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1 Abstrakt

Diabetes mellitus 2. typu je jednou zcivilizatnych choréb. K jej vzniku prispieva
i Ubytok funkénych B buniek, ku ktorému dochédza predovsetkym v dosledku dlhodobého
pdsobenia vysokych hladin mastnych kyselin aglukozy v krvi. Experimenty z niekolkych
poslednych rokov ukézali, Ze apoptdza pankreatickych B buniek je indukovana hlavne
pbsobenim nasytenych mastnych kyselin, zatial’ co nenasytené mastné kyseliny nemaju na f3
bunky vyraznejSi cytotoxicky efekt asi dokonca schopné inhibovat’ proapoptoticky efekt
nasytenych mastnych kyselin. Navzdory intenzivnemu vyskumu nie sii mechanizmy, ktorymi
mastné kyseliny spésobuju u pankreatickych buniek apoptézu na molekularnej drovni, zatial
uspokojivo vysvetlené. Pochopenie procesov, ktoré vedd k zaniku funkénych B buniek, by
mohlo umoZznit’ vyvoj novych terapeutickych postupov pre liecbu diabetu 2. typu, ktoré by
boli priamo zamerané na jednu z pri¢in vzniku tohto ochorenia. Ciel'om tejto préace je zhrnat
slcasny stav poznania o mechanizmoch, ktorymi mastné kyseliny indukuja areguluju

apoptdzu u pankreatickych B buniek.

KPucové dova: apoptdza, kaspazy, nasytené mastné kyseliny, nenasytené mastné kyseliny,
pankreatické 3 bunky



2 Abstract

Type 2 diabetes belongs to lifestyle diseases. To its development contributes also the
decrease in functional b cell mass caused particularly by long-term action of increased blood
levels of fatty acids and glucose. Experiments from recent years demonstrated that apoptosis
of pancresatic b cells is induced especially by saturated fatty acids, in contrast to unsaturated
fatty acids, which do not exert significant cytotoxic effect and they are even able to inhibit the
proapoptotic effect of saturated fatty acids. Despite intensive research, the mechanisms of
fatty acid-induced apoptosis of pancreatic b cells are not convincingly explained.
Understanding of the processes that lead to destruction of functional b cells could enable
development of new therapies for type 2 diabetes treatment that would be targeted directly at
one of the causes of this disease. The aim of this work is to summarize the recent knowledge

about mechanisms by which fatty acids induce and regulate apoptosis of pancreatic b cells.

K eywords. apoptos's; caspases, saturated fatty acids; unsaturated fatty acids; pancreatic 3 cells



3 Uvod

Nezdravy Zivotny &yl, obezita a stres predstavuju spolocné menovatele civilizatnych
chordb 21. storocia. Jednym ztychto ochoreni je a diabetes mellitus 2. typu, ktorého
incidencia v poslednych rokoch dramaticky stUpa apomaly nadoblida charakter svetove)
epidémie. Ide o nevyliecitel'nu chorobu, ktord pri oneskorengj diagnostike alebo zlej liecbe,
mbZe viest’ k vaZznym zdravotnym porucham a niekedy dokonca spdsobit’ i pred¢asni smrt’.

Diabetes mellitus je najcastejSie sa vyskytujica porucha sacharidového metabolizmu.
Slvisi predovsetkym s poSkodenim funkcie pankreatickych B buniek, ktoré sa nachadzaja v
endokrinngj ¢asti pankreasu ako sU¢ast’ Langerhansovych ostrovéekov. Rozlisuju sa dva
z&kladné typy diabetu: diabetes mellitus 1. typu a 2. typu. Oba maju podobné prejavy, ae liSia
sa pri¢inou vzniku. Diabetes mellitus 1. typu slvisi sautoimunitnym ochorenim, ktorého
podstatou je ni¢enie B buniek pankreasu vlastnym imunitnym systémom.

Diabetes mellitus 2. typu (DM2T) je rozSirenejSou formou diabetu ako diabetes 1.
typu. Podstatou tejto choroby je vytvorenie rezistencie nainzulin alebo porucha jeho sekrécie.
V prvom pripade sa v organizme tvori dostato¢né, ba ¢asto i zvySené mnozstvo inzulinu, jeho
pdsobenie je viak nedostatocne Ucinné. Dovodom je, Ze cielové bunky reaguju na inzulin
vel'mi slabo alebo nereaguju vobec, pretoZe si vytvorili tzv. inzulinovud rezistenciu. Pri¢inou
poruchy sekrécie inzulinu je dysfunkcia pankreatickych B buniek alebo ubytok ich mnoZstva,
nasledkom ¢oho nie st B bunky schopné kompenzovat' zvySenu potrebu inzulinu vyvolanu
inzulinovou rezistenciou.

Experimenty na Zivo¢isnych modeloch naznacili, Ze jednu z kI'td¢ovych dloh v poklese
mnoZstva pankreatickych B buniek pocas DM2T zohréva apoptdza, programovand smrt
buniek. Butler et al. porovnanim miery apoptézy v pankreasoch diabetickych pacientov
a zdravych nediabetickych kontrol presved¢ivo demonstrovali, Ze g v priebehu DM2T u l'udi
dochédza k Ubytku pankreatickych  buniek mechanizmom apoptézy (Butler et al., 2003).

Diabetom 2. typu ¢asto trpia obézni pacienti. Okrem hyperglykémii sa bezne u tychto
pacientov vyskytuje a hyperlipidémia, zvySena hladina lipidov v krvi. Pankreatické  bunky,
podobne ako g ostatné netukoveé tkaniva, maju na rozdiel od adipocytov obmedzenu kapacitu
uskladnenia mastnych kyselin (MK). Preto dlhodobé pésobenie vysokych koncentrécii MK je
sprevadzané ich zvySenou akumulaciou v B bunkach, ¢o prispieva k porucham ich funkcie,



k poklesu sekrécie inzulinu av konecnom désledku mbéze viest @ k bunkovel smrti
(Listenberger et al., 2003).

Rozpoznanie mechanizmov, ktorymi MK indukuju u pankreatickych [ buniek
apoptdzu, by mohlo viest k objaveniu novych moznosti terapie diabetu 2. typu, napr.
inhibiciou konkrétnej apoptotickej drahy indukovanej MK. Cielom tejto prace je poskytnit
detailnejSi pohlad na ulohu MK v apoptoze pankreatickych B buniek apriniest prehlad
stcasnych poznatkov 0 mechanizmoch tejto indukcie a jgj regulécie.

4 Experimentalne pristupy k vyskumu p pankreatickych buniek

Pri snahe preniknit’ hibSie do podstaty apoptézy B buniek sa vedci stretavaju s
mnohymi prekaZzkami. Hlavnym problémom sa javi nedostatok vhodnych ludskych tkaniv
pankreasu pre experimentalne Ucely. Preto sa vo vyskume DM2T pouzivaju predovetkym
ZivocisSne modely, ktoré z hradiska pochopenia patogenézy DM2T predstavuju neraz jediny
dostupny model. NejcastejSie pouzivanym Zivo¢isSnym modelom si obézne ZDF potkany
(Zucker diabetic fatty rats), ktoré nesi autozomdlnu mutaciu recesivneho fa génu na
chromozéme 5 (Glu269® Pro), ko&dujuceho leptinovy receptor. Vykazuju strednd
hyperglykémiu, inzulinovl rezistenciu, stredni glukézovu rezisteniu, hyperlipidémiu a
hyperinzulinémiu (prehl'adne v Masiello, 2006). Dalej sa ako experimentalny model pouzivaju
potkanie, mySie alebo &krecie B bunkové linie, odvodené od inzulindmu, nadoru
Langerhansovych ostrovéekov. Prehl'ad nej¢astejSie pouzivanych linii pre vyskum apoptézy
indukovanej MK u B buniek je v Tab. 1. BohuZial, poznatky ziskané za pomoci tychto
modelov nie st vzdy platné g pre 'udsky organizmus.

Dal%ou prekazkou vo vyskume je a fakt, ze B bunky nefunguji v organizme
izolovane, ale si sicastou vasSich bunkovych skupin, Langerhansovych ostrovéekov, kde
velka rolu zohrava vzégjomné posobenie jednotlivych typov buniek, ktoré sa podielaju na
stavbe tejto endokrinng] ¢asti pankreasu. Preto pri interpretacii ziskanych dat je dolezité
rozliSovat’, ¢i iSlo o experimenty prevedené na B bunkovych liniéch, populécii viacmenej
¢istych B buniek izolovanych z pankreatickych ostrovéekov alebo celych pankretickych
ostrovéekov, kde nemoZno zanedbat’ i vplyv ostatnych druhov buniek.

