme, že střední hypoxie (4 % O2) nemá žádný efekt na růst a viabilitu 

lidských pankreatických buněk NES2Y, zatímco silná hypoxie (1% O2) má určitý relativně 

mírný účinek snižující růst buněk (viz publikace 5: obr. 1, str. 108). Je zajímavé, že na β-

buňky hlodavčích linií (INS-1, MIN6) má silná, ale i střední hypoxie výrazně silnější 

proapoptotický efekt (Lai et al. 2009, Zheng et al. 2012, Sato et al. 2014, Qiao et al. 2015). 

To by mohlo naznačovat, že lidské pankreatické β-buňky jsou vůči hypoxickému stresu 

odolnější než β-buňky hlodavčí. Zda je to dáno narušením mechanizmů 

zprostředkovávajících poškozující účinek hypoxie v linii NES2Y nebo jde o fyziologickou 

situaci u lidských β-buněk, zůstává otázkou. 

Hypoxie tedy může představovat klíčový faktor rozhodující o přežívání/smrti 

pankreatických β-buněk v přítomnosti MK a tedy v důsledku i o vzniku diabetu 2. typu. 

Žádná jiná studie zabývající se vlivem spolupůsobení hypoxie a MK nebyla dosud 

publikována.  

   

6.2.5.2. Mechanizmy hypoxie a místo intervence hypoxie do mechanizmů indukce 

apoptózy a inhibice této indukce mastnými kyselinami 

Co se týče molekul potenciálně zprostředkovávajících poškozující účinek hypoxie 

v buňkách NES2Y, naše výsledky naznačují (viz publikace 5: obr. 2, str. 109), že došlo 

k aktivaci jak iniciačních (kaspáza 8 a 9), tak exekučních kaspáz (kaspáza 6 a 7). Dosud 

bylo v pankreatických β-buňkách zjištěno pouze zapojení kaspázy 8, 3 a 7 jakožto 

mediátorů poškozujícího účinku hypoxie (Lai et al. 2009, Qiao et al. 2015, Sato et al. 2014, 

Zheng et al. 2012, Wang et al. 2012, Bensellam et al. 2016, Ryu et al. 2009, Tian et al. 

2013). My jsme však nově prokázali možné zapojení kaspázy 9 a 6. Je zajímavé, že 

aktivace kaspáz vyvolaná působením nasycených MK byla snížena za středně hypoxických 

podmínek (viz publikace 5: obr. 2, str. 108), přičemž ale nedošlo k zvýšení počtu 

přežívajících buněk. Naopak jsme zjistili snížení počtu přežívajících buněk (viz publikace 

5: obr. 2, str. 109). Vysvětlení těchto protichůdných výsledků je značně problematické.  

 Zjistili jsme, že hypoxie potenciuje efekt MK na expresi (její zvýšení) hlavních 

markerů stresu ER, proteinů BiP a CHOP (viz publikace 5: obr. 3, str. 110). Tyto výsledky 

stejně jako výsledky dalších autorů (Oslowski & Urano 2011, Zheng et al. 2012) naznačují, 
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že vedle aktivace kaspáz zprostředkovává v pankreatických β-buňkách proapoptotický 

účinek hypoxie také signalizace stresu ER. Bylo prokázáno, že signalizace stresu ER se 

nalézá „upstream“ od aktivace kaspáz (Tabas & Ron 2011). Proto se musí intervence 

hypoxie do mechanizmů indukce apoptózy nasycenými MK a do mechanizmů inhibice této 

indukce nenasycenými MK nalézat v rámci nebo „upstream“ od drah stresu ER. 

 ER stres vyvolaný působením MK je v β-buňkách potenciován hypoxií 

pravděpodobně proto, protože proces „sbalování“ molekul proinzulínů v ER zahrnuje 

vytvoření tří disulfidových vazeb reakcí vyžadující molekulární kyslík (Appenzeller-

Herzog & Ellgaard 2008). Když je však molekulárního kyslíku nedostatek, dochází 

k akumulaci nesbalených molekul proinzulínu stejně jako dalších proteinů. To vede ke 

snížení funkce β-buněk a dohromady s působením MK přispívá k narušení homeostáze ER. 

