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1 Abstrakt  

Diabetes mellitus 2. typu je jednou z civilizačných chorôb. K jej vzniku prispieva 

i úbytok funkčných β buniek, ku ktorému dochádza predovšetkým v dôsledku dlhodobého 

pôsobenia vysokých hladín mastných kyselín a glukózy v krvi. Experimenty z niekoľkých 

posledných rokov ukázali, že apoptóza pankreatických β buniek je indukovaná hlavne 

pôsobením nasýtených mastných kyselín, zatiaľ čo nenasýtené mastné kyseliny nemajú na β 

bunky výraznejší cytotoxický efekt a sú dokonca schopné inhibovať proapoptotický efekt 

nasýtených mastných kyselín. Navzdory intenzívnemu výskumu nie sú mechanizmy, ktorými 

mastné kyseliny spôsobujú u pankreatických buniek apoptózu na molekulárnej úrovni, zatiaľ 

uspokojivo vysvetlené. Pochopenie procesov, ktoré vedú k zániku funkčných β buniek, by 

mohlo umožniť vývoj nových terapeutických postupov pre liečbu diabetu 2. typu, ktoré by 

boli priamo zamerané na jednu z príčin vzniku tohto ochorenia. Cieľom tejto práce je zhrnúť 

súčasný stav poznania o mechanizmoch, ktorými mastné kyseliny indukujú a regulujú 

apoptózu u pankreatických β buniek.  

 

Kľúčové slová: apoptóza, kaspázy, nasýtené mastné kyseliny, nenasýtené mastné kyseliny, 
pankreatické β bunky 
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2 Abstract 

Type 2 diabetes belongs to lifestyle diseases. To its development contributes also the 

decrease in functional β 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 pancreatic β 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 β cells are not convincingly explained. 

Understanding of the processes that lead to destruction of functional β 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 β cells. 

 

Keywords: apoptosis; caspases, saturated fatty acids; unsaturated fatty acids; pancreatic β cells  
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3 Úvod 

Nezdravý životný štýl, obezita a stres predstavujú spoločné menovatele civilizačných 

chorôb 21. storočia. Jedným z týchto ochorení je aj diabetes mellitus 2. typu, ktorého 

incidencia v posledných rokoch dramaticky stúpa a pomaly nadobúda charakter svetovej 

epidémie. Ide o nevyliečiteľnú chorobu, ktorá pri oneskorenej diagnostike alebo zlej liečbe, 

môže viesť k vážnym zdravotným poruchám a niekedy dokonca spôsobiť i predčasnú smrť.  

Diabetes mellitus je najčastejšie sa vyskytujúca porucha sacharidového metabolizmu. 

Súvisí predovšetkým s poškodením funkcie pankreatických β buniek, ktoré sa nachádzajú v 

endokrinnej časti pankreasu ako súčasť Langerhansových ostrovčekov. Rozlišujú sa dva 

základné typy diabetu: diabetes mellitus 1. typu a 2. typu. Oba majú podobné prejavy, ale líšia 

sa príčinou vzniku. Diabetes mellitus 1. typu súvisí s autoimunitným ochorením, ktorého 

podstatou je ničenie β buniek pankreasu vlastným imunitným systémom.  

Diabetes mellitus 2. typu (DM2T) je rozšírenejšou formou diabetu ako diabetes 1. 

typu. Podstatou tejto choroby je vytvorenie rezistencie na inzulín alebo porucha jeho sekrécie. 

V prvom prípade sa v organizme tvorí dostatočné, ba často i zvýšené množstvo inzulínu, jeho 

pôsobenie je však nedostatočne účinné. Dôvodom je, že cieľové bunky reagujú na inzulín 

veľmi slabo alebo nereagujú vôbec, pretože si vytvorili tzv. inzulínovú rezistenciu. Príčinou 

poruchy sekrécie inzulínu je dysfunkcia pankreatických β buniek alebo úbytok ich množstva, 

následkom čoho nie sú β bunky schopné kompenzovať zvýšenú potrebu inzulínu vyvolanú 

inzulínovou rezistenciou.  

Experimenty na živočíšnych modeloch naznačili, že jednu z kľúčových úloh v poklese 

množstva pankreatických β buniek počas DM2T zohráva apoptóza, programovaná smrť 

buniek. Butler et al. porovnaním miery apoptózy v pankreasoch diabetických pacientov 

a zdravých nediabetických kontrol presvedčivo demonštrovali, že aj v priebehu DM2T u ľudí 

dochádza k úbytku pankreatických β buniek mechanizmom apoptózy (Butler et al., 2003).  

Diabetom 2. typu často trpia obézni pacienti. Okrem hyperglykémii sa bežne u týchto 

pacientov vyskytuje aj hyperlipidémia, zvýšená hladina lipidov v krvi. Pankreatické β bunky, 

podobne ako aj ostatné netukové tkanivá, majú na rozdiel od adipocytov obmedzenú kapacitu 

uskladnenia mastných kyselín (MK). Preto dlhodobé pôsobenie vysokých koncentrácií MK je 

sprevádzané ich zvýšenou akumuláciou v β bunkách, čo prispieva k poruchám ich funkcie, 
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k poklesu sekrécie inzulínu a v konečnom dôsledku môže viesť aj k bunkovej smrti 

(Listenberger et al., 2003).  

Rozpoznanie mechanizmov, ktorými MK indukujú u pankreatických β buniek 

apoptózu, by mohlo viesť k objaveniu nových možností terapie diabetu 2. typu, napr. 

inhibíciou konkrétnej apoptotickej dráhy indukovanej MK. Cieľom tejto práce je poskytnúť 

detailnejší pohľad na úlohu MK v apoptóze pankreatických β buniek a priniesť prehľad 

súčasných poznatkov o mechanizmoch tejto indukcie a jej regulácie. 

  

4 Experimentálne prístupy k výskumu β pankreatických buniek 

Pri snahe preniknúť hlbšie do podstaty apoptózy β buniek sa vedci stretávajú s 

mnohými prekážkami. Hlavným problémom sa javí nedostatok vhodných ľudských tkanív 

pankreasu pre experimentálne účely. Preto sa vo výskume DM2T používajú predovšetkým 

živočíšne modely, ktoré z hľadiska pochopenia patogenézy DM2T predstavujú neraz jediný 

dostupný model. Nejčastejšie používaným živočíšnym modelom sú obézne ZDF potkany 

(Zucker diabetic fatty rats), ktoré nesú autozomálnu mutáciu recesívneho fa génu na 

chromozóme 5 (Glu269→Pro), kódujúceho leptínový receptor. Vykazujú strednú 

hyperglykémiu, inzulínovú rezistenciu, strednú glukózovú rezisteniu, hyperlipidémiu a 

hyperinzulínémiu (prehľadne v Masiello, 2006). Ďalej sa ako experimentálny model používajú 

potkanie, myšie alebo škrečie β bunkové línie, odvodené od inzulinómu, nádoru 

Langerhansových ostrovčekov. Prehľad nejčastejšie používaných linií pre výskum apoptózy 

indukovanej MK u β buniek je v Tab. 1. Bohužiaľ, poznatky získané za pomoci týchto 

modelov nie sú vždy platné aj pre ľudský organizmus.  

Ďalšou prekážkou vo výskume je aj fakt, že β bunky nefungujú v organizme 

izolovane, ale sú súčasťou väčších bunkových skupín, Langerhansových ostrovčekov, kde 

veľkú rolu zohráva vzájomné pôsobenie jednotlivých typov buniek, ktoré sa podieľajú na 

stavbe tejto endokrinnej časti pankreasu. Preto pri interpretácii získaných dát je dôležité 

rozlišovať, či išlo o experimenty prevedené na β bunkových líniách, populácii viacmenej 

čistých β buniek izolovaných z pankreatických ostrovčekov alebo celých pankretických 

ostrovčekov, kde nemožno zanedbať i vplyv ostatných druhov buniek.  

Väčšina pokusov prebieha hlavne v in vitro systémoch, v ktorých je snaha 

napodobniť fyziologické podmienky buniek. Organizmus však vystupuje ako komplexný 
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systém mnohých tkanív a sústav a na jeho chovanie má vplyv nielen stav vnútorného 

prostredia, ale aj zmeny vonkajšieho okolia. Preto aj keď experimenty prevedené in vitro 

podporujú istú hypotézu, v in vivo systéme môže byť jej platnosť pozmenená či dokonca 

úplne protichodná.  

MK sú v organizme vyväzované albumínom a inými proteínmi. V in vitro systéme je 

táto situácia simulovaná kultiváciou β buniek v prítomnosti bovinného sérového albumínu 

(BSA), ktorý tiež viaže MK. Najviac zastúpenými MK v krvi sú kyselina palmitová, kyselina 

stearová, kyselina olejová, kyselina palmitolejová a kyselina linolová (Langerstedt et al., 

2001), a preto majoritná časť pokusov skúmajúcich vplyv pôsobenia MK na indukciu 

apoptózy β buniek je založená na testovaní účinku týchto MK. 