V&Sina pokusov prebieha hlavne vin vitro systémoch, v ktorych je snaha
napodobnit’ fyziologické podmienky buniek. Organizmus v3ak vystupuje ako komplexny



systém mnohych tkaniv asistav a na jeho chovanie ma vplyv nielen stav vnatorného
prostredia, ale aj zmeny vonkajSieho okolia. Preto aj ked’ experimenty prevedené in vitro
podporuju istt hypotézu, vin vivo systéme mbze byt jg platnost pozmenena ¢i dokonca
Uplne protichodna

MK s0 v organizme vyvazované albuminom a inymi proteinmi. V in vitro systéme je
téo situacia simulovana kultivaciou B buniek v pritomnosti bovinného sérového albuminu
(BSA), ktory tiez viaze MK. Najviac zastipenymi MK v krvi st kyselina palmitova, kyselina
stearova, kyselina olgjova, kyselina palmitolejova a kyselina linolova (Langerstedt et al.,
2001), a preto majoritna cast’ pokusov skumajucich vplyv pbsobenia MK na indukciu
apoptdzy B buniek je zaloZena na testovani U¢inku tychto MK.

indukovatePnost’
Linie pbvod sekrécieinzulinu citacie
glukézou
NES2Y ¢lovek - Macfarlane et a. 1997
BRIN-BD-11 krysa + McClenaghan et al. 1996
RIN krysa - Gazdar at al. 1980
RINr1046-38 krysa + Clark et al. 1990
INS-1 krysa + Adfari et a. 1992
HIT Skrezok + Santerre et al. 1981
MING6 Mys + Miyazaki et al. 1990
NIT-1 MyS + Hamaguchi et al. 1991
betaTC Mys + Efrat et al. 1988

Tab. 1. Prehrad bunkovych Iinii beZzne pouzivanych pre &tGdium mechanizmov indukcie apoptozy
pankresatickych B buniek posobenim MK.

5 Mastnekyseliny ako induktory apoptozy  buniek

MK maju pre Zivé organizmy nenahraditelnd funkciu. Podielajd sa na formovani
bunkovych membrén, sl zdrojom energie, zU¢astiiuju sa bunkovej signalizacie. Avsak pri
chronickom zvyZeni ich plazmatickej koncentracie pdsobia na organizmus toxicky a mézu
sposobovat’ dysfunkciu réznych bunkovych typov, napr. B buniek v priebehu DM2T.

MK sarozdel'uji podra dizky svojho uhlikového retazca na MK s kratkym (menej ako
6 uhlikovym), so stredne dlhym (6-16 uhlikovym) a s dlhym (16 a viac uhlikovym) retazcom.
Podra poc¢tu dvojitych vézieb sa MK delia na nasytené, ktorych uhlikovy ret'azec obsahuje len
jednoduché vazby, anenasytené, ktorych uhlikovy retazec obsahuje aspon jednu dvojitl
vazbu. V zavislosti na pocéte dvojitych vazieb sa nenasytené MK dalel rozdeluji na



mononenasytené (jedna dvojita vazba) a polynenasytené (viac dvojitych vézieb) a podra
geometrickej izomérii dvojite] vazby na cis atrans nenasytené MK (vid Tab. 2). Cis
konfigurécia je reprezentovana takym usporiadanim, kedy st oba substituenty dvojitej vazby
retazca na rovnakej strane roviny preloZengj touto dvojitou véazbou. Trans izomér je
usporiadanie, v ktorom si substituenty lokalizované na opatnych stranéch roviny uréenej
preloZzenim dvojite] vazby (vid' Tab. 2). Majoritna ¢ast MK v potrave je v cis usporiadani.
Naj¢astejSie sa vyskytujlica MK v potrave s trans usporiadanim je kyselina elaidova.

Bolo zistené, Ze &ruktlrne vlastnosti tychto molekul, predovietkym dizka refazca,
stupein nasytenosti av pripade nenasytenych MK g cig/trans konfigurécia dvojitej vazby
vyrazne podmienuje schopnost MK indukovat’ apopt6zu u pankreatickych B buniek.

L . .. | Poget uhlikov :
T L';"Z?)I\?y Wﬁﬁ;nzis cky dvojitych Vzorec
vazieb
. [ o R T« [T~ & DA -
‘O , , M oHy ok o R e
% rﬁﬁi&% tetradekanova 14:0 * FeoER 3 > ek e
> HZ
E E
© i k., Cll H Ul CH Thy LA bl ]
TRE terl W el redl R e AL
15 E\ Kyselina hexadekénova 16:0 : e TR alk e i
@ X palmitova e,
zZ
i A P VR, [ = PR .
Kyselina . ¢ hv-f;r 1"*‘-Fz Rl tal ‘l.!H~J-"'-'|; J-*f FCI K er-'f’“J
Searova oktadekanova 18.0 '___|_
. . CH3¢CH2' [CHQ;? COooH
o| Kysdlina - cishexadec-9- 16:1 o=
o| pamitoolgjova énova VARRY
g Kys_elina GsO- 51 -:-|.._:-.'.-|.f;1_:. y THL SO
> |2 olejova oktadecénova ' i M
c
213| Kysdina trans-oktadec- 181 -
o elaidova 9-énova i (il CO0
c i i
% . CISCIS T, T, (B IR RN
£ Kyseina | oktadekar9, 12 18:2 ==
2o dienova e
\z\ ) cisciscis
' Kyselina oktadeka- . e A A A
5 g linolenova 9,12,15- 183 FI, P TR
S triénova
© CiS,CiS,CiSCis o . - e
% Kysdina ikosa- 004 WLy A A F oS
arachidonova |  5,8,11,14- : AR PERFTR PR
tetraenova

Tab. 2: Prenlad MK pouzivanych v experimentoch zameranych na $ttdium mechanizmov indukcie apoptézy f3
buniek pésobenim MK.

10



5.1 Stuperi nasytenosti mastnych kyselin

Experimenty odhalili, Zze nasytené MK, kyselina palmitova a stearov4, si schopné
svysokou U¢innost'ou indukovat’ apoptézu u Zivocisnych B bunkovych linii (Cnop et a., 2001,
Beeharry et al., 2004; Choi et al., 2007). Obdobne silny proapoptoticky G¢inok nasytenych
MK bol detegovany aj naludskych g bunkach (Eitel et al., 2002; Furstova et a., 2008).

Na druhg] strane bolo preukazané, Ze nenasytené MK (olejovd, pamitolejova
alinolovd) st B bunkami lepSie tolerovatelné a va&iSinou nie s schopné u Zivog¢isnych
bunkovych linii (Eitel et al., 2003; Diakogiannaki et al., 2007; Welters et al., 2004b) ani
uludskych B buniek (Furstova et a., 2008) navodit apoptézu. Protichodné pdsobenie
nasytenych a nenasytenych MK bolo demon&trované v in vitro podmienkach g na potkanich
pankreatickych ostrovéekoch (Maedler et a., 2001) aneskér g na 'udskych pankreatickych
ogtroveekoch in vitro (Eitel et al., 2003). Dokonca bolo preukazané, Ze kyselina palmitolejova
je spbsobila v in vitro podmienkach podporit’ rast potkanich B buniek (Maedler et al., 2001).
Proliferacny potencid sa preukézal a uludskej B bunkove linie NES2Y Kkultivovane)
v pritomnosti kyseliny olejovej (Furstovaet a., 2008).

Existuju vSak idaa o proapoptotickom pdsobeni nenasytenych MK. Kyselina
olejova, ktora mala vo vacSine experimentoch nizku toxicitu (Beeharry et ad., 2004; Zhang et
al., 2007), pri inkubacii s INS-1 bunkami sposobilatiez signifikantné zvySenie miery apoptdzy
(Wrede et a., 2002; Maestre et a., 2003).

Z dotergjSich pozorovani vyplyva, Ze k navodeniu apoptézy p buniek MK je potrebné
dihodobé pdsobenie MK na  bunky, rédovo hodiny (Cnop et al., 2001; Welters et al., 2006;
Dhayal et al., 2008). Co sa tyka pankreatickych ostrovéekov, je nutna az niekolkodiova
inkub&cia (Eitel et a., 2002; Maedler et al., 2003).

5.2 DiZka rerazca mastnych kyselin

Pre proapopticky efekt jednotlivych MK nie je doleZity len stupef nasytenosti, tlohu
zohréva aj dizka uhlikového refazca. Experimenty ukézali, Ze apoptozu p buniek sii schopné
indukovat’ len nasytené MK sdlhym retazcom. Nasytené MK skratSim ret'azcom ako 16
uhlikov, kyselina maslova (4 uhliky) a kyselina hexénova (6 uhlikov), prejavovali menSiu
toxicitu (Hellemans et a., 2007) ako MK sdlhym retazcom a kyselina myristova (14
uhlikov) a kyselina oktanova (8 uhlikov) boli pri indukcii apoptdzy neefektivne (Welters et
al., 2004b).
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Experimenty na Zivoc¢idnych B bunkovych liniach preukazali, Ze kyselina palmitova
(16 uhlikov) v porovnani so kyselinou stearovou (18 uhlikov) indukuje apopt6zu s vySSou
acinnostou (Diakogiannaki et al., 2007). Dalej sa ukazuje, Ze udské pankreatické B bunky
sU viac citlivejSie ku kyseline stearovej. Nasvedéuju tomu experimenty s Pudskymi NES2Y f
bunkami (Furstova et al., 2008) a B bunkami izolovanymi z pankreasov nediabetickych
darcov (Eitel et al., 2002).