V srdečních myocytech bylo zjištěno, že silná hypoxie vyvolává redistribuci dvou 

transportérů MK (FAT/CD36 a FABPpm) z cytoplazmy na plazmatickou membránu 

buňky. To vede k zvýšení příjmu MK do buňky (Chabowski et al. 2006). Oba transportéry 

se nacházejí i v pankreatických β-buňkách (Hyder et al. 2010, Dalgaard et al. 2011). K této 

redistribuci v důsledku hypoxie by mohlo docházet obdobně i v β-buňkách a tedy by tento 

jev mohl představovat mechanizmus, kterým hypoxie v pankreatických β-buňkách zvyšuje 

proapoptotický efekt nasycených MK. Vzhledem k tomu, že nenasycená OA může mít v β-

buňkách při vyšších koncentracích také proapoptotický efekt (Cnop et al. 2002, Cunha et 

al. 2008, Tuo et al. 2011) uvedený zvýšený příjem MK v důsledku redistribuce 

transportérů MK by mohl znamenat, že OA již dále nepůsobí cytoprotektivně, ale naopak 

může β-buňkám škodit. A/Nebo, OA již není schopna inhibovat proapototické působení 

SA, jejíž koncentrace se zvýšila v důsledku hypoxií vyvolané redistribuce transportérů 

MK.    

 Ukazuje se tak, že hypoxie vede v pankreatických β-buňkách k zapojení drah stresu 

ER. Místo intervence proapoptotického efektu hypoxie do mechanizmů indukce apoptózy 

a inhibice této indukce MK se musí nalézat „upstream“ nebo v rámci drah stresu ER. 
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Abstract: Saturated fatty acids (FAs) induce apoptosis in the human pancreatic β-cell line NES2Y 

while unsaturated FAs have nearly no detrimental effect. Moreover, unsaturated FAs are capable 

of inhibiting the pro-apoptotic effect of saturated FAs. Hypoxia is also known to have deleterious 

effects on β-cells function and viability. In the present study, we tested modulatory effect of 

hypoxia on the effect of FAs on growth and viability of human pancreatic β-cells NES2Y. We 

showed that hypoxia increased pro-apoptotic effect of stearic acid (SA). Endoplasmic reticulum 

stress signaling seemed to be involved in this effect. Hypoxia also decreased protective effect of 

oleic acid (OA) against pro-apoptotic effect of SA. Thus OA in the presence of hypoxia was unable 

to safe SA-treated β-cells from apoptosis induction. Hypoxia itself had only weak detrimental 

effects on NES2Y cells. Our data suggest that hypoxia could represent an important factor in 

pancreatic β-cell death induced by FAs and thus in the development of type 2 diabetes mellitus. 

Keywords: fatty acids; pancreatic β-cells; hypoxia; apoptosis; ER stress; caspases; NES2Y. 

 

1. Introduction 

It was suggested that increased levels of fatty acids (FAs) in blood as well as hypoxia are 

factors contributing to pancreatic β-cells failure and death and thus to type 2 diabetes mellitus 

(T2DM) development [Lupi et al. 2002, Maedler et al. 2003, Azevedo-Martins et al. 2006, Welters 

2006, Fürstová et al. 2008, Lai et al. 2009; Zheng et al. 2012; Fang et al. 2014].   

Our previous studies as well as studies of others have shown that the effect of FAs on the 

function and viability of pancreatic β-cells depends on the level of their saturation. Saturated FAs, 

i.e. palmitic or more efficiently stearic acid (SA), have detrimental effect on β-cells, whereas 

unsaturated FAs, i.e. oleic acid (OA) or palmitoleic acid, are well tolerated and are even capable of 

inhibiting the pro-apoptotic effect of saturated FAs [Maedler et al. 2003, Welters et al. 2004, 2006, 

Fürstová et al. 2008, Diakogiannaki et al. 2008, Němcová-Fürstová et al. 2011].   

Direct hypoxia detrimental effects on pancreatic β-cell function and viability was documented 

in rodents [Lai et al. 2009; Zheng et al. 2012; Fang et al. 2014]. The role of hypoxia in β-cell 

apoptosis can be supported by the presence of hypoxia in vivo in the islets of animal models of 

T2DM [Jonas et al. 1999; Li et al. 2006; Sato et al. 2011; Bensellam et al. 2012b]. In addition, it was 

found that severe hypoxia in islet grafts contributes to β-cell apoptosis in the early post-

transplantation period [Emamaulee et al. 2007; Olsson et al. 2011].  

Molecular mechanisms of apoptosis induction by saturated FAs and inhibition of this 

induction by unsaturated FAs as well as molecular mechanisms underlying the deleterious effects 

mailto:jan.sramek@lf3.cuni.cz
mailto:vlasta.furstova@centrum.cz
mailto:jan.kovar@lf3.cuni.cz
mailto:jan.polak@lf3.cuni.cz
mailto:jan.kovar@lf3.cuni.cz%20(J.K.);
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of hypoxia in β-cells remain unclear [Bensellam et al. 2012a, Biden et al. 2014]. However, beside 

caspases activation leading to PARP cleavage endoplasmic reticulum (ER) stress signaling seems to 

be involved [Cnop et al. 2010, Němcová-Fürstová et al. 2011, Zheng et al. 2012; Bensellam et al. 