 

Línie pôvod 
indukovateľnosť 
sekrécie inzulínu 

glukózou 
citácie 

NES2Y človek - Macfarlane et al. 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 + Asfari et al. 1992 
HIT Škrečok + Santerre et al. 1981 

MIN6 Myš + Miyazaki et al. 1990 
NIT-1 Myš + Hamaguchi et al. 1991 

betaTC Myš + Efrat et al. 1988 
 
Tab. 1: Prehľad bunkových línií bežne používaných pre štúdium mechanizmov indukcie apoptózy 
pankreatických β buniek pôsobením MK.  

 

5 Mastné kyseliny ako induktory apoptózy β buniek 

MK majú pre živé organizmy nenahraditeľnú funkciu. Podieľajú sa na formovaní 

bunkových membrán, sú zdrojom energie, zúčastňujú sa bunkovej signalizácie. Avšak pri 

chronickom zvýšení ich plazmatickej koncentrácie pôsobia na organizmus toxicky a môžu 

spôsobovať dysfunkciu rôznych bunkových typov, napr. β buniek v priebehu DM2T. 

MK sa rozdeľujú podľa dĺžky svojho uhlíkového reťazca na MK s krátkym (menej ako 

6 uhlíkovým), so stredne dlhým (6-16 uhlíkovým) a s dlhým (16 a viac uhlíkovým) reťazcom. 

Podľa počtu dvojitých väzieb sa MK delia na nasýtené, ktorých uhlíkový reťazec obsahuje len 

jednoduché väzby, a nenasýtené, ktorých uhlíkový reťazec obsahuje aspoň jednu dvojitú 

väzbu. V závislosti na počte dvojitých väzieb sa nenasýtené MK ďalej rozdeľujú na 
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mononenasýtené (jedna dvojitá väzba) a polynenasýtené (viac dvojitých väzieb) a podľa 

geometrickej izomérii dvojitej väzby na cis a trans nenasýtené MK (viď Tab. 2). Cis 

konfigurácia je reprezentovaná takým usporiadaním, kedy sú oba substituenty dvojitej väzby 

reťazca na rovnakej strane roviny preloženej touto dvojitou väzbou. Trans izomér je 

usporiadanie, v ktorom sú substituenty lokalizované na opačných stranách roviny určenej 

preložením dvojitej väzby (viď Tab. 2). Majoritná časť MK v potrave je v cis usporiadaní. 

Najčastejšie sa vyskytujúca MK v potrave s trans usporiadaním je kyselina elaidová.  

Bolo zistené, že štruktúrne vlastnosti týchto molekúl, predovšetkým dĺžka reťazca, 

stupeň nasýtenosti a v prípade nenasýtených MK aj cis/trans konfigurácia dvojitej väzby 

výrazne podmieňuje schopnosť MK indukovať apoptózu u pankreatických β buniek. 

 

 
Tab. 2: Prehľad MK používaných v experimentoch zameraných na štúdium mechanizmov indukcie apoptózy β 
buniek pôsobením MK. 
 

Triviálny 
názov 

Systematický 
názov 

Počet uhlíkov : 
dvojitých 

väzieb 
Vzorec 

Kyselina 
myristová tetradekánová 14:0 

 
Kyselina 
palmitová hexadekánová 16:0 

 

N
as

ýt
en

é m
as

tn
é 

ky
se

lin
y 

Kyselina 
stearová oktadekánová 18:0 

 
Kyselina 

palmitoolejová 
cis-hexadec-9-

énová 16:1 
 

Kyselina 
olejová 

cis-9-
oktadecénová 18:1 

 

M
on

on
en

as
ýt

en
é 

 

Kyselina 
elaidová 

trans-oktadec-
9-énová 18:1 

 
Kyselina 
linolová 

cis,cis-
oktadeka-9,12-

dienová 
18:2 

 

Kyselina 
linolenová 

cis,cis,cis-
oktadeka-
9,12,15-
triénová 

18:3 
 N

en
as

ýt
en

é 
m

as
tn

é 
ky

se
lin

y 
Po

ly
ne

na
sý

te
né

 

Kyselina 
arachidonová  

cis,cis,cis,cis-
ikosa-

5,8,11,14-
tetraenová 

20:4 
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5.1 Stupeň nasýtenosti mastných kyselín 

Experimenty odhalili, že nasýtené MK, kyselina palmitová a stearová, sú schopné 

s vysokou účinnosťou indukovať apoptózu u živočíšnych β bunkových línií (Cnop et al., 2001; 

Beeharry et al., 2004; Choi et al., 2007). Obdobne silný proapoptotický účinok nasýtených 

MK bol detegovaný aj na ľudských β bunkách (Eitel et al., 2002; Furstova et al., 2008). 

Na druhej strane bolo preukázané, že nenasýtené MK (olejová, palmitolejová 

a linolová) sú β bunkami lepšie tolerovateľné a väčšinou nie sú schopné u živočíšnych β 

bunkových línií (Eitel et al., 2003; Diakogiannaki et al., 2007; Welters et al., 2004b) ani 

u ľudských β buniek (Furstova et al., 2008) navodiť apoptózu. Protichodné pôsobenie 

nasýtených a nenasýtených MK bolo demonštrované v in vitro podmienkach aj na potkaních 

pankreatických ostrovčekoch (Maedler et al., 2001) a neskôr aj na ľudských pankreatických 

ostrovčekoch in vitro (Eitel et al., 2003). Dokonca bolo preukázané, že kyselina palmitolejová 

je spôsobilá v in vitro podmienkach podporiť rast potkaních β buniek (Maedler et al., 2001). 

Proliferačný potenciál sa preukázal aj u ľudskej β bunkovej línie NES2Y kultivovanej 

v prítomnosti kyseliny olejovej (Furstova et al., 2008).  

Existujú však i dáta o proapoptotickom pôsobení nenasýtených MK. Kyselina 

olejová, ktorá mala vo väčšine experimentoch nízku toxicitu (Beeharry et ad., 2004; Zhang et 

al., 2007), pri inkubácii s INS-1 bunkami spôsobila tiež signifikantné zvýšenie miery apoptózy 

(Wrede et al., 2002; Maestre et al., 2003). 

Z doterajších pozorovaní vyplýva, že k navodeniu apoptózy β buniek MK je potrebné 

dlhodobé pôsobenie MK na β bunky, rádovo hodiny (Cnop et al., 2001; Welters et al., 2006; 

Dhayal et al., 2008). Čo sa týka pankreatických ostrovčekov, je nutná až niekoľkodňová 

inkubácia (Eitel et al., 2002; Maedler et al., 2003).  

 

5.2 Dĺžka reťazca mastných kyselín 

Pre proapoptický efekt jednotlivých MK nie je dôležitý len stupeň nasýtenosti, úlohu 

zohráva aj dĺžka uhlíkového reťazca. Experimenty ukázali, že apoptózu β buniek sú schopné 

indukovať len nasýtené MK s dlhým reťazcom. Nasýtené MK s kratším reťazcom ako 16 

uhlíkov, kyselina maslová (4 uhlíky) a kyselina hexánová (6 uhlíkov), prejavovali menšiu 

toxicitu (Hellemans et al., 2007) ako MK s dlhým reťazcom a kyselina myristová (14 

uhlíkov) a kyselina oktánová (8 uhlíkov) boli pri indukcii apoptózy neefektívne (Welters et 

al., 2004b).  
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Experimenty na živočíšnych β bunkových líniách preukázali, že kyselina palmitová 

(16 uhlíkov) v porovnaní so kyselinou stearovou (18 uhlíkov) indukuje apoptózu s vyššou 

účinnosťou (Diakogiannaki et al., 2007). Ďalej sa ukazuje, že ľudské pankreatické β bunky 

sú viac citlivejšie ku kyseline stearovej. Nasvedčujú tomu experimenty s ľudskými NES2Y β 

bunkami (Furstova et al., 2008) a β bunkami izolovanými z pankreasov nediabetických 

darcov (Eitel et al., 2002).  

5.3 Cis/trans konfigurácia 

Ako rizikový faktor vzniku viacerých ochorení bol ukázaný zvýšený príjem trans 

nenasýtených mastných kyselín, ktorých hlavným reprezentantom v potrave je elaidová 

kyselina (prehľadne v Stender and Dyerberg, 2004). Experiment s ľudskými β bunkami 

naznačil, že cis a trans nenasýtené mastné kyseliny sa svojím pôsobením líšia. V inhibícii 

rastu ľudských β buniek bola účinnejšia elaidová kyselina s trans konfiguráciou oproti jej cis 

ekvivalentu, olejovej kyseline (Furstova et al., 2008). Podstata rozdielneho účinku cis/trans 

izomérov však nie je dodnes objasnená. 

5.4 Účinok spolupôsobenia nasýtených a nenasýtených mastných kyselín 

V prvotných pokusoch zameraných na skúmanie apoptózy sa vedci venovali hlavne 

otázke účinku MK na pankreatické β bunky vo všeobecnosti. Nerozlišovali medzi 

nasýtenými a nenasýtenými MK a pri práci používali aj komerčne vyrobené zmesi MK. 

Príkladom je aj experiment, v ktorom bol na ľudských pankreatických ostrovčekoch na 

základe morfologických zmien apoptotického typu manifestovaný cytotoxický účinok zmesi 

kyseliny palmitovej a olejovej v molárnom pomere 2:1 (Lupi et al., 2002). I keď sa vedeckej 

skupine podarilo dokázať zhubný efekt MK na β bunky, nebolo možné rozlíšiť, či medzi 

jednotlivými MK v zmesi neboli rozdiely v ich proapoptickom účinku.  