5.3 Cisltrans konfiguracia

Ako rizikovy faktor vzniku viacerych ochoreni bol ukézany zvySeny prijem trans
nenasytenych mastnych kyselin, ktorych hlavhym reprezentantom v potrave je elaidova
kyselina (prehadne v Stender and Dyerberg, 2004). Experiment s Pudskymi B bunkami
naznil, Ze cis atrans nenasytené mastné kyseliny sa svojim p6sobenim liSia. V inhibicii
rastu l'udskych B buniek bola t¢innejSia elaidova kyselina s trans konfiguraciou oproti jej cis
ekvivalentu, olejovej kyseline (Furstova et a., 2008). Podstata rozdielneho Ucinku cigtrans
izomérov vSak nie je dodnes objasnena

5.4 Udinok spolupdsobenia nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin

V prvotnych pokusoch zameranych na skimanie apoptdzy sa vedci venovali hlavne
otdzke Gcinku MK na pankreatické B bunky vo vSeobecnosti. NerozliSovali medzi
nasytenymi a nenasytenymi MK apri préci pouzivali a komeréne vyrobené zmesi MK.
Prikladom je & experiment, v ktorom bol na l'udskych pankreatickych ostrovéekoch na
z&klade morfologickych zmien apoptotického typu manifestovany cytotoxicky G¢inok zmesi
kyseliny palmitovej aolejovej v moldrnom pomere 2:1 (Lupi et al., 2002). | ked” sa vedecke]
skupine podarilo dokézat’ zhubny efekt MK na B bunky, nebolo mozné rozlisit, ¢i medzi
jednotlivymi MK v zmesi neboli rozdiely v ich proapoptickom G¢inku.

Cielenym testovanim spolupdsobenia nasytenych a nenasytenych MK sa ukézalo, Zze
nenasytené MK st spbsobilé potlacit’ proapoptotické Ucinky nasytenych MK u Zivocisnych
buniek (Beeharry et al., 2004; Welters et al., 2006; Diakogiannaki et al., 2007) ag u
udskych pankreatickych ostrovéekov (Eitel et al., 2002; Maedler et a., 2003).

V&Sina pokusov tohto typu bola zaloZzend na spolupdsobeni nasytengj MK sj€j
ekvivalentnou nenasytenou MK, tj. kyseliny stearovej s kyselinou olejovou (napr. Eitel et al.,
2002) alebo kyseliny palmitove] skyselinou palmitolejovou (napr. Diakogiannaki et al.,
2007). Odabenie proapoptotického efektu nasytengf MK pbsobenim nenasytenej MK bolo
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up buniek pozorované aj v pripade, Z7e nasytené anenasytené MK mali rozdielnu dizku
retazca, napr. pri koinkubécii kyseliny palmitove] s kyselinou olejovou alebo linolovou
(Beeharry et al., 2004).

6 Mechanizmy apoptdézy indukovang mastnymi kyselinami
u B buniek

Mechanizmus, ktorym MK spi&'aju u pankreatickych B buniek apoptézu, atym
zapricinuju pokles ich mnozstva v priebehu DM2T, nie je dodnes znamy. DotergjSie pokusy
naznacuju, Ze apoptéza B buniek nie je vedena jednou univerzalnou drahou, ae je
sprostredkovana viacerymi vzajomne sa ovplyviujacimi signalnymi cestami. Pravdepodobne

existuju i rozdiely medzi signalnymi a apoptotickymi dréhami spustanymi réznymi MK.

6.1 Uloha metabolizmu mastnych kyselin

MK s0 po vstupe do cytosolu aktivované enzymom fatty acyl-CoA syntetdzou na
prislusny fatty acyl-CoA (FA-CoA). Ten je nasledne prenaSany karnitinpal mitoyl-transferédzou
1 (CPT1) do matrix mitochondrii, kde je odburavany  oxidéciou. MK s dIh&im retazcom ako
22 uhlikov st edte pred tym skracované B oxidaciou v peroxizémoch.

Pokusy nasved¢uju tomu, Ze metabolizmus MK je dolezity pre ich proapoptoticky
efekt u pankreatickych B buniek. Bolo preukézané, Ze aby doSlo Kk indukcii apoptdzy
podsobenim MK, je potrebnd ich aktivacia na FA-CoA. Dbkazom je in vitro pOsobenie
inhibitora syntézy FA-CoA, ktory zapri¢inil u pankreatickych ostrovéekov ZDF potkana
intracelularne hromadenie palmitoyl-CoA, ¢oho nésledkom bolo zosilnenie apoptozy
(Shimabukuro et a., 1998a).

K pochopeniu vyznamu metabolizmu MK na sprostredkovani ich proapoptotického
efektu u pankreatickych B buniek znacne prispeli experimenty s derivd&mi MK. Alkyl-derivéty
MK si nemetabolizovatelné derivédty, pretoZze nemaju vol'na karboxylovd skupinu pre
esterifikéciu apreto nembzu byt aktivované na FA-CoA, ktory je nutny pre vstup do
mitochondrii. Na druhej strane brém-derivdty MK maju schopnot’ aktivovat’ sa na FA-CoA,
ale nem6zu byt’ oxidované v mitochondriach (prehl'adne v Newsholme et al., 2007).

Metyl-ester kyseliny palmitovej na rozdiel od kyseliny palmitove] neindukoval u 3
buniek apoptozu (Beeharry et al., 2004). Rovnako sa spraval af metyl-ester kyseliny olejove),

13



ktory oproti kyseline olejovej, vtomto pokuse indukujlce] apoptozu, nemal na B bunky
proapoptoticky vplyv (Wrede et al., 2002). Tieto vysledky potvrdili, Ze MK navodzuju
apoptdzu pankreatickych B buniek prostrednictvom svojich FA-CoA.

Pomocou brém-derivatov bolo preukézané, Ze B oxidacia MK v mitochondriéch
znizuje ich proapoptoticky efekt. Tento zaver vyplynul z experimentu na potkanich  bunkach,
kde bola zaznamenana vySSia toxicita kyseliny 2-brémpalmitovej v porovnani s palmitovou
kyselinou. Zatial’ ¢o aktivacia CPT1 pomocou L-karnitinu viedla ku zniZeniu miery apoptézy
B buniek, inhibicia funkcie CPT1 etomoxirom zosilila proapoptoticky u¢inok MK (Hellemans
et a., 2007).

K velmi zaujimavému zisteniu ohladne metabolismu MK dodli Busch et al.
Dlhodobou kultivaciou MIN6 buniek vo vysokej koncentrécii kyseliny palmitovej vytvorili
subpopulaciu  buniek rezistentnych vocéi pbsobeniu tejto kyseliny, ale s nezmenenou
citlivostou k ogtatnym apoptotickym stimulom. Porovnanim Gcinku kyseliny palmitovej na
subpopuléciu rezistentnych a kontrolnych nerezistentnych buniek sa ukézalo, Ze rezistentna
subpopulécia sa liSila zvySenou expresiou stearoyl-CoA desaturdzy 1, enzymu zodpovedného
za desaturéciu nasytenych MK, z ¢oho vyplyva, Ze jednym z ochrannych mechanizmov
buniek proti G¢inku nasytenych mastnych kyselin je snaha ich desaturovat’ na ich nenasytené
menej toxické ekvivalenty (Busch et d., 2005).

6.2 Uloha mitochondrialngj drahy apoptozy

Apopt6za mbZe byt navodena dvomi hlavnymi cestami: (1) vonkajSou drahou, ktora
je aktivovana cez receptory na povrchu bunky stimulmi z okolia alebo (2) vnitornou drahou,
tiez nazyvanou mitochondrialna, pretoZe aktivéaciou tejto cesty dochadza k uvolneniu pro-
apoptotickych proteinov z medzimembranového priestoru mitochondrii do cytoplazmy
(prehradne v Jeong and Seol, 2008) (vid Obr. 1). Mitochondridlna apoptoticka draha bola
rozpoznana ufp buniek viacerymi Studiami ako hlavna cesta apoptdzy indukovane]
nasytenymi MK (Maedler et a., 2003; Maestre et al., 2003; Choi et al., 2007). Tiez bolo
preukazané, Ze uz kréatkodobé pbsobenie kyseliny palmitove] spbsobi  poruchu
mitochondrialneho membranového potencidlu pankreatickych B buniek atym sa iniciuje
apoptdza (Li et a., 2010a).
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Obr. 1. Schéma indukcie vonkajSou a vnitornou mitochondrianou apoptotickou dréhou (prevzaté z Ow e al.,

2008).

6.2.1 Proteiny Bcl-2 rodiny
Proteiny Bcl-2 rodiny si dolezité z hradiska regulécie integrity a funkcie vonkajSej

mitochondrialnej membrany. Podl'a svojej ulohy v indukcii apoptézy sa delia na dve skupiny:
(1) proapoptické proteiny (Bax, Bak, Bim, Bid, Bad adalSie ) a(2) antiapoptotické proteiny
(Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w ainé). Normana funkcia vonkajSej mitochondridinej membrany je
zé&visla na rovnovéhe medzi pro aantiapoptotickymi proteinmi. Prevaha proapoptotickych
proteinov vedie k permeabilizécii vonkajSej mitochondridlnej membrany a k uvolneniu
apoptdzu aktivujucich proteinov do cytosolu (prehl'adne v Jeong and Seol, 2008) (vid” Obr. 1).