2016].  

ER stress was demonstrated to result in activation of three signaling pathways. These 

pathways primarily participate in the restoration of ER homeostasis, e.g. by increasing the 

expression of chaperones, such as immunoglobulin heavy chain-binding protein (BiP) [Hetz et al. 

2012]. However, if this response fails, caspases are activated and apoptosis is induced by 

mechanisms that are not still completely understood. Suggested mediator is here transcription 

factor CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP) [Tabas & Ron 

2011]. Proteins BiP and CHOP are therefore considered to be main markers of ER stress (reviewed 

in [Biden et al. 2014]).   

In the present study, we tested modulatory effect of hypoxia on the effect of FAs on growth 

and viability of human pancreatic β-cells NES2Y. This seems to be the first study testing such 

hypoxia effect in pancreatic β-cells as well as in other cell types. We documented that hypoxia 

increased pro-apoptotic effect of SA. ER stress signaling seemed to be involved in this effect. 

Hypoxia also decreased protective effect of OA against pro-apoptotic effect of SA. Thus OA in the 

presence of hypoxia was unable to safe SA-treated β-cells from apoptosis induction. Hypoxia itself 

had only weak detrimental effects on NES2Y cells. These results suggest that hypoxia could 

represent an important factor in pancreatic β-cell death induced by FAs and thus in the 

development of T2DM.  

2. Results 

2.1. Modulation of the effect of fatty acids on cell growth and viability by hypoxia 

In non-treated cells only strong hypoxia decreased the number of living cells approximately 

1.5-fold comparing to the number of cells under normoxia within 48 h of incubation (Figure 1A).  

Under control conditions (20 % O2), 1 mM stearic acid (SA) decreased the number of living 

NES2Y cells approximately to 28 % of the number of non-treated cells, i.e. significantly below the 

number of cells of inoculum, within 48 h of incubation. Moderate hypoxia (4 % O2) produced 

further significant decrease of the number of cells treated with 1 mM SA within the same 

incubation period. The number of living cells under moderated hypoxia was about 10 % of the 

number of cells under normoxia. Ratio of the number of SA-treated cells and non-treated cells was 

decreased from 0.082 (normoxia) to 0.029 by moderate hypoxia. Strong hypoxia (1 % O2) decreased 

the number of cells treated with SA more than moderate hypoxia. The number of living cells under 

strong hypoxia represented approximately 4 % of the number of cells under normoxia. Ratio of the 

number of SA-treated cells and non-treated cells was decreased from 0.082 (normoxia) to 0.017 by 

strong hypoxia (see Figure 1A, B).   

Under control conditions (20 % O2), 0.2 mM oleic acid (OA) applied together with 1 mM SA 

increased the number of living cells approximately 6.5-fold compared to the number of cells 

treated with SA only, i.e. significantly over the number of cells of inoculum, within 48 h of 

incubation. Moderate hypoxia significantly decreased this enhancing effect of OA. The number of 

living cells under moderated hypoxia was increased due to OA co-application with SA only 5.4-

fold comparing to the number of cells treated with SA only, i.e. significantly below the number of 

cells of inoculum. Strong hypoxia decreased the enhancing effect of OA more than moderate 

hypoxia. The number of living cells under strong hypoxia was increased after OA co-application 

only 3.1-fold comparing to the number of cells treated with SA only (see Figure 1A, C).    

OA at a concentration of 0.2 mM had no effect on the number of living cells under control 

conditions (20 % O2) within 48 h of incubation. Hypoxia seemed to have similar effect on OA-

treated cells like on non-treated cells (Figure 1A).  
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Figure 1. (A) Effects of hypoxia (see “Materials and Methods”) applied simultaneously 

with 1 mM stearic acid (SA), 1 mM SA plus 0.2 mM oleic acid (OA), and 0.2 mM OA (see 

“Materials and Methods”) on cell growth and viability of NES2Y cells. (B) Effect of 

hypoxia on cell growth and viability of NES2Y cells treated with SA when comparing 

with cells without fatty acid (ratio of the number of SA-treated cells and non-treated 

cells). (C) Effect of hypoxia on cell growth and viability of NES2Y cells treated with SA 

plus OA when comparing with SA-treated cells (ration of the number of cells treated with 

SA plus OA and SA-treated cells). When assessing cell growth and viability, cells were 

seeded at a concentration of 9 × 104 cells/100 µL of culture medium per well of 24-well 

plate (see “Materials and Methods”). The number of living cells was determined after 48 

h of incubation in the presence of a hypoxia (4 % and 1 % O2) or under control conditions 

(20 % O2). Each column represents the mean of four separate cultures  SEM. * P<0.05, ** 

P<0.001 when comparing the effect of particular hypoxia with normoxia. Dotted line 

represents the number of cells of inoculum. 