Cieleným testovaním spolupôsobenia nasýtených a nenasýtených MK sa ukázalo, že 

nenasýtené MK sú spôsobilé potlačiť proapoptotické účinky nasýtených MK u živočíšnych β 

buniek (Beeharry et al., 2004; Welters et al., 2006; Diakogiannaki et al., 2007) a aj u 

ľudských pankreatických ostrovčekov (Eitel et al., 2002; Maedler et al., 2003).  

Väčšina pokusov tohto typu bola založená na spolupôsobení nasýtenej MK s jej 

ekvivalentnou nenasýtenou MK, tj. kyseliny stearovej s kyselinou olejovou (napr. Eitel et al., 

2002) alebo kyseliny palmitovej s kyselinou palmitolejovou (napr. Diakogiannaki et al., 

2007). Oslabenie proapoptotického efektu nasýtenej MK pôsobením nenasýtenej MK bolo 
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u β buniek pozorované aj v prípade, že nasýtené a nenasýtené MK mali rozdielnu dĺžku 

reťazca, napr. pri koinkubácii kyseliny palmitovej s kyselinou olejovou alebo linolovou 

(Beeharry et al., 2004).  

 

6 Mechanizmy apoptózy indukovanej mastnými kyselinami  
u β buniek 

Mechanizmus, ktorým MK spúšťajú u pankreatických β buniek apoptózu, a tým 

zapríčiňujú pokles ich množstva v priebehu DM2T, nie je dodnes známy. Doterajšie pokusy 

naznačujú, že apoptóza β buniek nie je vedená jednou univerzálnou dráhou, ale je 

sprostredkovaná viacerými vzájomne sa ovplyvňujúcimi signálnymi cestami. Pravdepodobne 

existujú i rozdiely medzi signálnymi a apoptotickými dráhami spúšťanými rôznymi MK.  

6.1 Úloha metabolizmu mastných kyselín 

MK sú po vstupe do cytosolu aktivované enzýmom fatty acyl-CoA syntetázou na 

príslušný fatty acyl-CoA (FA-CoA). Ten je následne prenášaný karnitinpalmitoyl-transferázou 

1 (CPT1) do matrix mitochondrií, kde je odbúravaný β oxidáciou. MK s dlhším reťazcom ako 

22 uhlíkov sú ešte pred tým skracované β oxidáciou v peroxizómoch.  

Pokusy nasvedčujú tomu, že metabolizmus MK je dôležitý pre ich proapoptotický 

efekt u pankreatických β buniek. Bolo preukázané, že aby došlo k indukcii apoptózy 

pôsobením MK, je potrebná ich aktivácia na FA-CoA. Dôkazom je in vitro pôsobenie 

inhibítora syntézy FA-CoA, ktorý zapríčinil u pankreatických ostrovčekov ZDF potkana 

intracelulárne hromadenie palmitoyl-CoA, čoho následkom bolo zosilnenie apoptózy 

(Shimabukuro et al., 1998a).  

K pochopeniu významu metabolizmu MK na sprostredkovaní ich proapoptotického 

efektu u pankreatických β buniek značne prispeli experimenty s derivátmi MK. Alkyl-deriváty 

MK sú nemetabolizovateľné deriváty, pretože nemajú voľnú karboxylovú skupinu pre 

esterifikáciu a preto nemôžu byť aktivované na FA-CoA, ktorý je nutný pre vstup do 

mitochondrií. Na druhej strane bróm-deriváty MK majú schopnoť aktivovať sa na FA-CoA, 

ale nemôžu byť oxidované v mitochondriách (prehľadne v Newsholme et al., 2007).  

Metyl-ester kyseliny palmitovej na rozdiel od kyseliny palmitovej neindukoval u β 

buniek apoptózu (Beeharry et al., 2004). Rovnako sa správal aj metyl-ester kyseliny olejovej, 
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ktorý oproti kyseline olejovej, v tomto pokuse indukujúcej apoptózu, nemal na β bunky 

proapoptotický vplyv (Wrede et al., 2002). Tieto výsledky potvrdili, že MK navodzujú 

apoptózu pankreatických β buniek prostredníctvom svojich FA-CoA. 

Pomocou bróm-derivátov bolo preukázané, že β oxidácia MK v mitochondriách 

znižuje ich proapoptotický efekt. Tento záver vyplynul z experimentu na potkaních β bunkách, 

kde bola zaznamenaná vyššia toxicita kyseliny 2-brómpalmitovej v porovnaní s palmitovou 

kyselinou. Zatiaľ čo aktivácia CPT1 pomocou L-karnitínu viedla ku zníženiu miery apoptózy 

β buniek, inhibícia funkcie CPT1 etomoxírom zosilila proapoptotický účinok MK (Hellemans 

et al., 2007).  

K veľmi zaujímavému zisteniu ohľadne metabolismu MK došli Busch et al. 

Dlhodobou kultiváciou MIN6 buniek vo vysokej koncentrácii kyseliny palmitovej vytvorili 

subpopuláciu buniek rezistentných voči pôsobeniu tejto kyseliny, ale s nezmenenou 

citlivosťou k ostatným apoptotickým stimulom. Porovnaním účinku kyseliny palmitovej na 

subpopuláciu rezistentných a kontrolných nerezistentných buniek sa ukázalo, že rezistentná 

subpopulácia sa líšila zvýšenou expresiou stearoyl-CoA desaturázy 1, enzýmu zodpovedného 

za desaturáciu nasýtených MK, z čoho vyplýva, že jedným z ochranných mechanizmov β 

buniek proti účinku nasýtených mastných kyselín je snaha ich desaturovať na ich nenasýtené 

menej toxické ekvivalenty (Busch et al., 2005). 

6.2 Úloha mitochondriálnej dráhy apoptózy 

Apoptóza môže byť navodená dvomi hlavnými cestami: (1) vonkajšou dráhou, ktorá 

je aktivovaná cez receptory na povrchu bunky stimulmi z okolia alebo (2) vnútornou dráhou, 

tiež nazývanou mitochondriálna, pretože aktiváciou tejto cesty dochádza k uvoľneniu pro-

apoptotických proteínov z  medzimembránového priestoru mitochondrií do cytoplazmy 

(prehľadne v Jeong and Seol, 2008) (viď Obr. 1). Mitochondriálna apoptotická dráha bola 

rozpoznaná u β buniek viacerými štúdiami ako hlavná cesta apoptózy indukovanej 

nasýtenými MK (Maedler et al., 2003; Maestre et al., 2003; Choi et al., 2007). Tiež bolo 

preukázané, že už krátkodobé pôsobenie kyseliny palmitovej spôsobí poruchu 

mitochondriálneho membránového potenciálu pankreatických β buniek a tým sa iniciuje 

apoptóza (Li et al., 2010a). 

 



 15 

 
Obr. 1. Schéma indukcie vonkajšou a vnútornou mitochondriálnou apoptotickou dráhou (prevzaté z Ow et al., 

2008). 

6.2.1 Proteíny Bcl-2 rodiny 
Proteíny Bcl-2 rodiny sú dôležité z hľadiska regulácie integrity a funkcie vonkajšej 

mitochondriálnej membrány. Podľa svojej úlohy v indukcii apoptózy sa delia na dve skupiny: 

(1) proapoptické proteíny (Bax, Bak, Bim, Bid, Bad a ďalšie ) a (2) antiapoptotické proteíny 

(Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w a iné). Normálna funkcia vonkajšej mitochondriálnej membrány je 

závislá na rovnováhe medzi pro a antiapoptotickými proteínmi. Prevaha proapoptotických 

proteínov vedie k permeabilizácii vonkajšej mitochondriálnej membrány a k uvoľneniu 

apoptózu aktivujúcich proteínov do cytosolu (prehľadne v Jeong and Seol, 2008) (viď Obr. 1). 

Aj v priebehu apoptózy indukovanej MK bolo v závislosti na druhu pôsobiacej MK 

preukázané u β buniek kolísanie hladín proteínov Bcl-2 rodiny. Experimenty sa orientovali 

predovšetkým na detekciu proteínov alebo mRNA dvoch hlavných členov tejto rodiny: Bcl-2 

a Bax.  
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Proteínové zastúpenie Bax a Bcl-2 v cytosolickej a mitochondriálnej frakcii bolo u 

INS-1 buniek detegované metódou Western blot, ktorého výsledky po inkubácii β buniek s 

kyselinou palmitovou alebo olejovou neukázali zmeny hladín Bcl-2 proteínu, ale zaznamenali 

nárast proapoptotického Bax proteínu a to predovšetkým účinkom olejovej kyseliny, ktorá v 

prípade tohto experimentálneho modelu indukovala apoptózu (Maestre et al., 2003). Dáta 

ďalšej vedeckej skupiny boli získané rovnakou metódou a preukázali na ľudských 

pankreatických ostrovčekoch, že pôsobenie nenasýtených MK vedie k zvýšeniu expresie Bcl-

2, zatiaľ čo nasýtené MK expresiu Bcl-2 znižujú (Maedler et al., 2003).  