Aj v priebehu apoptdzy indukovanel MK bolo v zavislosti na druhu pdsobiacej MK
preukézané u 3 buniek kolisanie hladin proteinov Bcl-2 rodiny. Experimenty sa orientovali
predovetkym na detekciu proteinov alebo mRNA dvoch hlavnych ¢lenov tejto rodiny: Bcl-2

aBax.
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Proteinové zastUpenie Bax aBcl-2 v cytosolickej a mitochondrialngj frakcii bolo u
INS-1 buniek detegované metddou Western blot, ktorého vysledky po inkubécii B buniek s
kyselinou palmitovou alebo olejovou neukézali zmeny hladin Bcl-2 proteinu, ale zaznamenali
nérast proapoptotického Bax proteinu ato predovsetkym G¢inkom olejovej kyseliny, ktora v
pripade tohto experimentalneho modelu indukovala apoptézu (Maestre et a., 2003). Déa
dalS vedeckej skupiny boli ziskané rovnakou metédou apreukédzali na Tudskych
pankreatickych ostrovéekoch, Ze pdsobenie nenasytenych MK vedie k zvySeniu expresie Bcl-
2, zatial’ ¢o nasytené MK expresiu Bcl-2 znizuju (Maedler et d., 2003).

Pri apoptéze indukovangg MK u Tudskych pankreatickych ostrovéekoch neboli
identifikované vyrazné zmeny v expresii Bax mRNA, ale bol zaznamenany markantny pokles
Bcl-2 mRNA (Lupi et al., 2002). Tato &ddia bohuZial’ neskimala zéroven zmeny expresie Bax
aBcl-2 g na Urovni proteinu, ktoré nemusi vzdy reflektovat’ zmeny detegované na na Grovni
MRNA. Ostatnym proteinom zrodiny Bcl-2 nebola z hladiska moZnej Ulohy v apoptoze

indukovanej MK u 3 buniek venovana v&Sia pozornost’.

6.2.2 UvoPnenie proapoptotickych faktorov z mitochondrii
PoruSenie permeability mitochondridineg membrany vedie k uvolneniu molekul

aktivujucich apoptézu z intermembranového priestoru. Medzi tieto molekuly sa zarad'uje
cytochrom c, AlF (apoptosis-inducing factor), Smac/Diablo a iné. Cytochrém c je esencidlny
pre aktivaciu vnatorne] apoptoticke] dréhy, pretoze sa zUcastiuje aktivéacie kaspézy-9
(prehradne v Kumar, 2007).

Analyzou mitochondrialnej a cytosolickej frakcie pomocou metédy Western blot bolo
preukézané u potkanich otrovéekov in vitro, Ze pdsobenie kyseliny palmitovej viedlo
k signifikantnému vylevu cytochromu c¢ z mitochondrii, zatial ¢o G¢inkom kyseliny
palmitolejovej k zmene lokalizécie cytochromu ¢ nedoSlo (Maedler et al., 2001). Obdobne aj
v praci vedeckej skupiny Maestre et al., kde kyselina olejova na rozdiel od ostatnych studii
vyrazne indukuje apoptozu, bol na INS-1 bunkach demon&trovany vyrazny vylev cytochromu
c ag AlF do cytosolu, ¢o bolo spbsobené predovSetkym inkubéciou s kyselinou olejovou
alen v menSe) miere s kyselinou palmitovou (Maestre et a., 2003). Z vysledkov mozno
usudit, Ze vyznamnym sprostredkovatelom apoptézy indukovanegg MK ufp buniek je
cytochrom c.

Co sa tyka dalSich proteinov uvolnujlcich sa v priebehu apoptdzy
z medzimembranového priestoru mitochondrii, nie je znama ich tloha v apoptéze indukovanej

MK u B buniek, pretoZe neexistuju experimenténe data.
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6.3 Uloha kaspéz a d’alSich proteaz

6.3.1 Uloha kaspéaz
Pri exekucnej faze apoptdzy dochédza k proteolyze intracelularnych proteinov. Tento

proces je katalyzovany kaspazami, cysteinovymi protedzami, ktoré si v bunke pritomné ako

W

8, -9 a-10) a (2) efektorové kaspazy (kaspaza-3, -6 a -7). Iniciatné kaspazy su aktivované
signdmi vonkajSej a vnutornej apoptoticke] drahy a ich funkciou je aktivovat' efektorové
kaspazy, ktoré v kone¢nom désledku zavrsuju svojou aktivitou apoptdzu (prehladne v Kumar,
2007). Dodnes nebolo zistené, ¢i pocas apoptdzy pankreatickych p buniek indukovanegy MK
dochédza k aktivécii niektoreg z kaspaz, ktorel aktivacia je potom zodpovedna za aktivaciu
vSetkych ostatnych kaspaz, alebo ¢i dochadza k viac-menej sUc¢asngj aktivacii viacerych
iniciacnych kaspaz.

K aspaza-3

Kaspaza-3 je hlavna efektorovd kaspaza. V priebehu apoptézy indukovanej
nasytenymi MK bola zaznamenana u Zivocisnych B bunkovych linii (El-Asaaad et a., 2003;
Choi et al., 2007; Dhayal et al., 2008) a g potkanich pankreatickych ostrovéekoch (Piro et a.,
2002) jeg vyrazna aktivita, a je preto pravdepodobné, Ze ma vyznamni Ulohu g pri indukcii
apoptdzy B buniek pésobenim MK.

K aspaza-6

Aktivécia kaspazy-6 pdsobenim kyseliny palmitovej bola dokladnejSie skimané len u
mySej B bunkovej linii. Jgj aktivacia u tohto experimentdineho modelu predchédzala aktivacii
kaspédzy-3 apouZitie inhibitorov kaspézy-6 dokonca viedlo k zniZeniu aktivity kaspazy-3
(Hirota et a., 2006). To naznatuje potencialne vyznamnu Ulohu v indukcii apoptézy MK

azaslUzila by si preto vatSiu experimentalnu pozornost’.

K aspaza-7

Aktivita kaspézy-7 nebola v sivislosti sapoptézou indukovanou MK u
pankreatickych B buniek zatial’ Studovana, apreto objasnenie jej Ulohy vtomto procese
prinesie a2 buduce skimanie.
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K aspaza-2

Spojitost’ kaspazy-2 s apoptdzou indukovanou MK naznili vysledky experimentu s
potkanimi B bunkami. Ich inkubacia s kyselinou olegjovou, prejavujice u tohto
experimentalneho modelu proapoptoticky U¢inok na p bunky, a smenSou Ucinnostou g
inkubécia s kyselinou palmitovou zapri¢inila zvySenie hladin kaspazy-2 v cytosolickej frakcii
(Maestre et al., 2003). Vyrazny narast aktivity kaspézy-2 bol zaznamenany u l'udskych f
buniek po pbsobeni kyseliny palmitovej a stearovej (Furstova et al., 2008).

K aspaza-8

V pankreatickych ostrovéekoch z pacientov trpiacich DM2T bolo oproti zdravym
kontroldm detegované zvySenie hladin aktivovanej formy kaspazy-8 (Marchetti et al., 2004).
Dokaz pre Ucast’ kaspazy-8 pri apoptdze indukovanej MK poskytol g in vivo experiment,
v ktorom bolo u mysi s deléciou kaspazy-8 v B bunkéach po vystaveni tzv. ,high-fat diet*
obsahujlcej vysoké mnoZstvo tukov detegované v pankreatickych ostrovéekoch vyrazne
menSie mnoZstvo apoptotickych buniek v porovnani sostrovéekmi z kontrolnych mysi bez
delécie kaspazy-8 (Liadis et al., 2007). Obe tieto &udie nasvedéuju tomu, Ze kaspéza-8
zohrava v apoptéze indukovanej MK délezitu rolu, ale je signalna drdha v tomto procese
nebola edte odhalena

K aspaza-9

Ucast’ kaspéazy-9 na apoptoze indukovanej MK nebola priamo detegovana na
Ziadnom modeli pankreatickych B buniek. Vzhl'adom k tomu, Ze esencidnym aktivdtorom
kaspazy-9 je cytochrom c, ktorého markantny vylev do cytoplazmy uGc¢inkom MK bol
pozorovany u B buniek vo viacerych experimentoch (vid’. kap. 6.2.2), je pravdepodobné, Ze
kaspaza-9 sa vyznamne podiel'a u f buniek na sprostredkovani apoptdzy indukovanej MK.

Kaspéza-10
Skimaniu  aktivacie kaspazy-10 v priebehu apoptdézy indukovanegj MK
u pankreatickych B buniek sa zatial’ nevenovala Ziadna vedecka skupina, preto jej Uloha

v tomto procese nie je zndma.

6.3.2 Uloha d’al&ich proteaz

V apoptéze indukovanej MK hraja dbleZitu ulohu i niektoré d’aldie proteazy.
Karboxypeptidaza E (CPE) je kI'i¢ovym enzymom inzulinovej sekrécie, ktory je zodpovedny
za ,processing® prohormomoénovych konvertdz inzulinu. Proteomickou analyzou bola
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odhalend jej vyrazna degradécia po pdsobeni kyseliny palmitovej u MING buniek audskych
ogtrovéekoch in vitro. To viedlo k aktivacii stresu ER (vid” kap. 6.5) a navodeniu apoptozy
buniek. Ubytok CPE vplyvom hyperlipidémie bol demongtrovany & na ostrovéekoch z mys,
ktoré boli kimené , high-fat diet" (Jeffrey et al., 2008). Tiez bola demonstrovana Gcast’ inej
neapoptotickej protedzy, calpainu-10 v apoptdze indukovanel MK (Johnson et al., 2004).