2.2. Modulation of the effect of fatty acids on activation of caspases by hypoxia  

 Under control conditions (20 % O2), the application of 1 mM SA resulted in significant 

activation (cleavage) of initiator caspase-8, -9 as well as executioner caspase -6, -7 and the cleavage 

of caspase substrate PARP in NES2Y cells compared to non-treated cells after 18 h of incubation. 

Moderate hypoxia (4 % O2) seemed to decrease slightly the level of cleaved caspases but not of the 

PARP in cells treated with SA. Strong hypoxia (1 % O2) increased the level of caspases and PARP 

cleavage (Figure 2).     

Under control conditions, the application of 0.2 mM OA together with 1 mM SA decreased the 

cleavage of caspases and PARP due to SA application within 18 h of incubation. Moderate as well 
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as strong hypoxia counteracted the protection effect of OA against cleavage of caspases and PARP 

due to SA application (Figure 2).  

The application of OA at a concentration of 0.2 mM did not result in caspase activation and 

PARP cleavage within 18 h of incubation. Hypoxia did not affect it. Hypoxia itself had nearly no 

effect on caspase activation and PARP cleavage (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Effects of hypoxia (see “Materials and Methods”) applied simultaneously with 1 

mM stearic acid (SA), 1 mM SA plus 0.2 mM oleic acid (OA), and 0.2 mM OA (see 

“Materials and Methods”) on the activation of caspase-8 (C8), caspase-9 (C9), caspase-6 

(C6), caspase-7 (C7) assessed by the level of cleaved caspases and on the level of PARP 

cleavage in NES2Y cells. After 18 h of incubation, levels of individual proteins were 

determined using western blot analysis employing relevant antibodies (see “Materials 

and Methods”). Actin level was used to confirm equal protein loading. The data shown 

were obtained in one representative experiment from at least three independent 

experiments.  

 

2.3. Modulation of the effect of fatty acids on the expression of BiP and CHOP by hypoxia 

Under control conditions (20 % O2), the application of 1 mM SA resulted in a significant 

increase of the expression of endoplasmic reticulum stress markers BiP and CHOP in NES2Y cells 

after 18 h of incubation. Moderate (4 % O2) as well as strong (1 % O2) hypoxia seemed to increase 

the expression of both proteins in the cells treated with SA (Figure 3).    

Under control conditions, the application of 0.2 mM OA together with 1 mM SA decreased 

significantly the expression of BiP and CHOP due to SA application after 18 h of incubation. 

Moderate as well as strong hypoxia counteracted the effect of OA and the expression of BiP and 

CHOP was increased when comparing with OA effect under control conditions (Figure 3).    

Under control conditions, the application of 0.2 mM OA alone had no effect on the expression 

of BiP as well as CHOP. Hypoxia did not change it significantly. Hypoxia itself had nearly no effect 

on the expression of both proteins (Figure 3).  
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Figure 3. Effects of hypoxia (see “Materials and Methods”) applied simultaneously with 1 

mM stearic acid (SA), 1 mM SA plus 0.2 mM oleic acid (OA), and 0.2 mM OA (see 

“Materials and Methods”) on the level of BiP and CHOP in NES2Y cells. After 18 h of 

incubation, levels of individual proteins were determined using western blot analysis 

employing relevant antibodies (see “Materials and Methods”). Actin level was used to 

confirm equal protein loading. The data shown were obtained in one representative 

experiment from at least three independent experiments.      

3. Discussion 

Previous studies have demonstrated that saturated fatty acids (FAs), e.g. stearic acid (SA) and 

palmitic acid, induced apoptosis in the human pancreatic β-cell line NES2Y while unsaturated FAs 

(oleic acid (OA) and palmitoleic acids) have weak detrimental effect only at high concentrations. 

Moreover, unsaturated FAs are capable of inhibiting the pro-apoptotic effect of saturated FAs 

[Maedler et al. 2003, Welters et al. 2004, 2006, Diakogiannaki et al. 2008, Fürstová et al. 2008, 

Němcová-Fürstová et al. 2011]. Beside saturated FAs also hypoxia was demonstrated to have 

deleterious effect on β-cells function and viability [Jonas et al. 1999, Li et al. 2006, Sato et al. 2011, 

Bensellam et al. 2012b, Zheng et al. 2012, Fang et al. 2014, Bensellam et al. 2016].  