Pri apoptóze indukovanej MK u ľudských pankreatických ostrovčekoch neboli 

identifikované výrazné zmeny v expresii Bax mRNA, ale bol zaznamenaný markantný pokles 

Bcl-2 mRNA (Lupi et al., 2002). Táto štúdia bohužiaľ neskúmala zároveň zmeny expresie Bax 

a Bcl-2 aj na úrovni proteínu, ktoré nemusí vždy reflektovať zmeny detegované na na úrovni 

mRNA. Ostatným proteínom z rodiny Bcl-2 nebola z hľadiska možnej úlohy v apoptóze 

indukovanej MK u β buniek venovaná väčšia pozornosť.  

6.2.2 Uvoľnenie proapoptotických faktorov z mitochondrií 
Porušenie permeability mitochondriálnej membrány vedie k uvoľneniu molekúl 

aktivujúcich apoptózu z intermembránového priestoru. Medzi tieto molekuly sa zaraďuje 

cytochróm c, AIF (apoptosis-inducing factor), Smac/Diablo a iné. Cytochróm c je esenciálny 

pre aktiváciu vnútornej apoptotickej dráhy, pretože sa zúčastňuje aktivácie kaspázy-9 

(prehľadne v Kumar, 2007).  

Analýzou mitochondriálnej a cytosolickej frakcie pomocou metódy Western blot bolo 

preukázané u potkaních otrovčekov in vitro, že pôsobenie kyseliny palmitovej viedlo 

k signifikantnému výlevu cytochrómu c z mitochondrií, zatiaľ čo účinkom kyseliny 

palmitolejovej k zmene lokalizácie cytochrómu c nedošlo (Maedler et al., 2001). Obdobne aj 

v práci vedeckej skupiny Maestre et al., kde kyselina olejová na rozdiel od ostatných štúdií 

výrazne indukuje apoptózu, bol na INS-1 bunkách demonštrovaný výrazný výlev cytochrómu 

c a aj AIF do cytosolu, čo bolo spôsobené predovšetkým inkubáciou s kyselinou olejovou 

a len v menšej miere s kyselinou palmitovou (Maestre et al., 2003). Z výsledkov možno 

usúdiť, že významným sprostredkovateľom apoptózy indukovanej MK u β buniek je 

cytochróm c.  

Čo sa týka ďalších proteínov uvoľňujúcich sa v priebehu apoptózy 

z medzimembránového priestoru mitochondrií, nie je známa ich úloha v apoptóze indukovanej 

MK u β buniek, pretože neexistujú experimentálne dáta.  
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6.3 Úloha kaspáz a ďalších proteáz 

6.3.1 Úloha kaspáz 
Pri exekučnej fáze apoptózy dochádza k proteolýze intracelulárnych proteínov. Tento 

proces je katalyzovaný kaspázami, cysteinovými proteázami, ktoré sú v bunke prítomné ako 

zymogény a aktivované až v priebehu apoptózy. Rozdeľujú sa na (1) iniciciačné (kaspáza-2, -

8, -9 a -10) a (2) efektorové kaspázy (kaspáza-3, -6 a -7). Iniciačné kaspázy sú aktivované 

signálmi vonkajšej aj vnútornej apoptotickej dráhy a ich funkciou je aktivovať efektorové 

kaspázy, ktoré v konečnom dôsledku završujú svojou aktivitou apoptózu (prehľadne v Kumar, 

2007). Dodnes nebolo zistené, či počas apoptózy pankreatických β buniek indukovanej MK 

dochádza k aktivácii niektorej z kaspáz, ktorej aktivácia je potom zodpovedná za aktiváciu 

všetkých ostatných kaspáz, alebo či dochádza k viac-menej súčasnej aktivácii viacerých 

iniciačných kaspáz.   

Kaspáza-3 

Kaspáza-3 je hlavná efektorová kaspáza. V priebehu apoptózy indukovanej 

nasýtenými MK bola zaznamenaná u živočíšnych β bunkových línií (El-Asaaad et al., 2003; 

Choi et al., 2007; Dhayal et al., 2008) a aj potkaních pankreatických ostrovčekoch (Piro et al., 

2002) jej výrazná aktivita, a je preto pravdepodobné, že má významnú úlohu aj pri indukcii 

apoptózy β buniek pôsobením MK.  

Kaspáza-6 

Aktivácia kaspázy-6 pôsobením kyseliny palmitovej bola dôkladnejšie skúmaná len u 

myšej β bunkovej línii. Jej aktivácia u tohto experimentálneho modelu predchádzala aktivácii 

kaspázy-3 a použitie inhibítorov kaspázy-6 dokonca viedlo k zníženiu aktivity kaspázy-3 

(Hirota et al., 2006). To naznačuje potenciálne významnú úlohu v indukcii apoptózy MK 

a zaslúžila by si pre to väčšiu experimentálnu pozornosť.  

Kaspáza-7 

Aktivita kaspázy-7 nebola v súvislosti s apoptózou indukovanou MK u 

pankreatických β buniek zatiaľ študovaná, a preto objasnenie jej úlohy v tomto procese 

prinesie až budúce skúmanie.   
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Kaspáza-2 

Spojitosť kaspázy-2 s apoptózou indukovanou MK naznačili výsledky experimentu s 

potkaními β bunkami. Ich inkubácia s kyselinou olejovou, prejavujúcej u tohto 

experimentálneho  modelu proapoptotický účinok na β bunky, a s menšou účinnosťou aj 

inkubácia s kyselinou palmitovou zapríčinila zvýšenie hladín kaspázy-2 v cytosolickej frakcii 

(Maestre et al., 2003). Výrazný nárast aktivity kaspázy-2 bol zaznamenaný u ľudských β 

buniek po pôsobení kyseliny palmitovej a stearovej (Furstova et al., 2008).  

Kaspáza-8 

V pankreatických ostrovčekoch z pacientov trpiacich DM2T bolo oproti zdravým 

kontrolám detegované zvýšenie hladín aktivovanej formy kaspázy-8 (Marchetti et al., 2004). 

Dôkaz pre účasť kaspázy-8 pri apoptóze indukovanej MK poskytol aj in vivo experiment, 

v ktorom bolo u myší s deléciou kaspázy-8 v β bunkách po vystavení tzv. „high-fat diet“ 

obsahujúcej vysoké množstvo tukov detegované v pankreatických ostrovčekoch výrazne 

menšie množstvo apoptotických buniek v porovnaní s ostrovčekmi z kontrolných myší bez 

delécie kaspázy-8 (Liadis et al., 2007). Obe tieto štúdie nasvedčujú tomu, že kaspáza-8 

zohráva v apoptóze indukovanej MK dôležitú rolu, ale jej signálna dráha v tomto procese 

nebola ešte odhalená.  

Kaspáza-9 

Účasť kaspázy-9 na apoptóze indukovanej MK nebola priamo detegovaná na 

žiadnom modeli pankreatických β buniek. Vzhľadom k tomu, že esenciálnym aktivátorom 

kaspázy-9 je cytochróm c, ktorého markantný výlev do cytoplazmy účinkom MK bol 

pozorovaný u β buniek vo viacerých experimentoch (viď. kap. 6.2.2), je pravdepodobné, že 

kaspáza-9 sa významne podieľa u β buniek na sprostredkovaní apoptózy indukovanej MK. 

Kaspáza-10 

Skúmaniu aktivácie kaspázy-10 v priebehu apoptózy indukovanej MK 

u pankreatických β buniek sa zatiaľ nevenovala žiadna vedecká skupina, preto jej úloha 

v tomto procese nie je známa. 

6.3.2 Úloha ďalších proteáz 
V apoptóze indukovanej MK hrajú dôležitú úlohu i niektoré ďalšie proteázy. 

Karboxypeptidáza E (CPE) je kľúčovým enzýmom inzulínovej sekrécie, ktorý je zodpovedný 

za „processing“ prohormomónových konvertáz inzulínu. Proteomickou analýzou bola 
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odhalená jej výrazná degradácia po pôsobení kyseliny palmitovej u MIN6 buniek a ľudských 

ostrovčekoch in vitro. To viedlo k aktivácii stresu ER (viď kap. 6.5) a navodeniu apoptózy β 

buniek. Úbytok CPE vplyvom hyperlipidémie bol demonštrovaný aj na ostrovčekoch z myší, 

ktoré boli kŕmené „high-fat diet“ (Jeffrey et al., 2008). Tiež bola demonštrovaná účasť inej 

neapoptotickej proteázy, calpainu-10 v apoptóze indukovanej MK (Johnson et al., 2004).  

6.4 Úloha de novo syntézy ceramidu 

Ceramid predstavuje evolučne veľmi starý spôsob odpovede bunky na stres. Môže 

vznikať dvoma spôsobmi: degradáciou fosfolipidu sphingomyelínu alebo de novo syntézou, 

ktorá je zahájená zo serínu a palmitoyl-CoA enzýmom serín palmitoyltransferázou (SPT). Ako 

signálna molekula reguluje cez aktiváciu fosfatáz a proteinkináz rôzne bunkové deje vrátane 

apoptotickej dráhy (Mathias et al., 1998). Čo sa týka účasti ceramidu na apoptóze indukovanej 

MK u β buniek, skúmanie prinieslo rozporuplné výsledky.  