6.4 Uloha de novo syntézy ceramidu

Ceramid predstavuje evoluéne vel'mi stary spdsob odpovede bunky na stres. Méze
vznikat' dvoma sposobmi: degradaciou fosfolipidu sphingomyelinu alebo de novo syntézou,
ktora je zahgjena zo serinu a palmitoyl-CoA enzymom serin palmitoyltransferazou (SPT). Ako
signdlna molekula reguluje cez aktivaciu fosfatédz a proteinkinaz rozne bunkové deje vratane
apoptotickej drahy (Mathias et al., 1998). Co satyka Gi¢asti ceramidu na apoptdze indukovanej
MK u B buniek, skimanie prinieslo rozporuplné vysledky.

Na pankreatickych ostrovéekoch prediabetickych adiabetickych ZDF potkanov
vystavenych v in vitro podmienkach pdsobeniu MK bolo demondtrované, Ze apoptézu
sprostredkoval ceramid. Naslednou kultivéciou ostrovéekov s radioaktivne znacenym [°H]
palmitatom, ktorého inkorporécia de novo vznikajliceho [*H] ceramidu bola vyrazna, bolo
dokazané, Ze vznikajlci ceramid bol syntetizovany de novo v bunke aako prekurzor bola
vyuzita pbsobiaca MK (Shimabukuro et al., 1998c). Vysledky d’alSich pokusov na
ostrovéekoch ZDF potkana ukézali, Ze ich inkubacia sMK vedie k nérastu expresie SPT, ¢o
tieZz nasved¢ovalo Ucasti ceramidu na apoptdze indukovanel MK (Shimabukuro et a., 1998a).
Sprostredkovanie apoptdzy indukovanej MK ceramidom bolo preukézané a na ludskych
pankreatickych ostrovcekoch (Lupi et a., 2002).

Vysledky spominanych prac st ale v rozpore svysledkami inych vedeckych skupin,
ktorych experimenty boli zaloZzené na inhibicii syntézy ceramidu. Pridanie selektivnych
inhibitorov syntézy ceramidu do kultdry neviedlo u BRIN-BD11 (Welters et al., 2004a) ani u
RIN B bunkovych linii (Beeharry et al., 2004) k inhibicii apoptézy indukovanej kyselinou
palmitovou, ¢o napoveda tomu, Ze ceramid sa nepodiela na sprostredkovani apoptézy
indukovane] MK.

Vzhradom k rozporuplnym experimentdnym déam je otézka udlohy ceramidu
v apoptdze indukovangg MK u B buniek dodnes nezodpovedand Je mozné, Ze rozdielne
vysledky ohladom mozZnej Ulohy ceramidu mézZzu pramenit’ z pouZitia rozdielnych
experimentalnych modelov - bunkovych linii versus pankreatickych ostrovéekov, u ktorych
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nemozno opomenut’ vplyv ostatnych typov buniek, ktoré sa v nich nachédzajl, na sledovany
proces.

6.5 Uloha stresu ER

Ustredni Glohu v syntéze a ,foldingu proteinov predstavuje endoplazmatické
rétikulum (ER). ER je vel'mi citlivé k réznym bunkovym stresom, ktoré spdsobuju zniZenie
jeno ,foldingovej” kapacity, ¢o vedie k akumulécii nezloZzenych proteinov v Ilumen ER
agtimulécii ER stresu. Ten je rozpoznany stresovymi receptormi v membréne, cez ktoré
aktivuje signalnu odpoved’ znatent ako UPR (unfolded protein response) s cielom obnovit’
homeostézu v ER. UPR je realizovana 3 signdlnymi drahami: (1) aktivacia PERK (protein
kinase RNA (PKR)- like ER kinase) vedie k fosforylacii translacného iniciacného faktoru
elF20, ¢im dochédza k inhibicii translacie vacSiny proteinov, ale naopak je selektivne
zosilnena translécia niektorych proteinu, napr. ATF4, (2) aktivaciou IREL (inositol-requiring
enzyme 1) je stimulované &tiepenie XBP1 mRNA, ¢im vzniké transkripény faktor podporujici
maturéciu a , folding” proteinov, (3) &iepenim ATF-6 (activating transcription factor 6) vznika
transkripény faktor podporujuci translaciu chaperénov. Pretrvavajacim stresom ER je UPR
signalizécia neli¢innd a dochédza k iniciacii apoptozy, predovdetkym aktivaciou JNK (c-Jun
N-terminal kinase) drahy a expresiou proapoptotického transkripéného faktoru C/EBP
homologneho proteinu (CHOP) (Eizirik et al., 2008; Szegezdi et a., 2006) (vid’. Obr. 2.).

Pokusy odhalili, Ze aktivacia stresu ER je jednou z ciest, prostrednictvom ktorych st
MK schopné indukovat’ u B buniek apoptdézu. Nasytené MK ukazali pri aktivacii stresu ER
vysoky potencial, zatial’ ¢o nenasytené MK boli mengj G¢inné.
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Obr. 2: Schéma UPR signalizacie (prevzaté z Szegezdi et d., 2006).
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Napr. u INS-1 buniek, u ktorych indukovali apoptozu kyselina palmitova a s menSou
Gcinnostou g olejova, bola stres ER schopna aktivovat’ len kyselina palmitova (Karaskov et
al., 2006). Obdobne aj kyselina palmitolejova nemala vplyv na aktivéciu stresu ER, zatial’ ¢o
kyselina palmitovd aktivovala PERK alRE-1 drahy velmi vyrazne. Dokonca bolo
pozorované, Ze kyselina palmitolejova zlepsSila pri spoluinkubacii s palmitovou kyselinou
Zivotnost” buniek tym, Ze bola schopné inhibovat’ nérast fosforylovaného elF2a, redukovat’
hladiny ATF4 aCHOP proteinov, ktoré boli indukované posobenim kyseliny palmitovej
(Diakogiannaki et a., 2008).

Experimentélne data vSak nie si ani v otazke Ulohy nasytenych anenasytenych MK
vindukcii stresu ER jednotné. V rozpore spredchédzajucimi &udiami s0  vysledky
experimentu s INS-1E bunkami, u ktorych bola olejova kyselina schopna indukovat’ expresiu
CHOP aaktivovat’ ATF-6 drahu s rovnakou U¢innostou ako kyselina palmitové (Kharroubi et
al., 2004). Z toho vyplyva, Ze i nenasytené MK mbZu za urcitych okolnosti aktivovat’ dréhy
stresu ER.

Pravdepodobne najdblezitejSou Ulohou zo vSetkych troch dréh UPR signalizécie hra
aktivacia PERK drahy, pretoZe jgj aktivacia bola detegovana vo vacsSine pripadoch apoptdzy
navodengj MK u potkanich B buniek (Kharroubi et al., 2004; Karaskov et al., 2006;
Diakogiannaki et a., 2008).

6.6 Uloha oxida¢ného stresu a reaktivnych kyslikovych radikalov

Reaktivne kyslikové radikdly (ROS) s ¢astymi medidormi rozmanitych bunkovych
poskodeni, ktoré neraz vedl i k programovanej smrti bunky. U B buniek bolo ukézané, ze
disponuju nizkym obsahom enzymovych systémov podielajucich sa na obrane proti
Skodlivému G¢inku reaktivnych kyslikovych radikdlov (ROS). Predovietkym ¢o sa tyka
enzymov superoxid dismutézy (SOD), glutation peroxidazy a peroxid vodika zneSkodrujlcich
katalaz, je ich expresia uf buniek vel'mi nizka (Tiedge et al., 1997). Aj na ludskych
pankreatickych ostrovéekoch pochédzajucich z pacientov sDM2T bola detegovana nizka
expresia SOD (Sakuraba et a., 2002). Na zaklade tejto dabej antioxidacnej defenzivy je
moZné predpokladat’, Ze B bunky st vel'mi citlivé k oxidacnému stresu a zvySeniu produkcie
ROS.

Vysledky niektorych vedeckych préc naznacili  spojitos medzi  néarastom
intracelularnych ROS a apoptézou indukovanou MK. Prikladom si potkanie pankreatické
ogtroveeky, u ktorych bol pocas apoptdzy navodenej kyselinou palmitovou detegovany nérast
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hladin ROS (Carlsson et al., 1999). Na obdobnom modeli bol zaznamenany & protektivny
Gcinok nikotin amidu, antioxidacného ¢inidla. Ten inhibiciou nérastu expresie Bax proteinu,
indukovaného p6sobenim vysokych koncentréacii MK, spdsobil vyrazni inhibiciu apoptdzy
(Piro et d., 2002).

Oproti tomu, experimentalne data d’alSich studii ukézali, Zze oxidatny stres sa na
apoptotickej dréhe indukovanej MK u B buniek nezii¢astiiuje. Ako u potkanich, tak i u mysich
B buniek pouzitim réznych antioxidacnych latok (nikotin amid, glutathion, N-acetyl-L-cystein
ad’aSie) nemalo vplyv na proapoptoticky U¢inok MK (Cnop et a., 2001; Choi et al., 2007).

Ucast’ oxidatného stresu na apoptoze indukovanej MK nie je up buniek zatial
vyrieSend. Vzhl'adom k slabej antioxidacnej obrane B buniek by bolo potrebné tato
problematiku budlicnosti preskimat’ podrobnejSie.

6.7 Uloha oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) sa G¢astni apoptdzy u mnohych bunkovych typov. Za jeho hlavny
zdroj je povaZzovanad aktivacia indukovatelnej formy syntdzy oxidu dusnatého (iNOS).
Vysledky vedeckych skupin skimajdcich up buniek spojitost NO s apoptotickou dréhou
indukovanou MK zatial’ i¢astt NO na apoptdze navodenej MK jednoznaéne nepotvrdili, ale
ani nepopreli.