We tested in this study the modulation of effects of FAs on the growth, viability and 

functioning of the human pancreatic β-cells NES2Y by hypoxia. To our knowledge, this is the first 

study testing such hypoxia effect in pancreatic β-cells as well as in other cell types.    

We have documented that moderate (4 % O2) as well as strong (1 % O2) hypoxia significantly 

increased pro-apoptotic effect of saturated SA in NES2Y β-cells. The effect of strong hypoxia was 

significantly stronger then the effect of moderate hypoxia (see Figure 1A, B and 2). Concerning 

these data, it seems that deleterious effects of hypoxia when combined with other pro-apoptotic 

factor(s) may represent decisive element leading to pancreatic β-cell death. Potentiation of 

cytotoxic effect of various agents due to hypoxia was published in other cell types [Walford et al. 

2004, Bullova et al. 2016]. Next, we have showed that hypoxia significantly decreased protective 

effect of unsaturated OA against pro-apoptotic effect of saturated SA. Thus OA was unable to 

block apoptosis induction in SA-treated β-cells. The effect of strong hypoxia was again markedly 

significantly stronger then the effect of moderate hypoxia (Figure 1A, C and 2). Concerning these 

results, it seems that hypoxia can also inhibit anti-apoptotic effect of some agens in pancreatic β-

cells. However, there were no studies published considering this issue to our knowledge. 

Regarding our results of the effect of hypoxia applied alone, we have found that only strong 

hypoxia (1% O2) has significant effect on cell growth and viability of NES2Y cells, i.e. it decreased 

cell growth (Figure 1A). Interestingly, in rodent β-cell lines (INS-1, MIN6) moderate or strong 

hypoxia caused much stronger deleterious effects [Lai et al. 2009; Zheng et al. 2012; Sato et al. 2014; 

Qiao et al. 2015]. Additional data are needed to elucidate if relatively weak hypoxia effect in 

NES2Y cells is due to impaired mechanisms that mediate detrimental effects of hypoxia or it is 

physiological situation and human pancreatic β-cells are more tolerant to hypoxic stress than 



PUBLIKACE 

 

 111 
 

rodent β-cells. Taken together data discussed above suggest that hypoxia could represent an 

important factor in pancreatic β-cell death induced by FAs and thus in the development of type 2 

diabetes mellitus (T2DM).   

    Concerning possible molecules mediating hypoxia detrimental effects in NES2Y cells it seem that 

caspases (caspase-9, -8, -7 and -6) and PARP are involved since FAs-induced cleavage of these 

proteins was increased under hypoxic conditions (see Figure 2A). A possible involvement of 

caspase-8, -3 and -7 was published till now [Lai et al. 2009; Qiao et al. 2015; Sato et al. 2014, Zheng 

et al. 2012, Wang et al. 2012, Bensellam et al. 2016, Ryu et al. 2009. Tian et al. 2013] but this is the 

first study suggesting possible participation of caspase-9 and -6 as a mediators of hypoxia 

deleterious effects in pancreatic β-cells. Interestingly, moderate hypoxia decreased saturated SA-

induced caspases cleavage (Figure 2) and it was not followed by increase of the number of living 

cells. On the contrary, decrease of the number of living cells was observed (see Figure 1A). 

Additional studies are needed to elucidate these data. We have also documented that hypoxia 

increases FAs-induced expression of the main ER stress markers BiP and CHOP (Figure 3). These 

results as well as results of other authors [Oslowski & Urano 2011, Zheng et al. 2012] suggest that 

beside caspases activation also ER stress signalling mediates detrimental effects of hypoxia in 

pancreatic β-cells. ER stress signaling was generally considered to be upstream from caspases 

activation [Tabas & Ron 2011]. Therefore, hypoxia intervention into molecular mechanisms of 

apoptosis induction by saturated FAs and into mechanisms of inhibition of this induction by 

unsaturated FAs must be located at least partly within or upstream of ER stress pathways.  

FA-induced ER stress is potentiated by hypoxia in β-cell probably since the appropriate 

folding of proinsulin in the ER involves the formation of three disulphide bonds, a process that 

requires molecular oxygen [Appenzeller-Herzog & Ellgaard 2008]. Therefore, lack of molecular 

oxygen leads to accumulation of unfolded proinsulin and other proteins decreasing β-cell function 

and together with FAs contributing to disruption of ER homeostasis. It was documented in cardial 

myocytes that strong hypoxia induces redistribution of two FAs transporters FAT/CD36 and 

FABPpm from an intracellular pool to plasma membranes leading to increased FAs accumulation 

[Chabowski et al. 2006]. Both transporters were documented to be present in pancreatic β-cells 

[Hyder et al. 2010, Dalgaard et al. 2011]. One can speculate that this redistribution leading to FAs 

uptake can occur also in β-cells in response to hypoxia treatment and thus this effect may also 

represent the mechanism by which hypoxia increases FAs-induced ER stress in pancreatic β-cells. 