Na pankreatických ostrovčekoch prediabetických a diabetických ZDF potkanov 

vystavených v in vitro podmienkach pôsobeniu MK bolo demonštrované, že apoptózu 

sprostredkoval ceramid. Následnou kultiváciou ostrovčekov s rádioaktívne značeným [3H] 

palmitátom, ktorého inkorporácia de novo vznikajúceho [3H] ceramidu bola výrazná, bolo 

dokázané, že vznikajúci ceramid bol syntetizovaný de novo v bunke a ako prekurzor bola 

využitá pôsobiaca MK (Shimabukuro et al., 1998c). Výsledky ďalších pokusov na 

ostrovčekoch ZDF potkana ukázali, že ich inkubácia s MK vedie k nárastu expresie SPT, čo 

tiež nasvedčovalo účasti ceramidu na apoptóze indukovanej MK (Shimabukuro et al., 1998a). 

Sprostredkovanie apoptózy indukovanej MK ceramidom bolo preukázané aj na ľudských 

pankreatických ostrovčekoch (Lupi et al., 2002).  

Výsledky spomínaných prác sú ale v rozpore s výsledkami iných vedeckých skupín, 

ktorých experimenty boli založené na inhibícii syntézy ceramidu. Pridanie selektívnych 

inhibítorov syntézy ceramidu do kultúry neviedlo u BRIN-BD11 (Welters et al., 2004a) ani u 

RIN β bunkových línií (Beeharry et al., 2004) k inhibícii apoptózy indukovanej kyselinou 

palmitovou, čo napovedá tomu, že ceramid sa nepodieľa na sprostredkovaní apoptózy 

indukovanej MK.  

Vzhľadom k rozporuplným experimentálnym dátam je otázka úlohy ceramidu 

v apoptóze indukovanej MK u β buniek dodnes nezodpovedaná. Je možné, že rozdielne 

výsledky ohľadom možnej úlohy ceramidu môžu prameniť z použitia rozdielnych 

experimentálnych modelov - bunkových línií versus pankreatických ostrovčekov, u ktorých 
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nemožno opomenúť vplyv ostatných typov buniek, ktoré sa v nich nachádzajú, na sledovaný 

proces. 

6.5 Úloha stresu ER 

Ústrednú úlohu v syntéze a „foldingu“ proteínov predstavuje endoplazmatické 

rétikulum (ER). ER je veľmi citlivé k rôznym bunkovým stresom, ktoré spôsobujú zníženie 

jeho „foldingovej“ kapacity, čo vedie k akumulácii nezložených proteínov v lumen ER 

a stimulácii ER stresu. Ten je rozpoznaný stresovými receptormi v membráne, cez ktoré 

aktivuje signálnu odpoveď značenú ako UPR (unfolded protein response) s cieľom obnoviť 

homeostázu v ER. UPR je realizovaná 3 signálnymi dráhami: (1) aktivácia PERK (protein 

kinase RNA (PKR)- like ER kinase) vedie k fosforylácii translačného iniciačného faktoru 

eIF2α, čím dochádza k inhibícii translácie väčšiny proteínov, ale naopak je selektívne 

zosilnená translácia niektorých proteínu, napr. ATF4, (2) aktiváciou IRE1 (inositol-requiring 

enzyme 1) je stimulované štiepenie XBP1 mRNA, čím vzniká transkripčný faktor podporujúci 

maturáciu a „folding“ proteínov, (3) štiepením ATF-6 (activating transcription factor 6) vzniká 

transkripčný faktor podporujúci transláciu chaperónov. Pretrvávajúcim stresom ER je UPR 

signalizácia neúčinná a dochádza k iniciácii apoptózy, predovšetkým aktiváciou JNK (c-Jun 

N-terminal kinase) dráhy a expresiou proapoptotického transkripčného faktoru C/EBP 

homológneho proteínu (CHOP) (Eizirik et al., 2008; Szegezdi et al., 2006) (viď. Obr. 2.). 

Pokusy odhalili, že aktivácia stresu ER je jednou z ciest, prostredníctvom ktorých sú 

MK schopné indukovať u β buniek apoptózu. Nasýtené MK ukázali pri aktivácii stresu ER 

vysoký potenciál, zatiaľ čo nenasýtené MK boli menej účinné. 

 
Obr. 2: Schéma UPR signalizácie (prevzaté z Szegezdi et al., 2006). 
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Napr. u  INS-1 buniek, u ktorých indukovali apoptózu kyselina palmitová a s menšou 

účinnosťou aj olejová, bola stres ER schopná aktivovať len kyselina palmitová (Karaskov et 

al., 2006). Obdobne aj kyselina palmitolejová nemala vplyv na aktiváciu stresu ER, zatiaľ čo 

kyselina palmitová aktivovala PERK a IRE-1 dráhy veľmi výrazne. Dokonca bolo 

pozorované, že kyselina palmitolejová zlepšila pri spoluinkubácii s palmitovou kyselinou 

životnosť buniek tým, že bola schopná inhibovať nárast fosforylovaného eIF2α, redukovať 

hladiny ATF4 a CHOP proteínov, ktoré boli indukované pôsobením kyseliny palmitovej 

(Diakogiannaki et al., 2008). 

Experimentálne dáta však nie sú ani v otázke úlohy nasýtených a nenasýtených MK 

v indukcii stresu ER jednotné. V rozpore s predchádzajúcimi štúdiami sú výsledky 

experimentu s INS-1E bunkami, u ktorých bola olejová kyselina schopná indukovať expresiu 

CHOP a aktivovať ATF-6 dráhu s rovnakou účinnosťou ako kyselina palmitová (Kharroubi et 

al., 2004). Z toho vyplýva, že i nenasýtené MK môžu za určitých okolností aktivovať dráhy 

stresu ER. 

Pravdepodobne najdôležitejšou úlohou zo všetkých troch dráh UPR signalizácie hrá 

aktivácia PERK dráhy, pretože jej aktivácia bola detegovaná vo väčšine prípadoch apoptózy 

navodenej MK u potkaních β buniek (Kharroubi et al., 2004; Karaskov et al., 2006; 

Diakogiannaki et al., 2008).  

6.6 Úloha oxidačného stresu a reaktívnych kyslíkových radikálov 

Reaktívne kyslíkové radikály (ROS) sú častými mediátormi rozmanitých bunkových 

poškodení, ktoré neraz vedú i k programovanej smrti bunky. U β buniek bolo ukázané, že 

disponujú nízkym obsahom enzýmových systémov podieľajúcich sa na obrane proti 

škodlivému účinku reaktívnych kyslíkových radikálov (ROS). Predovšetkým čo sa týka 

enzýmov superoxid dismutázy (SOD), glutation peroxidázy a peroxid vodíka zneškodňujúcich 

kataláz, je ich expresia u β buniek veľmi nízka (Tiedge et al., 1997). Aj na ľudských 

pankreatických ostrovčekoch pochádzajúcich z pacientov s DM2T bola detegovaná nízka 

expresia SOD (Sakuraba et al., 2002). Na základe tejto slabej antioxidačnej defenzívy je 

možné predpokladať, že β bunky sú veľmi citlivé k oxidačnému stresu a zvýšeniu produkcie 

ROS. 

Výsledky niektorých vedeckých prác naznačili spojitosť medzi nárastom 

intracelulárnych ROS a apoptózou indukovanou MK. Príkladom sú potkanie pankreatické 

ostrovčeky, u ktorých bol počas apoptózy navodenej kyselinou palmitovou detegovaný nárast 
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hladín ROS (Carlsson et al., 1999). Na obdobnom modeli bol zaznamenaný aj protektívny 

účinok nikotín amidu, antioxidačného činidla. Ten inhibíciou nárastu expresie Bax proteínu, 

indukovaného pôsobením vysokých koncentrácii MK, spôsobil výraznú inhibíciu apoptózy 

(Piro et al., 2002).  

Oproti tomu, experimentálne dáta ďalších štúdií ukázali, že oxidačný stres sa na 

apoptotickej dráhe indukovanej MK u β buniek nezúčastňuje. Ako u potkaních, tak i u myších 

β buniek použitím rôznych antioxidačných látok (nikotín amid, glutathion, N-acetyl-L-cystein 

a ďalšie ) nemalo vplyv na proapoptotický účinok MK (Cnop et al., 2001; Choi et al., 2007). 

Účasť oxidačného stresu na apoptóze indukovanej MK nie je u β buniek zatiaľ 

vyriešená. Vzhľadom k slabej antioxidačnej obrane β buniek by bolo potrebné túto 

problematiku budúcnosti preskúmať podrobnejšie. 

6.7 Úloha oxidu dusnatého 

Oxid dusnatý (NO) sa účastní apoptózy u mnohých bunkových typov. Za jeho hlavný 

zdroj je považovaná aktivácia indukovateľnej formy syntázy oxidu dusnatého (iNOS). 

Výsledky vedeckých skupín skúmajúcich u β buniek spojitosť NO s apoptotickou dráhou 

indukovanou MK zatiaľ účasť NO na apoptóze navodenej MK jednoznačne nepotvrdili, ale 

ani nepopreli.  

Vedecká skupina Shimabukuro et al. ukázala na základe inkubácie pankreatických 

ostrovčekov ZDF potkanov s MK, kedy bola zaznamenaná výrazná expresia iNOS mRNA a 

tvorby NO, že pôsobiace MK navodili apoptózu β buniek cestou zvýšenia intracelulárnych 

hladín NO (Shimabukuro et ad., 1997b). Výsledky pokusu s INS-1 β bunkovou línou 

naznačili, že apoptóza sprostredkovaná NO by mohla viesť cestou poškodzovania 

mitochondriálnej DNA (Grishko et al., 2005). 