Vedecka skupina Shimabukuro et al. ukézala na zéklade inkubécie pankreatickych
ostrovéekov ZDF potkanov s MK, kedy bola zaznamenana vyrazné expresia iINOS mRNA a
tvorby NO, Ze pbsobiace MK navodili apoptézu B buniek cestou zvySenia intracelularnych
hladin NO (Shimabukuro et ad., 1997b). Vysledky pokusu s INS-1 B bunkovou linou
naznili, Ze apoptéza sprogredkovana NO by mohla viest cestou poskodzovania
mitochondridlnej DNA (Grishko et a., 2005).

V kontraste s tymito vedeckymi préacami sa ukézali vysledky d’alSich experimentov,
ktoré pocas pdsobenia MK nezaznamenali zmeny expresie iNOS, ani zmeny hladin NO u
potkanich B buniek (Cnop et al., 2001; Beeharry et a., 2004) ani u potkanich (Carlsson et al.,
1999) al'udskych pankreatickych ostrovéekoch (Lupi et al., 2002). Tym popreli, Ze by NO bol
obecnym mediatorom apopt6zy indukovanej MK u 3 buniek.

Rola NO v navodeni apoptézy indukovanegg MK u B buniek je vzhladom k
existujucim experimentalnym déatam stale nevyrieSenou otézkou. JasnejSi pohl'ad prinesie az

budlce skimanie.
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6.8 Uloha PKCéo

Proteinkindza C (PKC) reguluje u pankreatickych  buniek rézne funkcie, vratane
dejov bunkovej smrti. M& viacero izoforiem. Jednou z nich je proteinkinaza Cs (PKC3), ktora
je aktivovatel'nd diacylglycerolom (DAG) vznikjacim predovSetkym aktivitou fosfolipdzy C
(PLC) (Biden €t al., 2008).

Majoritné zastUpenie oproti ostatnym izoformam PKC mé& PKCS u RIN1046-38 f
bunkovej linie. Natomto modeli ukazali Eitel et al. (2003), Ze nasytené MK (kyselina stearova
apalmitovd) aktivuju zatial’ neznamym spésobom PLC. Té& prostrednictvom DAG aktivuje
PKC3, ¢o vedie k translokécii PKC3 do jadra. V' yznamnu Ulohu PKCS v apopt6ze indukovanej
MK demonstrovali autori experimentom, v ktorom pbsobenie rottlerinu, povaZzovaného za
Specificky inhibitor PKC3, inhibovalo u B buniek apoptdzu navodent kyselinou palmitovou.

Welters et al. tieZ preukézali u B buniek inhibi¢né pésobenie rottlerinu proti apoptoze
indukovanej kyselinou palmitovou. Ale pouZitim PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate),
aktivatora PKC3, nedodo k zosilneniu apoptdzy, ¢im spochybnili Ucast PKCS na
sprostredkovani apoptézy indukovanel MK. Protichodnost tychto vysledkov mdze byt
vysvetlena tym, Ze bolo nasledne zistené, Ze rottlerin nie je Specifickym inhibitorom PKC3,
ale Ze v bunke je mnoho d’alSich proteinov, ktoré predstavuju jeho efektory, z ktorych niektory
mbZe byt zodpovedny za pozorovany protiapoptoticky efekt (Welters et a., 20044).

Zatial’ ngjpresvedcivejSi dokaz Ucasti PK Cd na sprostredkovani apoptdzy indukovanej
MK u B buniek podala vedeck& skupina Hennige et a., ktora na modeli transgénnych mysi,
exprimujucich neaktivnu formu PKC3, pozorovala inhibiciu apoptdzy indukovanej kyselinou
palmitovou, ¢im ukazala, Ze pre navodenie apoptdzy pdsobenim MK je skuto¢ne vyZadovana
funkéna forma PKC3 (Hennige et a., 2010).

6.9 Uloha miRNA

MiRNA je krétka nekodujiica RNA o dizke priblizne 22 nukleotidov. Je povaZovana
za vyznamného bunkového reguldtora génovej expresie, pricom zastava vyznamnu rolu pri
koordinacii mnohych bunkovych dejov, vréane apoptdozy (Bartel et al., 2004; Weir and
Bonner-Weir, 2004). Aj u B buniek bola v priebehu apoptézy indukovanej MK detegovana
Ucast’ miRNA, ale zatial’ bolo rozpoznanych len niekor'ko druhov tychto miRNA.

MiR-375 je miRNA exprimovana u pankreatickych g buniek vo vysokych hladinach.
Jedna z najnovsich prac potvrdila na modeli NIT-1 B buniek, Ze apoptéza indukovana MK je
sprostredkovana miR-375. K tomuto zaveru dospela po transfekcii buniek duplexmi miR-375,
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ktoré zosilnili apoptoticky G¢inok kyseliny palmitovej, zatial’ ¢o zniZzenie endogénnej expresie
miR-375 transfekciou jej antisense nukleotidom, viedlo k utlmeniu apopt6zy (Li et al., 2010b).
Apoptéza mySich B buniek indukovand kyselinou palmitovou bola sprevédzana
markantnym vzostupom expresie miR34a, ktorgj proapoptoticky efekt sa prejavil
pravdepodobne prostrednictvom zniZenia hladin antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Lovis et
al., 2008).
Z vysledkov vyplyva, Ze miRNA sa z(¢astiiuje u B buniek apoptdzy indukovanel MK.
Vzhr'adom k tomu, Ze funkcia miRNA vo fyziol6gii bunky nie je este dostatocne prebadand, je
pravdepodobné, Ze d’alSi vyskum prinesie nové informacie tykajuce sa g funkcie miRNA

v apoptdze indukovanej MK u pankreatickych 8 buniek.

6.10 Uloha akumulécie triacylglycerolov

Nadbytoéné mnozstvo MK sa vbunkach uskladiiuje do zasoby v podobe
triacylglycerolov (TAG). Vdaka svojej falfa mutécii a s tym sOvisiacg) necitlivosti k
posobeniu leptinu (vid' kap. 9.1) nie si B bunky ZDF potkanov v porovnani s inymi
netukovymi tkanivami chranené pred nadbyto¢nym uskladnenim tukov a preto sa stdi
vhodnym modelom pre skimanie U¢inku nadbyto¢ného hromadenia tukov v B bunkéach. In
vitro experimenty s pankreatickymi ostrovéekmi ZDF potkanov ukézali, Ze hlavnou pri¢inou
apoptdzy indukovanej MK bol prebytok MK uskladnenych v podobe TAG, ale mechanizmy
jeho toxického Ucinku nie st dodnes vysvetlené (Shimabukuro et al., 1998a; Shimabukuro et
al., 1998b).

6.11 Vplyv hyperglykémie

Sprievodnym javom DM2T je hyperglykémia, zvySena plazmatickd koncentracia
glukdézy v krvi. Preto bolo testované, ¢i zvy3end hladina glukdzy potencuje proapoptoticky
efekt MK na 3 bunky. Ani v tejto oblasti vyskumu apoptdzy B buniek nedodli experimentétori
k jednotnym zaverom. V niektorych experimentalnych modeloch bolo pozorované zvy3enie
miery apoptézy u buniek inkubovanych s nasytenymi MK v pritomnosti zvySenych hladin
glukdzy a potenciécie proapoptotického efektu sa tykala i niektorych nenasytenych MK
(linolova kyselina) (Maedler et al., 2001; El Assaad et al., 2003; Maedler at a., 2003).

Naopak iné vedecké skupiny ukézali, Ze efekt MK je nezavisly na koncentrécii
glukézy. Napr. Jeffrey et al., demon&trovali, Ze miera apoptdézy indukovana kyselinou
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palmitovou u MIN6 buniek a u ludskych pankreatickych ostrovéekov nie je ovplyvnena
koncentréciou glukézy v kultivatnom médiu (Jeffrey et al., 2008).

7 Protektivny efekt nenasytenych mastnych kyselin proti
apoptoze pankreatickych p buniek indukovang nasytenymi
mastnymi kyselinami

Nenasytené MK s u pankreatickych B buniek spdsobilé pri spoluinkubécii
snasytenymi MK oslabit’" proapoptoticky G¢inok nasytenych MK (vid' kap. 5.4). Tento
obranny efekt nenasytenych MK, podobne ako toxicita nasytenych mastnych kyselin, je u
buniek zavisly na Sruktire molekdl nenasytenych MK. DotergSie experimentdlne data
naznacuju, Ze ich protektivny efekt je, podobne ako proapoptoticky efekt nasytenych MK,
sprostredkovany viacerymi cestami.

7.1 Vplyv Struktary molekal nenasytenych mastnych kyselin a cis/trans
konfiguracia dvojitej vazoy

Vplyv dizky refazca MK bol manifestovany nielen pri cytotoxickom G&inku
nasytenych MK (vid’ kap. 5.2), ale rovnaku doleZitost preukézal a uochranného efektu
nenasytenych MK proti proapoptotickému efektu nasytenych MK. Mononenasytené MK
kyselina myristolejova (14 uhlikov), olejova a palmitolejova dokazali potlagit u B buniek
apoptézu indukovani kyselinou palmitovou. Najefektivnej§ia znich sa ukézala
mononenasytend MK s 18 uhlikovym retazcom (kyselina olejovd), pricom kapacita
protektivneho pdsobenia nenasytenych MK klesala so skracujicou sa dizkou retazca (Dhayal
et a., 2008).