Moreover, increased uptake of FAs in cells under hypoxia conditions may lead to situation when 

OA (at low concentrations protective, at high concentrations pro-apoptotic [Šrámek et al. 2016b]) 

has no more cytoprotective effects in β-cell but on the contrary has pro-apoptotic effects. And/or, 

OA is no more able to inhibit pro-apoptotic effects of SA whose concentrations were increased in a 

cell due to hypoxia-induced uptake.   

To conclude, we demonstrated that hypoxia increased pro-apoptotic effect of SA in human 

pancreatic β-cells NES2Y. ER stress signaling could be involved here. Hypoxia decreased 

protective effect of OA against pro-apoptotic effect of SA. Thus in the presence of hypoxia OA was 

unable to safe SA-treated β-cells from apoptosis induction. Hypoxia itself had only weak 

detrimental effects on NES2Y cells. Our data suggest that hypoxia could represent an important 

factor in pancreatic β-cell death induced by FAs and thus in the development of T2DM.  

4. Materials and Methods  

4.1. Materials 

All chemicals were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), unless otherwise stated. For 

western blot analysis, the following primary and secondary antibodies were used: anti-cleaved 

caspase-6 (#9761), anti-cleaved caspase-7 (#9491), anti-cleaved caspase-8 (#9496), anti-cleaved 

caspase-9 (#9505) anti-PARP (#9542), anti-BiP (3177), anti-CHOP (2895) from Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, USA) and anti-actin (clone AC-40).   
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4.2. Cells and culture conditions 

The human pancreatic -cell line NES2Y [Macfarlane et al. 1997, Fürstová et al. 2008] was 

used. Cells were routinely maintained in an RPMI 1640 based culture medium [Musílková & Kovář 

2001]. Cells were plated on 50 mm gas permeable culture dishes (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, 

Germany) or on 24-well gas permeable plates (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA) 

according to experimental protocols described below. In experiments, a defined serum-free 

medium [Kovář & Franěk 1989] supplemented with fatty acids (FAs) (1 mM stearic acid (SA), a 

combination of 1 mM SA and 0.2 mM oleic acid (OA), or 0.2 mM OA alone) bound to a 2% FA-free 

bovine serum albumin (BSA) was used [Fürstová et al. 2008]. Stock solutions containing FA(s) 

bound to 10% BSA in a serum-free medium were prepared as described previously [Fürstová et al. 

2008] and diluted to the required concentration of FA and BSA prior to experiments. FA/BSA molar 

ratios used in experiments were lower than the ratios known to exceed the binding capacity of BSA 

[Cnop et al. 2001]. 

Our previous studies showed that SA, at a concentration of 1 mM, induces endoplasmic 

reticulum stress and apoptosis in most NES2Y cells within 24 h of application [Němcová-Fürstová 

et al. 2011, 2013; Šrámek et al. 2016a, 2017]. Therefore, all assessments were performed within 24 h 

after FAs application except for the assessment of cell growth and viability. 1 mM concentration of 

SA was used to simulate an elevated level of SA in blood [Lagerstedt et al. 2001, Abdelmagid et al. 

2015]. 0.2 mM concentration of OA was used, since this was the lowest concentration sufficient to 

inhibit the detrimental effects of SA [Fürstová et al. 2008]. 

4.3. Assessment of the effect of hypoxia on cell growth and viability 

Cells were seeded at a concentration of 9 × 104 cells/100 µL of culture media into the wells of 

24-well plate. After a 24-h pre-incubation period (allowing cells to attach) the culture medium was 

replaced with a serum-free medium containing 2% BSA with or without FA(s) (SA, a combination 

of SA and OA, or OA alone) at required concentrations. Cells were placed inside a standard 

incubation cabinet providing 20% oxygen level or inside chambers of a specific incubation cabinet 

[Polák et al. 2015] in which oxygen levels were 4 % or 1 %. Standard incubation cabinet (20% 

oxygen level) represents normoxia of outer environment. It provides sufficient oxygen 

concentration for normal β-cells function. Incubation in specific incubation cabinet providing 4% 

oxygen concentration represents moderate hypoxia for pancreatic β-cells. Incubation in 1% oxygen 

concentration represents strong hypoxia. We used 20% oxygen concentration as normoxia in this 

paper. It is commonly used also by other authors [Lai et al. 2009, Zheng et al. 2012, Sato et al. 2014]. 