V kontraste s týmito vedeckými prácami sa ukázali výsledky ďalších experimentov, 

ktoré počas pôsobenia MK nezaznamenali zmeny expresie iNOS, ani zmeny hladín NO u 

potkaních β buniek (Cnop et al., 2001; Beeharry et al., 2004) ani u potkaních (Carlsson et al., 

1999) a ľudských pankreatických ostrovčekoch (Lupi et al., 2002). Tým popreli, že by NO bol 

obecným mediátorom apoptózy indukovanej MK u β buniek. 

Rola NO v navodení apoptózy indukovanej MK u β buniek je vzhľadom k 

existujúcim experimentálnym dátam stále nevyriešenou otázkou. Jasnejší pohľad prinesie až 

budúce skúmanie.  
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6.8  Úloha PKCδ 

Proteínkináza C (PKC) reguluje u pankreatických β buniek rôzne funkcie, vrátane 

dejov bunkovej smrti. Má viacero izoforiem. Jednou z nich je proteínkináza Cδ (PKCδ), ktorá 

je aktivovateľná diacylglycerolom (DAG) vznikjúcim predovšetkým aktivitou fosfolipázy C 

(PLC) (Biden et al., 2008).  

Majoritné zastúpenie oproti ostatným izoformám PKC má PKCδ u RIN1046-38 β 

bunkovej línie. Na tomto modeli ukázali Eitel et al. (2003), že nasýtené MK (kyselina steárová 

a palmitová) aktivujú zatiaľ neznámym spôsobom PLC. Tá prostredníctvom DAG aktivuje 

PKCδ, čo vedie k translokácii PKCδ do jadra. Významnú úlohu PKCδ v apoptóze indukovanej 

MK demonštrovali autori experimentom, v ktorom pôsobenie rottlerinu, považovaného za 

špecifický inhibítor PKCδ, inhibovalo u β buniek apoptózu navodenú kyselinou palmitovou.  

Welters et al. tiež preukázali u β buniek inhibičné pôsobenie rottlerinu proti apoptóze 

indukovanej kyselinou palmitovou. Ale použitím PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate), 

aktivátora PKCδ, nedošlo k zosilneniu apoptózy, čím spochybnili účasť PKCδ na 

sprostredkovaní apoptózy indukovanej MK. Protichodnosť týchto výsledkov môže byť 

vysvetlená tým, že bolo následne zistené, že rottlerin nie je špecifickým inhibítorom PKCδ, 

ale že v bunke je mnoho ďalších proteínov, ktoré predstavujú jeho efektory, z ktorých niektorý 

môže byť zodpovedný za pozorovaný protiapoptotický efekt (Welters et al., 2004a).  

Zatiaľ najpresvedčivejší dôkaz účasti PKCδ na sprostredkovaní apoptózy indukovanej 

MK u β buniek podala vedecká skupina Hennige et al., ktorá na modeli transgénnych myší, 

exprimujúcich neaktívnu formu PKCδ, pozorovala inhibíciu apoptózy indukovanej kyselinou 

palmitovou, čím ukázala, že pre navodenie apoptózy pôsobením MK je skutočne vyžadovaná 

funkčná forma PKCδ (Hennige et al., 2010).  

6.9 Úloha miRNA 

MiRNA je krátka nekódujúca RNA o dĺžke približne 22 nukleotidov. Je považovaná 

za významného bunkového regulátora génovej expresie, pričom zastáva významnú rolu pri 

koordinácii mnohých bunkových dejov, vrátane apoptózy (Bartel et al., 2004; Weir and 

Bonner-Weir, 2004). Aj u β buniek bola v priebehu apoptózy indukovanej MK detegovaná 

účasť miRNA, ale zatiaľ bolo rozpoznaných len niekoľko druhov týchto miRNA. 

MiR-375 je miRNA exprimovaná u pankreatických β buniek vo vysokých hladinách. 

Jedna z najnovších prác potvrdila na modeli NIT-1 β buniek, že apoptóza indukovaná MK je 

sprostredkovaná miR-375. K tomuto záveru dospela po transfekcii buniek duplexmi miR-375, 
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ktoré zosilnili apoptotický účinok kyseliny palmitovej, zatiaľ čo zníženie endogénnej expresie 

miR-375 transfekciou jej antisense nukleotidom, viedlo k utlmeniu apoptózy (Li et al., 2010b).  

Apoptóza myších β buniek indukovaná kyselinou palmitovou bola sprevádzaná 

markantným vzostupom expresie miR34a, ktorej proapoptotický efekt sa prejavil 

pravdepodobne prostredníctvom zníženia hladín antiapoptotického proteínu Bcl-2 (Lovis et 

al., 2008). 

Z výsledkov vyplýva, že miRNA sa zúčastňuje u β buniek apoptózy indukovanej MK. 

Vzhľadom k tomu, že funkcia miRNA vo fyziológii bunky nie je ešte dostatočne prebádaná, je 

pravdepodobné, že ďalší výskum prinesie nové informácie týkajúce sa aj funkcie miRNA 

v apoptóze indukovanej MK u pankreatických β buniek. 

6.10 Úloha akumulácie triacylglycerolov 

Nadbytočné množstvo MK sa v bunkách uskladňuje do zásoby v podobe 

triacylglycerolov (TAG). Vďaka svojej fa/fa mutácii a s tým súvisiacej necitlivosti k 

pôsobeniu leptínu (viď kap. 9.1) nie sú β bunky ZDF potkanov v porovnaní s inými 

netukovými tkanivami chránené pred nadbytočným uskladnením tukov a preto sa stali 

vhodným modelom pre skúmanie účinku nadbytočného hromadenia tukov v β bunkách. In 

vitro experimenty s pankreatickými ostrovčekmi ZDF potkanov ukázali, že hlavnou príčinou 

apoptózy indukovanej MK bol prebytok MK uskladnených v podobe TAG, ale mechanizmy 

jeho toxického účinku nie sú dodnes vysvetlené (Shimabukuro et al., 1998a; Shimabukuro et 

al., 1998b).  

6.11 Vplyv hyperglykémie 

Sprievodným javom DM2T je hyperglykémia, zvýšená plazmatická koncentrácia 

glukózy v krvi. Preto bolo testované, či zvýšená hladina glukózy potencuje proapoptotický 

efekt MK na β bunky. Ani v tejto oblasti výskumu apoptózy β buniek nedošli experimentátori 

k jednotným záverom. V niektorých experimentálnych modeloch bolo pozorované zvýšenie 

miery apoptózy u buniek inkubovaných s nasýtenými MK v prítomnosti zvýšených hladín 

glukózy a potenciácie proapoptotického efektu sa týkala i niektorých nenasýtených MK 

(linolová kyselina) (Maedler et al., 2001; El Assaad et al., 2003; Maedler at al., 2003). 

Naopak iné vedecké skupiny ukázali, že efekt MK je nezávislý na koncentrácii 

glukózy. Napr. Jeffrey et al., demonštrovali, že miera apoptózy indukovaná kyselinou 
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palmitovou u MIN6 buniek a u ľudských pankreatických ostrovčekov nie je ovplyvnená 

koncentráciou glukózy v kultivačnom médiu (Jeffrey et al., 2008).  

 

7 Protektívny efekt nenasýtených mastných kyselín proti 
apoptóze pankreatických β buniek indukovanej nasýtenými 
mastnými kyselinami 

Nenasýtené MK sú u pankreatických β buniek spôsobilé pri spoluinkubácii 

s nasýtenými MK oslabiť proapoptotický účinok nasýtených MK (viď kap. 5.4). Tento 

obranný efekt nenasýtených MK, podobne ako toxicita nasýtených mastných kyselín, je u β 

buniek závislý na štruktúre molekúl nenasýtených MK. Doterajšie experimentálne dáta 

naznačujú, že ich protektívny efekt je, podobne ako proapoptotický efekt nasýtených MK, 

sprostredkovaný viacerými cestami.  

7.1 Vplyv štruktúry molekúl nenasýtených mastných kyselín a cis/trans 
konfigurácia dvojitej väzby 

Vplyv dĺžky reťazca MK bol manifestovaný nielen pri cytotoxickom účinku 

nasýtených MK (viď kap. 5.2), ale rovnakú dôležitosť preukázal aj u ochranného efektu 

nenasýtených MK proti proapoptotickému efektu nasýtených MK. Mononenasýtené MK 

kyselina myristolejová (14 uhlíkov), olejová a palmitolejová dokázali potlačiť u β buniek 

apoptózu indukovanú kyselinou palmitovou. Najefektívnejšia z nich sa ukázala 

mononenasýtená MK s 18 uhlíkovým reťazcom (kyselina olejová), pričom kapacita 

protektívneho pôsobenia nenasýtených MK klesala so skracujúcou sa dĺžkou reťazca (Dhayal 

et al., 2008). 