Experiment na potkanich B bunkach ukézal, Ze cis konfigurécia dvojite] vazby
nenasytenych MK ma v&si potencid pri oslabeni Skodlivého Ucinku nasytenych MK ako
trans konfigurécia. Kyselina palmitolejova (cis konfigurécia) aj kyselina palmitelaidova (trans
konfigurécia) boli schopné pri inkubéacii skyselinou palmitovou znizit' jej proapoptoticky
efekt na B bunky, ale cis konfigurécia bola v posobeni vyrazne efektivnejSia Obdobne sa
sprévali g 18-uhlikate MK, kyselina olejové (cis konfigurécia) a elaidova (trans konfigurécia)
(Dhayal et a., 2008).
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7.2 Uloha metabolizmu

Experimenty naznacuju, Ze nenasytené MK blokuju apopt6zu indukovanu nasytenymi
MK az v konec¢nych krokoch apoptotickej signalnej drahy a pre ich obranny efekt nie je nutné,
aby boli metabolizované. Na potkanich B bunkach pbsobila kyselina palmitolejova ako
efektivny inhibitor apoptézy indukovanej kyselinou palmitovou, @ ked’ bola pridana do
kultdry B buniek az po niekol’kych hodinach ich inkubacie s kyselinou palmitovou (Welters et
al., 2004b). Tiez sa ukézalo, Ze protektivny Gcinok nenasytenych MK nie je zavisly na ich
metabolizme, pretoZe na U¢innost’ nenasytenych MK nemala vplyv inhibicia CPT1, arovnaky
efekt ako nenasytené MK mali g ich nemetabolizovatel'né alkyl-derivéty (Dhayal et al., 2008).

7.3 Uloha GPR 40

GPR40 (G-protein coupled receptor 40) je povrchovy receptor s vysokou expresiou u f3
buniek, ktory je aktivovatelny réznymi MK sdlhym retazcom (prehladne v Morgan and
Dhayal, 2009). Na modeli NIT-1 buniek bola ukézana vyznamna Uloha tohto receptoru ako
sprostredkovatel’a obranného Ucinku kyseliny olejove] proti apoptotickému vplyvu kyseliny
palmitovej. Nasvedcoval tomu g narast miery apoptdzy u B buniek transfekovanych siRNA,
ktora oslabila expresiu génov GPR40 (Zhang et a., 2007). Mechanizmus, akym GPR funguje
u B buniek, nie je zatial’ prebadany, a preto by satéto téma mala sa stat’ predmetom budlceho

skimania.

7.4 Akumulécia rozdielnych typov triacylglycerolov

Hromadenie rozdielnych triacylglycerolov (TAG) v pankreatickych p bunkéch sa
ukazuje ako mozny dbévod protichodného Ucinku nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin
pri indukcii apoptézy. Ako uzZ bolo spominané vySSie, vysoké hladiny TAG maju pre B bunky
toxickeé u¢inky (vid’ kap. 6.10), ale niektorymi vedeckymi pracami je akumulécia mastnych
kyselin v podobe réznych typov TAG povaZzovana za protektivny G¢inok nenasytenych
mastnych kyselin proti cytotoxickému efektu nasytenych mastnych kyselin.

Pritomnost’” olejove] kyseliny v kultire potkanich B buniek inkubovanych
spalmitovou Kkyselinou zvysila akumuléciu TAG atym oslabila proapoptoticky u¢inok
palmitove] kyseliny (Cnop et al., 2001). Tiez sa ukazalo, Ze nenasytené mastné kyseliny
dok&zu inhibovat’ proapoptoticky efekt nasytenych mastnych kyselin zvySenim inkorporécie
nasytenych mastnych kyselin do takych foriem TAG, ktoré su  bunkami lepSie tolerovatel'né.
Prikladom je pokus prevedeny s INS-1 B bunkovou linou, u ktorej posobenie palmitovej
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kyseliny viedlo u  buniek k tvorbe mélo rozpustného (pri 37°C v tuhom skupenstve) TAG-
tripalmitinu, pri¢com spoluinkubacia s olejovou kyselinou podporila tvorbu takého typu TAG,
ktory bol v kvapalnom skupenstve a nemal na 8 bunky toxicky vplyv (Moffitt et al., 2005).

Naopak vysledky experimentu Diakogiannaki et al. (2007) ukazali, Ze formovanie
alebo zmena zloZenia TAG nehraju v pripade ochranného Uc¢inku nenasytenych mastnych
kyselin proti toxickému efektu nasytenych mastnych kyselin up buniek Ziadnu Glohu. Pri
skimani funkcie TAG v B bunkach vychadzali ztoho, Ze a nemetabolizovatel'né alkyl-
derivdty nenasytenych mastnych kyselin maju rovnaky protektivny G¢inok voci
proapoptotickému efektu nasytenych mastnych kyselin ako nenasytené mastné kyseliny (vid’
kap. 5.4). Vysledky ukézali, Ze pOsobenie palmitolejovej kyseliny pri spoluinkubécii
spamitovou kyselinou podporilo tvorbu TAG v potkanich B bunkach, zatial’ ¢o metyl-
palmitolejova kyselina nemala vplyv natvorbu TAG. Jg protektivny efekt bol vSak obdobny
(Diakogiannaki et a., 2007).

Slcasné poznatky tykajlce sa tlohy akumulécie TAG v pankreatickych p bunkéch
v priebehu apopt6zy indukovanej mastnymi kyselinami si mimoriadne odporuiju.

7.5 Dal&e mechanizmy inhibicie apoptdzy indukovanej nasytenymi mastnymi
kyselinami u¢inkom nenasytenych mastnych kyselin

Jednym  z potencidlnych  protektivnych  G¢inkov  nenasytenych MK proti
cytotoxickému efektu kyseliny palmitovej sa u B buniek ukazala aktivacia Pl3-kindzovej
drahy, ktorg aktivacia bola uinych bunkovych typoch detegovana pri sprostredkovani
inhibicie apoptdzy navodenej roznymi stimulmi (vid’ kap. 9.2) (Beeharry et al., 2004).

Pocas spoluinkubacie nasytenych a nenasytenych MK sa tiez preukézala schopnost’
nenasytenych MK minimalizovat’ stres ER a inhibovat’ narast expresie markerov stresu ER,
napr. CHOP-10 (Diakogiannaki et al., 2008) (vid’ kap. 6.5)

Nenasytené MK boli schopné u pankreatickych B buniek TIudskych ostrovéekov
zvySit expresiu antiapoptotického proteinu Bcl-2 a zabranit' uvolneniu cytochrému c z
mitochondrii indukovaného pdsobenim kyseliny palmitovej, ¢o pravdepodobne prispelo k ich
ochrannému Ucinku proti apopt6ze indukovanej kyselinou palmitovou (Maedler et a., 2003).
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8 Protektivny efekt nenasytenych mastnych kyselin proti d’alSim
typom apoptotickych stimulov

Niektoré experimenty poskytuju dékazy, Ze nenasytené MK s schopné potlagit’ u
buniek nielen cytotoxicky efekt nasytenych MK, ale dokonca inhibovat’ apoptdzu indukovanu
inymi apoptotickymi ¢initelmi.

U B buniek Tudskych ostrovéekov bol zaznamenany protektivny G¢inok kyseliny
olejovej a palmitolejovej proti apoptdze navodenegj vysokou koncentraciou glukézy, ¢o bolo
detegované na Urovni zniZenia fragmentécie DNA po pdsobeni tychto mononenasytenych MK
(Maedler et a., 2003).

Obdobny obranny efekt bol pozorovany a u kyseliny arachidonovej (AA), ®-6
polynenasytenej MK, ktora je vyznamnym bunkovym prekurzorom prostaglandinov (PGE;) a
leukotriénov. U mysich B buniek a g pankretickych ostrovéekov bol v pritomnosti AA
zaznamenany pokles apoptézy navodenej zvySenou koncentréciou glukdzy. Experiment
ukézal, Ze antiapoptoticky u¢inok AA bol sprostredkovany metabolitmi PGE,, pri¢om
mechanizmus ich efektu je zatial’ predmetom skimania (Papadimitriou et a., 2007).

Nenasytené MK sl spOsobilé ovplyviovat' g stres ER vyvolany pbésobenim inych
faktorov ako nasytenych MK. Napr. inhibicia apoptézy navodene tunikamycinom,
inhibitorom glykozylécie proteinov, bola u potkanich B buniek sprostredkovana kyselinou
palmitolejovou cestou zniZenia expresie CHOP-10 a ATF4 proteinov a redukcie fosforylécie
el F2u (vid kap. 6.5) (Diakogiannaki et al., 2008).

Zo spominanych préc vyplyva, Ze nenasytené mastné kyseliny maju vysoky
antiapoptoticky potencia voci roznym apoptotickym stimulom, ale je potrebné preskdmat’ ich

mechanizmy G¢inku.

9 Dale faktory ovplyviiujlce apoptdzu indukovan nasytenymi
mastnymi kyselinami u p buniek

Pri snahe zlepsit’ priebeh DM2T z hradiska zastavenia poklesu masy pankreatickych
B buniek spdsobeného ich apoptézou je kl'acové odhalit’ spésoby, ktoré by dokazali Ucinne
blokovat’ apoptotickll  signalizéciu indukovanid MK. Dodnes boli odhalené viaceré
mechanizmy, ktoré réznou mierou ovplyviuju indukciu apoptozy MK.
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9.1 Uloha leptinu

Leptin je hlavnym regul&orom prijmu potravy. Okrem toho mé nezastupitelni
funkciu pre netukové tkaniva, ktoré chréni pred nadbyto¢nym uskladnenim lipidov pri
zvySenom prisune tukov v potrave (Lee et d., 2001).