After 48 h of incubation, the number of living cells was determined using a hemocytometer 

counting system, after staining with trypan blue.  

4.4. Western blot analysis 

Cells (approximately 1×106 cells per sample) were seeded and after a 24-h pre-incubation 

period (allowing cells to attach) the culture medium was replaced with a serum-free medium 

containing 2% BSA with or without FA(s) (SA, a combination of SA and OA, or OA alone) at 

required concentrations. Cells were placed inside a standard incubation cabinet (20 % oxygen level, 

normoxia) or inside chambers of a specific incubation cabinet [Polák et al. 2015] in which oxygen 

levels were 4 % (moderate hypoxia) or 1 % (strong hypoxia). After the required incubation period, 

cells were harvested and western blot analysis was performed as described previously [Němcová-

Fürstová et al. 2011]. All primary antibodies were used in a 1:1000 dilution. The chemiluminescent 

signal was detected using a Carestream Gel Logic 4000 PRO Imaging System equipped with 

Carestream Molecular Imaging Software (Carestream Health, New Haven, CT, USA), which was 

used for image acquisition. 

 

4.5. Statistical analysis 

The statistical significance of observed differences was determined using the Student´s t-test. p 

< 0.05 was considered statistically significant.  
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Abbreviations 

BiP 

CHOP 

ER 

FAs 

Immunoglobulin heavy chain-binding protein 

CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) homologous protein 

Endoplasmic reticulum 

Fatty acids 

SA Stearic acid 

T2DM 

OA 

Type 2 diabetes mellitus 

Oleic acid 
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8. NEPUBLIKOVANÉ VÝSLEDKY A DALŠÍ VÝZKUM 

Zjistili jsme, že proapoptotické působení SA (1 mM) zvyšuje fosforylaci EGFR receptoru 

(potenciálního členu jak p38 MAPK, tak ERK dráhy). OA (0,2 mM) je schopna inhibovat 

tento účinek SA a sama ovlivňuje fosforylaci EGFR výrazně méně než SA (obrázek 3). 

K podobným efektům vedla aplikace MK i v případě p38 MAPK signální dráhy (cf. 

publikace 4, obr. 2A, str. 96). Tyto výsledky tedy naznačují, že místo navození 

proapoptotické signalizace nasycenými MK, stejně jako místo intervence nenasycenými 

MK do mechanizmů indukce apoptózy nasycenými MK by se skutečně mohlo nalézat již 

na plazmatické membráně β-buněk, kde MK ovlivňují její fluiditu. Nasycené MK 

s rigidním a rovným acylovým řetězcem po inkorporaci do membránové dvojvrstvy snižují 

membránovou fluiditu. To může změnit schopnost membránových receptorových kináz, 

například EGFR, dimerizovat a tedy přenášet signály dále. Možný mechanizmus inhibiční 

intervence nenasycených MK v apoptotické signalizaci vyvolané nasycenými MK je již 

popsán v kapitole 6.2.4. Uvedené potenciální mechanizmy inhibiční intervence 

nenasycených MK, stejně jako mechanizmy, jakými dochází k navození proapoptotické 

signalizace nasycenými MK, bychom rádi ověřili specifickými experimenty. Tj., například 

měřením membránové fludity po aplikaci MK nebo zjišťováním zastoupení aplikovaných 

MK v plazmatické membráně. Také bychom chtěli objasnit, jakou konkrétní úlohu má 

EGFR v rámci mechanizmů indukce apoptózy nasycenými MK a mechanizmů inhibice 

této indukce nenasycenými MK. Dále máme k dispozici primární data ukazující na možné 

zapojení dalších molekul/signálních drah v rámci mechanizmů indukce apoptózy 

nasycenými MK. Jde o PKB signální dráhu, NF-κB signalizaci a další molekuly jako 

například některé STAT proteiny. Jejich konkrétní úloha v rámci uvedených mechanizmů 

by nás zajímala. Také bychom chtěli ověřit možné propojení některých těchto molekul s 

námi již studovanými signálními dráhami.  

Dále bychom se chtěli zaměřit na objasnění molekulárních mechanizmů, kterými 

hypoxie zesiluje proapoptotický efekt SA a blokuje protektivní efekt OA. Rádi bychom 

našli místo intervence hypoxie do molekulárních mechanizmů indukce apoptózy a inhibice 

této indukce MK u pankreatických β-buněk. To se dle našich dosavadních výsledků musí 

nalézat „upstream“ nebo v rámci drah stresu ER. Kromě výše uvedeného bychom také 

chtěli přispět k objasnění molekulárních mechanizmů indukce apoptózy hypoxií samotnou. 