Experiment na potkaních β bunkách ukázal, že cis konfigurácia dvojitej väzby 

nenasýtených MK má väčší potenciál pri oslabení škodlivého účinku nasýtených MK ako 

trans konfigurácia. Kyselina palmitolejová (cis konfigurácia) aj kyselina palmitelaidová (trans 

konfigurácia) boli schopné pri inkubácii s kyselinou palmitovou znížiť jej proapoptotický 

efekt na β bunky, ale cis konfigurácia bola v pôsobení výrazne efektívnejšia. Obdobne sa 

správali aj 18-uhlíkate MK, kyselina olejová (cis konfigurácia) a elaidová (trans konfigurácia) 

(Dhayal et al., 2008). 
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7.2 Úloha metabolizmu  

Experimenty naznačujú, že nenasýtené MK blokujú apoptózu indukovanú nasýtenými 

MK až v konečných krokoch apoptotickej signálnej dráhy a pre ich obranný efekt nie je nutné, 

aby boli metabolizované. Na potkaních β bunkách pôsobila kyselina palmitolejová ako 

efektívny inhibítor apoptózy indukovanej kyselinou palmitovou, aj keď bola pridaná do 

kultúry β buniek až po niekoľkých hodinách ich inkubácie s kyselinou palmitovou (Welters et 

al., 2004b). Tiež sa ukázalo, že protektívny účinok nenasýtených MK nie je závislý na ich 

metabolizme, pretože na účinnosť nenasýtených MK nemala vplyv inhibícia CPT1, a rovnaký 

efekt ako nenasýtené MK mali aj ich nemetabolizovateľné alkyl-deriváty (Dhayal et al., 2008).  

7.3 Úloha GPR 40  

GPR40 (G-protein coupled receptor 40) je povrchový receptor s vysokou expresiou u β 

buniek, ktorý je aktivovateľný rôznymi MK s dlhým reťazcom (prehľadne v Morgan and 

Dhayal, 2009). Na modeli NIT-1 buniek bola ukázaná významná úloha tohto receptoru ako 

sprostredkovateľa obranného účinku kyseliny olejovej proti apoptotickému vplyvu kyseliny 

palmitovej. Nasvedčoval tomu aj nárast miery apoptózy u β buniek transfekovaných siRNA, 

ktorá oslabila expresiu génov GPR40  (Zhang et al., 2007). Mechanizmus, akým GPR funguje 

u β buniek, nie je zatiaľ prebádaný, a preto by sa táto téma mala sa stať predmetom budúceho 

skúmania. 

7.4 Akumulácia rozdielnych typov triacylglycerolov 

Hromadenie rozdielnych triacylglycerolov (TAG) v pankreatických β bunkách sa 

ukazuje ako možný dôvod protichodného účinku nasýtených a nenasýtených mastných kyselín 

pri indukcii apoptózy. Ako už bolo spomínané vyššie, vysoké hladiny TAG majú pre β bunky 

toxické účinky (viď kap. 6.10), ale niektorými vedeckými prácami je akumulácia mastných 

kyselín v podobe rôznych typov TAG považovaná za protektívny účinok nenasýtených 

mastných kyselín proti cytotoxickému efektu nasýtených mastných kyselín. 

Prítomnosť olejovej kyseliny v kultúre potkaních β buniek inkubovaných 

s palmitovou kyselinou zvýšila akumuláciu TAG a tým oslabila proapoptotický účinok 

palmitovej kyseliny (Cnop et al., 2001). Tiež sa ukázalo, že nenasýtené mastné kyseliny 

dokážu inhibovať proapoptotický efekt nasýtených mastných kyselín zvýšením inkorporácie 

nasýtených mastných kyselín do takých foriem TAG, ktoré sú β bunkami lepšie tolerovateľné. 

Príkladom je pokus prevedený s INS-1 β bunkovou línou, u ktorej pôsobenie palmitovej 
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kyseliny viedlo u β buniek k tvorbe málo rozpustného (pri 37°C v tuhom skupenstve) TAG-

tripalmitínu, pričom spoluinkubácia s olejovou kyselinou podporila tvorbu takého typu TAG, 

ktorý bol v kvapalnom skupenstve a nemal na β bunky toxický vplyv (Moffitt et al., 2005).  

Naopak výsledky experimentu Diakogiannaki et al. (2007) ukázali, že formovanie 

alebo zmena zloženia TAG nehrajú v prípade ochranného účinku nenasýtených mastných 

kyselín proti toxickému efektu nasýtených mastných kyselín u β buniek žiadnu úlohu. Pri 

skúmaní funkcie TAG v β bunkách vychádzali z toho, že aj nemetabolizovateľné alkyl-

deriváty nenasýtených mastných kyselín majú rovnaký protektívny účinok voči 

proapoptotickému efektu nasýtených mastných kyselín ako nenasýtené mastné kyseliny (viď 

kap. 5.4). Výsledky ukázali, že pôsobenie palmitolejovej kyseliny pri spoluinkubácii 

s palmitovou kyselinou podporilo tvorbu TAG v potkaních β bunkách, zatiaľ čo metyl-

palmitolejová kyselina nemala vplyv na tvorbu TAG. Jej protektívny efekt bol však obdobný 

(Diakogiannaki et al., 2007). 

Súčasné poznatky týkajúce sa úlohy akumulácie TAG v pankreatických β bunkách 

v priebehu apoptózy indukovanej mastnými kyselinami si mimoriadne odporujú.  

7.5 Ďalšie mechanizmy inhibície apoptózy indukovanej nasýtenými mastnými 
kyselinami účinkom nenasýtených mastných kyselín 

Jedným z potenciálnych protektívnych účinkov nenasýtených MK proti 

cytotoxickému efektu kyseliny palmitovej sa u β buniek ukázala aktivácia PI3-kinázovej 

dráhy, ktorej aktivácia bola u iných bunkových typoch detegovaná pri sprostredkovaní 

inhibície apoptózy navodenej rôznymi stimulmi (viď kap. 9.2) (Beeharry et al., 2004). 

Počas spoluinkubácie nasýtených a nenasýtených MK sa tiež preukázala schopnosť 

nenasýtených MK minimalizovať stres ER a inhibovať nárast expresie markerov stresu ER, 

napr. CHOP-10 (Diakogiannaki et al., 2008) (viď kap. 6.5 ) 

Nenasýtené MK boli schopné u pankreatických β buniek ľudských ostrovčekov 

zvýšiť expresiu antiapoptotického proteínu Bcl-2 a zabrániť uvoľneniu cytochrómu c z 

mitochondrií indukovaného pôsobením kyseliny palmitovej, čo pravdepodobne prispelo k ich 

ochrannému účinku proti apoptóze indukovanej kyselinou palmitovou (Maedler et al., 2003).  
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8 Protektívny efekt nenasýtených mastných kyselín proti ďalším 
typom apoptotických stimulov  

Niektoré experimenty poskytujú dôkazy, že nenasýtené MK sú schopné potlačiť u β 

buniek nielen cytotoxický efekt nasýtených MK, ale dokonca inhibovať apoptózu indukovanú 

inými apoptotickými činiteľmi.  

U β buniek ľudských ostrovčekov bol zaznamenaný protektívny účinok kyseliny 

olejovej a palmitolejovej proti apoptóze navodenej vysokou koncentráciou glukózy, čo bolo 

detegované na úrovni zníženia fragmentácie DNA po pôsobení týchto mononenasýtených MK 

(Maedler et al., 2003).  

Obdobný obranný efekt bol pozorovaný aj u kyseliny arachidonovej (AA), ω-6 

polynenasýtenej MK, ktorá je významným bunkovým prekurzorom prostaglandínov (PGE2) a 

leukotriénov. U myších β buniek a aj pankretických ostrovčekov bol v prítomnosti AA 

zaznamenaný pokles apoptózy navodenej zvýšenou koncentráciou glukózy. Experiment 

ukázal, že antiapoptotický účinok AA bol sprostredkovaný metabolitmi PGE2, pričom 

mechanizmus ich efektu je zatiaľ predmetom skúmania (Papadimitriou et al., 2007).  

Nenasýtené MK sú spôsobilé ovplyvňovať aj stres ER vyvolaný pôsobením iných 

faktorov ako nasýtených MK. Napr. inhibícia apoptózy navodenej tunikamycínom, 

inhibítorom glykozylácie proteínov, bola u potkaních β buniek sprostredkovaná kyselinou 

palmitolejovou cestou zníženia expresie CHOP-10 a ATF4 proteínov a redukcie fosforylácie 

eIF2α (viď kap. 6.5) (Diakogiannaki et al., 2008).  

Zo spomínaných prác vyplýva, že nenasýtené mastné kyseliny majú vysoký 

antiapoptotický potenciál voči rôznym apoptotickým stimulom, ale je potrebné preskúmať ich 

mechanizmy účinku. 

 

9 Ďalšie faktory ovplyvňujúce apoptózu indukovanú nasýtenými 
mastnými kyselinami u β buniek  

Pri snahe zlepšiť priebeh DM2T z hľadiska zastavenia poklesu masy pankreatických 

β buniek spôsobeného ich apoptózou je kľúčové odhaliť spôsoby, ktoré by dokázali účinne 

blokovať apoptotickú signalizáciu indukovanú MK. Dodnes boli odhalené viaceré 

mechanizmy, ktoré rôznou mierou ovplyvňujú indukciu apoptózy MK.  
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9.1 Úloha leptínu 

Leptín je hlavným regulátorom príjmu potravy. Okrem toho má nezastupiteľnú 

funkciu pre netukové tkanivá, ktoré chráni pred nadbytočným uskladnením lipidov pri 

zvýšenom prísune tukov v potrave (Lee et al., 2001).  