Priamy Gcinok leptinu prostrednictvom leptinového receptoru voéi cytotoxickému
pb6sobeniu MK bol preukézany v in vitro pokuse na pankreatickych ostrovéekoch Wistar
potkana cestou zvy3enej oxidécie pdsobiacich MK aredukciou ich inkorporécie do TAG. Toto
posobenie ale nebolo zaznamenané na ostrovéekov ZDF potkanov s mutéciou leptinového
receptoru (Glu269® Pro), z ¢oho vyplynulo, Ze podmienkou pre antiapopticky efekt leptinu je
nutna pritomnost’ oboch funkénych alel leptinového receptoru (Shimabukuro et al., 1997c).
Nevyhnutnost' funkénych leptinovych receptorov pre antiapoptoticky G¢inok leptinu bola
nasledne potvrdend aj in vitro experimentom na ostrovéekoch zo ZDF potkanov. U nich bola
indukovana expresia funkénej formy leptinového receptoru, prostrednictvom ktorej dokézal
leptin blokovat’ apoptdzu B buniek indukovani MK (Shimabukuro et al., 1998b).

9.2 Uloha PI3K/Akt drahy

Proteinkindza B (PKB), zndma a pod nazvom Akt, je aktivavana fosfatidylinositol 3-
kinazou (PI3K). PI3K/Akt signdlna dréha, ktora sa preukazala u mnohych bunkovych typov
ako signdlna draha inhibujica apoptézu a tym podporujica prezivanie buniek. Aktivovana
PKB fosforyluje apoptoticky protein Bad, proapoptotické transkripéné faktory FoxOl a
GSK3o/p a kaspazu-9, ¢im ich inhibuje a zabranuje indukcii apoptdzy (prehl'adne v Datta et
al., 1999).

Viacerymi &udiami bola u pankreatickych B buniek zaznamenana spojitost medzi
zmenou aktivity PKB a apopt6zou indukovanou MK. Napr. u INS-1 buniek s indukovanou
expresiou stale aktivnej alebo neaktivnej formy PKB bolo demonstrované, Ze p6sobenie MK
spbsobuje pokles hladin aktivovanej formy PKB a nérast mnoZstva nefosforylovanych
transkripénych faktorov FoxO1 a GSK3a/B. To naznailo, Ze pre prezitie B buniek je dblezita
aktivovana forma PKB (Wrede et al., 2002). Vyznam PKB v apoptéze B buniek dokazuje aj
zniZzenie expresie PKB apokles mnozstva fosforylovaného Bad proteinu, ktoré boli

detegované pri indukcii apoptdzy kyselinou palmitovou u mySich B buniek (Choi et a., 2007).
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9.3 Inémechanizmy inhibicie apoptozy indukovang mastnymi kyselinami

hOGG1, 8-oxoguanin DNA glykozylaza/apurinova lyaza, je DNA opravny enzym.
ZvyZenie jeho expresie v mitochondridch INS-1 buniek pomocou transfekcie viedlo k
zvySeniu rezistencie k apoptéze indukovangg MK (Rachek et al., 2006), ktora bola
pravdepodobne sprostredkovana inhibiciou po3kodzovania mtDNA v désledku pdsobenia
MK.

Ako bolo uz vySSie spomenuté, MK s kratkym retazcom st pre B bunky prakticky
netoxické (vid’ kap. 5.2 ). Z tohto pozorovania vyvodila vedecké skupina Hellemans et al., Ze
potencidlna cesta v ochrannom mechanizme proti zhubnému G¢inku MK kyselin by mohla
viest’” skratenim ich uhl'ovodikového retfazca v peroxizomoch, ¢o sa da dosiahnut’ zvysenim
expresie génov peroxizomalnej B-oxidécie (Hellemans et al., 2007). Bohuzial sato nepokusili
dokazat’ experimentom.

Protektivne pdsobenie troglitazonu, antidiabetika pouzivaného pri liecbe DM2T,
poc¢as apoptdzy indukovanej MK viedlo k zniZzeniu obsahu TAG v B bunkach a k inhibicii
narastu NO (Higaet al., 1999).

Oslabenie aktivity kaspdzy-3 a s tym slvisiaci pokles apoptdézy indukovanej
kyselinou palmitovou bolo zaznamenané u INS-1 buniek po pbsobeni adiponektinu. To
poukazuje na to, Ze r6zne faktory sekretované z adipocytov by mohli zohravat’ pri obrane f3

buniek voci apoptdze vyznamnl Ulohu (Rakatzi et al., 2004).

10 Zaver

Ciel'om tejto préace bolo poukazat’ na tlohu MK pri indukcii apoptézy B buniek a
zosumarizovat’ dotergjSie poznatky tykajluce sa danej problematiky ziskanej nielen na modeli
Zivocisnych B bunkovych linii, ale g naludskych B bunkéach.

Vysledky &udii naznacuja, Ze délezitym faktorom determinujicim navodenie
apoptézy MK je ich &ruktara. Zatial’ ¢o nasytené MK s dlhym uhlikovym retazcom maju u
pankreatickych B buniek vysoky apoptoticky G¢inok, nasytené MK s krédtkym retazcom a
nenasytené MK s dihym retazcom st pri indukcii apoptdzy ovel'a menegj GEinné.

Nenasytené MK ukazali schopnost’ oslabit’ apoptotické efekty indukované
nasytenymi MK ale aj inymi typmi apoptotickych induktorov. V ramci skupiny nenasytenych
MK boli pozorované rozdiely ich U¢inku, kde dbleZitu dlohu zohrdva hlavne cis/trans
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konfigurécia dvojite] vazby. Vzhradom k tomu, Ze vyskum sa tejto tematiky zatial’ dotkol len
okrajovo, nie je pésobenie jednotlivych izoforiem dodnes celkom objasnené.

Experimenty poukazuju nato, Ze apopt6za pankreatickych B buniek je sprostredkovana
viacerymi mechanizmami. Ugast mitochondrii bola zaznamenand v majoritnej vaidine
pripadov apoptdzy indukovanej MK. Ohl'adom aktivécie vonkajSej apoptotickej dréhy MK nie
su zatial experimentdlne data. KedZe v niekolkych pokusoch bola detegovana aktivita
kaspazy-8, o ktorg je zname, Ze je aktivovana prostrednictvom receptorov smrti, je mozné, ze
MK dokazu spustat’ apoptdzu g cez receptory smrti, napr. Fas receptor. Preto by sa skimanie
v budlcnosti malo zamerat’ na podrobnejSie testovanie tychto receptorov, priapadne g inych
apoptotickych receptorov na povrchu 8 buniek.

Tiez sa preukazalo, Ze PKC3 a miRNA prispievaju k navodeniu apoptdzy, ale akym
mechanizmom nie je zatial Uplne zname. Ohl'adom Ucasti ceramidu, oxidu dusnatého a
oxidatného stresu na apoptéze indukovanej MK u pankreatickych B buniek sa vysledky
experimentov rozchadzaju. Pricinou mdzu byt odlisné metodické postupy alebo rozdielne
experimentalne modely pouzité jednotlivymi vedeckymi skupinami. Jednoznatné urcenie
tlohy tychto znamych apoptotickych medidtorov by mohlo napoméct’ k rozvoju novych
terapii pre liecbu pacientov s DM2T.

Rastlice mnozstvo experimenténych dé ukazuje, Ze indukcia apoptdzy pankreatickych
B buniek vplyvom MK prispieva k rozvoju DM2T. Aj ked” mechanizmy indukcie apoptézy
u pankreatickych p buniek MK st dnes v porovnani s minulostou jasnejSie, mnohé aspekty ich
Gcinku neboli edte stéle objasnené.
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11 Zoznam pouzitych skratiek:

AA
AlF
Akt
ATF-6
BSA
CHOP
CPE
CPT1
DAG
DM2T
ER
FA-CoA
GPR40
INOS
IRE1
INK
MK
NO
PERK
PGE>
PI3K
PKB
PKC
PKCs
pPLC
ROS

SPT
TAG
UPR

kyselina arachidonova

»apoptosis-inducing factor”

proteinkinaza B

»activating transcription factor 6

bovinny sérovy albumin

C/EBP homolagny protein
karboxypeptidaza E
karnitinpal mitoyl-transferaza 1 (,,carnitin palmitoyltransferase 1*)
diacylglycerol

diabetes mellitus 2. typu

endoplazmatické rétikulum

,fatty acyl-CoA*"

» G-protein coupled receptor 40°
indukovatel’na forma syntazy oxidu dusnatého
»Inositol-requiring enzyme 1“
»C-Jun N-terminal kinase"

mastné kyseliny
oxid dusnaty

»pancreatic ER kinase (PRK)- like ER kinase®
prostaglandin

fosfatidylinosilot 3- kinaza

proteinkinaza B

proteinkindza C

proteinkindza Co

»phospholipase C* -fosfolipdza C

reaktivne kyslikové radikaly

superoxid dismutéza

serin palmitoyltransferaza

triacylglycerol

»unfolded protein response
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