To zatím nebylo příliš studováno.  
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Obrázek 3. Efekt 1mM kyseliny stearové (SA), 1mM SA aplikované společně s 0.2mM kyselinou 

olejovou (OA), a 0.2mM OA na hladinu EGFR a fosfo-EGFR v NES2Y buňkách. Buňky 

inkubované bez MK představovaly kontrolní buňky. Po 3, 6, 12 a 24 hodinách inkubace byla 

zjištěna hladina EGFR proteinu western blot analýzou s použitím příslušných protilátek. Hladina 

aktinu byla zjišťována pro potvrzení stejného množství proteinů nanášených ve vzorcích. 

Prezentovaná data představují výsledek jednoho z nejméně tří nezávislých experimentů. 
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9. ZÁVĚRY 

V této práci jsme se pokusili přispět k objasnění molekulárních mechanizmů indukce 

apoptózy nasycenými mastnými kyselinami (MK) a mechanizmů inhibice této indukce 

nenasycenými MK u lidských pankreatických β-buněk, a to na modelu buněk linie NES2Y. 

Prokázali jsme, že: 

1. Aktivace kaspázy 2 působením nasycené kyseliny stearové (SA) v koncentraci 

indukující apoptózu (1 mM) není pro proces indukce apoptózy zásadní. Tato kaspáza 

však moduluje dráhy stresu endoplazmatického retikula (ER) indukované působením 

SA. 

2. SA (1 mM) aktivuje p38 MAPK signální dráhu a inhibuje ERK signální dráhu. 

Inhibice ERK signální dráhy je pravděpodobně důsledkem aktivace p38 MAPK 

dráhy. Avšak p38 MAPK nejspíše není pro indukci apoptózy působením SA klíčová. 

Nenasycená kyselina olejová (OA, 0,2 mM) je schopná inhibovat výše uvedené 

účinky SA. Sama o sobě ovlivňuje aktivaci uvedených signálních drah pouze 

minimálně.  

3. SA (1 mM) aktivuje dráhy stresu ER, tj. dráhy IRE1α, PERK a ATF6. OA (0,2 mM) 

je schopna inhibovat účinky SA na dráhy IRE1α a PERK a sama o sobě ovlivňuje 

aktivaci těchto drah pouze minimálně. Vliv OA na ATF6 dráhu nebyl zjišťován. JNK 

kináza, obdobně jako kaspáza 2, není pro proces indukce apoptózy navozené SA 

zásadní, ale moduluje dráhy stresu ER aktivované působením SA. 

4. Místo navození proapoptotické signalizace nasycenými MK, stejně jako místo 

inhibiční intervence nenasycených MK do mechanizmů indukce apoptózy 

nasycenými MK, se nalézá „upstream“ od studovaných signálních drah. 

Pravděpodobně již na plazmatické membráně buněk.  

5. Hypoxie zesiluje proapoptotický efekt SA (1 mM) pravděpodobně prostřednictvím 

zvýšení signalizace stresu ER. Hypoxie také snižuje protektivní efekt OA (0,2 mM) 

na proapoptotický účinek SA a to takovým způsobem, že OA již není schopna 

blokovat indukci apoptózy β-buněk vyvolanou působením SA. Hypoxie samotná má 

na β-buňky relativně slabý poškozující vliv. Hypoxie tedy může představovat 

klíčový faktor rozhodující o přežívání/smrti pankreatických β-buněk v přítomnosti 

MK a tedy v důsledku i o vzniku diabetu 2. typu (DMT2).  

 

Naše výsledky přispěly k porozumění mechanizmů indukce apoptózy nasycenými 

MK a mechanizmů inhibice této indukce nenasycenými MK u pankreatických β-buněk. 
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Dále přispěly k porozumění mechanizmů vlivu hypoxie na indukci apoptózy nasycenými 

MK a na inhibici této indukce nenasycenými MK u β-buněk. Námi získaná data tedy 

v širším kontextu přispívají k pochopení mechanizmů, které hrají významnou úlohu v 

patogenezi DMT2. Zjištěné poznatky by mohly být užitečné při hledání nových možností 

diagnózy, léčby a prevence DMT2 a také při hledání nových možností zvýšení viability 

izolovaných Langerhansových ostrůvků pro transplantace. Protože stejné či obdobné 

molekulární mechanizmy regulace funkce a viability prostřednictvím MK se mohou 

uplatňovat i u jiných typů buněk (např. hepatocyty, kardiomyocyty), jsou zjištěné výsledky 

důležité i pro jiné oblasti medicíny (hepatologie či kardiologie).  
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