Priamy účinok leptínu prostredníctvom leptínového receptoru voči cytotoxickému 

pôsobeniu MK bol preukázaný v in vitro pokuse na pankreatických ostrovčekoch Wistar 

potkana cestou zvýšenej oxidácie pôsobiacich MK a redukciou ich inkorporácie do TAG. Toto 

pôsobenie ale nebolo zaznamenané na ostrovčekov ZDF potkanov s mutáciou leptínového 

receptoru (Glu269→Pro), z čoho vyplynulo, že podmienkou pre antiapoptický efekt leptínu je 

nutná prítomnosť oboch funkčných alel leptínového receptoru (Shimabukuro et al., 1997c). 

Nevyhnutnosť funkčných leptínových receptorov pre antiapoptotický účinok leptínu bola 

následne potvrdená aj in vitro experimentom na ostrovčekoch zo ZDF potkanov. U nich bola 

indukovaná expresia funkčnej formy leptínového receptoru, prostredníctvom ktorej dokázal 

leptín blokovať apoptózu β buniek indukovanú MK (Shimabukuro et al., 1998b).  

9.2 Úloha PI3K/Akt dráhy 

Proteínkináza B (PKB), známa aj pod názvom Akt, je aktivavaná fosfatidylinositol 3- 

kinázou (PI3K). PI3K/Akt signálna dráha, ktorá sa preukázala u mnohých bunkových typov 

ako signálna dráha inhibujúca apoptózu a tým podporujúca prežívanie buniek. Aktivovaná 

PKB fosforyluje apoptotický proteín Bad, proapoptotické transkripčné faktory FoxO1 a 

GSK3α/β a kaspázu-9, čím ich inhibuje a zabraňuje indukcii apoptózy (prehľadne v Datta et 

al., 1999).  

Viacerými štúdiami bola u pankreatických β buniek zaznamenaná spojitosť medzi 

zmenou aktivity PKB a apoptózou indukovanou MK. Napr. u INS-1 buniek s indukovanou 

expresiou stále aktívnej alebo neaktívnej formy PKB bolo demonštrované, že pôsobenie MK 

spôsobuje pokles hladín aktivovanej formy PKB a nárast množstva nefosforylovaných 

transkripčných faktorov FoxO1 a GSK3α/β. To naznačilo, že pre prežitie β buniek je dôležitá 

aktivovaná forma PKB (Wrede et al., 2002). Význam PKB v apoptóze β buniek dokazuje aj 

zníženie expresie PKB a pokles množstva fosforylovaného Bad proteínu, ktoré boli 

detegované pri indukcii apoptózy kyselinou palmitovou u myších β buniek (Choi et al., 2007).  
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9.3 Iné mechanizmy inhibície apoptózy indukovanej mastnými kyselinami 

hOGG1, 8-oxoguanín DNA glykozyláza/apurinová lyáza, je DNA opravný enzým. 

Zvýšenie jeho expresie v mitochondriách INS-1 buniek pomocou transfekcie viedlo k 

zvýšeniu rezistencie k apoptóze indukovanej MK (Rachek et al., 2006), ktorá bola 

pravdepodobne sprostredkovaná inhibíciou poškodzovania mtDNA v dôsledku pôsobenia 

MK. 

Ako bolo už vyššie spomenuté, MK s krátkym reťazcom sú pre β bunky prakticky 

netoxické (viď kap. 5.2 ). Z tohto pozorovania vyvodila vedecká skupina Hellemans et al., že 

potenciálna cesta v ochrannom mechanizme proti zhubnému účinku MK kyselín by mohla 

viesť skrátením ich uhľovodíkového reťazca v peroxizómoch, čo sa dá dosiahnuť zvýšením 

expresie génov peroxizomálnej β-oxidácie (Hellemans et al., 2007). Bohužial sa to nepokúsili 

dokázať experimentom. 

Protektívne pôsobenie troglitazonu, antidiabetika používaného pri liečbe DM2T, 

počas apoptózy indukovanej MK viedlo k zníženiu obsahu TAG v β bunkách a k inhibícii 

nárastu NO (Higa et al., 1999).  

Oslabenie aktivity kaspázy-3 a s tým súvisiaci pokles apoptózy indukovanej 

kyselinou palmitovou bolo zaznamenané u INS-1 buniek po pôsobení adiponektínu. To 

poukazuje na to, že rôzne faktory sekretované z adipocytov by mohli zohrávať pri obrane β 

buniek voči apoptóze významnú úlohu (Rakatzi et al., 2004).  

 

10 Záver  

Cieľom tejto práce bolo poukázať na úlohu MK pri indukcii apoptózy β buniek a 

zosumarizovať doterajšie poznatky týkajúce sa danej problematiky získanej nielen na modeli 

živočíšnych β bunkových línií, ale aj na ľudských β bunkách. 

Výsledky štúdií naznačujú, že dôležitým faktorom determinujúcim navodenie 

apoptózy MK je ich štruktúra. Zatiaľ čo nasýtené MK s dlhým uhlíkovým reťazcom majú u 

pankreatických β buniek vysoký apoptotický účinok, nasýtené MK s krátkym reťazcom a 

nenasýtené MK s dlhým reťazcom sú pri indukcii apoptózy oveľa menej účinné.  

Nenasýtené MK ukázali schopnosť oslabiť apoptotické efekty indukované 

nasýtenými MK ale aj inými typmi apoptotických induktorov. V rámci skupiny nenasýtených 

MK boli pozorované rozdiely ich účinku, kde dôležitú úlohu zohráva hlavne cis/trans 
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konfigurácia dvojitej väzby. Vzhľadom k tomu, že výskum sa tejto tematiky zatiaľ dotkol len 

okrajovo, nie je pôsobenie jednotlivých izoforiem dodnes celkom objasnené.  

Experimenty poukazujú na to, že apoptóza pankreatických β buniek je sprostredkovaná 

viacerými mechanizmami. Účasť mitochondrií bola zaznamenaná v majoritnej väčšine 

prípadov apoptózy indukovanej MK. Ohľadom aktivácie vonkajšej apoptotickej dráhy MK nie 

sú zatiaľ experimentálne dáta. Keďže v niekoľkých pokusoch bola detegovaná aktivita 

kaspázy-8, o ktorej je známe, že je aktivovaná prostredníctvom receptorov smrti, je možné, že 

MK dokážu spúšťať apoptózu aj cez receptory smrti, napr. Fas receptor. Preto by sa skúmanie 

v budúcnosti malo zamerať na podrobnejšie testovanie týchto receptorov, príapadne aj iných 

apoptotických receptorov na povrchu β buniek. 

Tiež sa preukázalo, že PKCδ a miRNA prispievajú k navodeniu apoptózy, ale akým 

mechanizmom nie je zatiaľ úplne známe. Ohľadom účasti ceramidu, oxidu dusnatého a 

oxidačného stresu na apoptóze indukovanej MK u pankreatických β buniek sa výsledky 

experimentov rozchádzajú. Príčinou môžu byť odlišné metodické postupy alebo rozdielne 

experimentálne modely použité jednotlivými vedeckými skupinami. Jednoznačné určenie 

úlohy týchto známych apoptotických mediátorov by mohlo napomôcť k rozvoju nových 

terapií pre liečbu pacientov s DM2T. 

Rastúce množstvo experimentálnych dát ukazuje, že indukcia apoptózy pankreatických 

β buniek vplyvom MK prispieva k rozvoju DM2T. Aj keď mechanizmy indukcie apoptózy 

u pankreatických β buniek MK sú dnes v porovnaní s minulosťou jasnejšie, mnohé aspekty ich 

účinku neboli ešte stále objasnené.  
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11 Zoznam použitých skratiek: 

AA                      kyselina arachidonová 

AIF                    „apoptosis-inducing factor“ 

Akt                      proteínkináza B 

ATF-6                „activating transcription factor 6“ 

BSA                   bovinný sérový albumín 

CHOP                C/EBP homológny proteín 

CPE                   karboxypeptidáza E 

CPT1                 karnitinpalmitoyl-transferáza 1 („carnitin palmitoyltransferase 1“) 

DAG                  diacylglycerol 

DM2T                diabetes mellitus 2. typu 

ER                      endoplazmatické rétikulum 

FA-CoA             „fatty acyl-CoA“ 

GPR40               „G-protein coupled receptor 40“ 

iNOS                  indukovateľná forma syntázy oxidu dusnatého 

IRE1                  „inositol-requiring enzyme 1“ 

JNK                   „c-Jun N-terminal kinase“ 

MK                     mastné kyseliny 

NO                     oxid dusnatý 

PERK                 „pancreatic ER kinase (PRK)- like ER kinase“ 

PGE2                   prostaglandín 

PI3K                   fosfatidylinosilot 3- kináza 

PKB                    proteínkináza B 

PKC                    proteínkináza C 

PKCδ                  proteínkináza Cδ 

PLC                    „phospholipase C“ -fosfolipáza C 

ROS                    reaktívne kyslíkové radikály 

SOD                    superoxid dismutáza 

SPT                     serín palmitoyltransferáza 

TAG                    triacylglycerol 

UPR                    „unfolded protein response 
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