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Cukrzyca typu 2 (T2DM, ang. type 2 diabetes mellitus), charakteryzujaca sie przewlekta
hiperglikemia, insulincopornoscia i dysfunkcja uktadu immunalogicznego, stanowi jedno z
najwigkszych wyzwari zdrowia publicznego na $wiecie. Kluczowg rolg w rozwoju tej choroby
odgrywajg nieprawidiowe nawyki zywieniowe — w szczegdlnoéci nadmierne spozycie cukréw
prostych, tluszczéw nasyconych i zywnoéci wysokoprzetworzonej — w potaczeniu z brakiem
regularnej aktywnosci fizycznej. Nieleczena lub niewlasciwie kontrolowana cukrzyca typu 2
moze prowadzi¢ do powaznych powiktari zdrowotnych, takich jak niewydolnoéé nerek, zawat
migsnia sercowego czy udar moézgu, znaczaco zwiekszaiac rvzyko przedwczesnej $mierci. Z
uwagi na zlozonoé¢ tej choroby niezbedne s3 dalsze badania nad molekularnymi
mechanizmami lezacymi u podstaw jej patogenezy. Lepsze ich zrozumienie stworzyloby
podstawy do opracowania nowych strategii terapeutycznych, zaréwno farmakoelogicznych, jak

i dietetycznych, ukierunkowanych na skuteczniejsze leczenie i prewencje T2DM.

W obliczu pojawiajgcych sig doniesiert o mozliwym zwigzku pomiedzy diugoterminowym
przyjmowaniem statyn ({inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A
(HMGCR) - kluczowego enzymu ograniczajgcego efektywnoéé catego szlaku kwasu
mewalonowego {MVA, ang. mevalonic acid), a wzrostem liczby nowych przypadkéw cukrzycy
typu 2, konieczne staje sig¢ zrozumienie roli nie tylke enzymoéw tego szlaku, ale réwniez
procesow prenylacji matych GTPaz. Inhibicja HMGCR, prowadzi bowiem nie tylko do obnizenia
poziomu cholesterolu, ale takize do zmniejszenia syntezy izoprenoidowych substratéw
niezbgdnych do potranslacyjnej modyfikacji biatek. Wigkszo$¢ prenylowanych biatek nalezy
do redziny matych GTPaz Ras, ktére odgrywajg kluczowa role w szeregu proceséw
komérkowych — od regulacji kontroli cyklu komérkowego po transport pecherzykowy. Z tego
wzgledu zrozumienie wptywu statyn na prenylacje tych biatek moze mieé istotne znaczenie

dla wyjasnienia mechanizmodw le2acych u podstaw diabetogennego dziatania tych lekéw.

W niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto prébe zbadania, w jaki sposéb inhibicja
enzyméw szlaku kwasu mewalonowego, prenylotransferaz oraz kinazy ROCK (ang. Rho-
associated coiled-coil forming kinase) wptywa na sekrecje insuliny przez komérki B trzustki
(linia MIN6) oraz degranulacje komdrek tucznych {linia RBL-2H3). Dodatkowo
przeanalizowano wplyw zastosowanych inhibitoréw na prenylacje wybranych matych GTPaz:
Rab11A, RaplA/RaplB, a w przypadku komérek tucznych — réwniez Ras. Wszystkie

eksperymenty poprzedzono ocena cytotoksycznodci stosowanych zwiazkéw wzgledem obu




linii komdrkowych. Badania te zrealizowano w jednostce macierzystej tj. Instytucie
Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej Politachniki tédzkiej. W drugiej czeéci badan
zmierzono poziom ekspresji enzymadw szlaku MVA oraz prenylotransferaz w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej (PBMCs, ang. peripheral blood mononuclear cells) pochodzacych
od zdrowych oséb oraz pacjentéw chorych na cukrzyce typu 2. Badania te zrealizowano w The
Core Research Laboratory, The Second Affiliated Hospital of Xi'an Jiactong University w

Chinach.

Pierwsza czgé¢ badari wykazata, ze prawastatyna oraz DGBP, stosowane w bezpiecznych
hiecytotoksycznych stezeniach {prawastatyna: 10 i 25 uM; DGBP: 25 uM), istotnie hamowaty
sekrecje insuliny w warunkach wysokiego stezenia glukozy. Jednoczeénie powodowaty
akumulacje nieprenylowanych biatek Rab11A oraz Rap1A/Rap1B w cytozoly, co sugeruje, ze
dysregulacja szlakéw sygnatowych z udziatem tych matych GTPaz moze by¢ odpowiedzialna za
obserwowane zmniejszenie wydzielania insuliny. Drugim zwigzkiem wykazujgcym dzialanie
hamujace wzgledem sekrecji insuliny przy 20 mM stgzeniu glukozy byt kwas ryzedronowy (5
uM). Jednakze nie powodowa!l on statystycznie istotnego obnizenia prenylacji zadnej 2
badanych GTPaz, co sugeruje, ze mechanizm prowadzacy do obnizenia sekrecji moze byé
niezalezny od prenylacji tych biatek. W przypadku degranulacji komérek tucznych, wiekszoéé
testowanych inhibitoréw przyczynita si¢ do zahamowania tego procesu. Czesé¢ z nich
powodowata réwniez obnizenie prenylacji malych GTPaz, co moze sugerowac, ze w tych
przypadkach zaburzenia prenylacji s3 odpowiedzialne za obserwowany efekt. Jednakze

zagadnienie to pozcstaje slabo poznane | wymaga dalszych, poglebionych badan.

W drugiej czesci badar o charakterze przekrojowym wykazano, ze poziom transkrypcji
genow kodujgcych enzymy takie jak reduktaza HMG-CoA, syntaza difosforanu farnezylu oraz
farnezylotransferaza jest istotnie zwigkszony w PBMCs pochodzacych od oséb z cukrzyeg typu
2. Zmiany te nie zawsze jednak przekiadaly sie na poziomie translacji. Analiza cytometryczna
wykazata, ze poziom biatek HMGCR oraz syntazy difosforanu geranylogeranylu jest istotnie
podwyiszony w catej populacji PBMCs pacientéw 2z T2DM. Co wigcej, zwigkszony poziom
drugiego enzymu zaobserwowano w subpopulacjach PBMCs pochodzacych od osdb z T2DM:
monocytach CD16%, monocytach nieklasycznych CD14°CD16% i w komérkach dendrytycznych
CD11c". Z kolei w przypadku farnezylotransferazy odnotowano istotng réznice w populacji

klasycznych monocytéw CD14*CD16 - wyiszy poziom tego enzymu stwierdzono u oséb



zdrowych. Zaobserwowane zmiany wskazuja na potencjalne znaczenie szlaku kwasu
mewalonowego i jego enzyméw w patofizjologii cukrzycy typu 2. Konieczne s3 jednak dalsze
badania, ktére pozwola okresli¢, czy odnotowane zmiany w ekspresji enzymdéw majg wplyw
na fenotyp komdbrek, kidrych dotyczg i czy moga stanowié¢ punkt wyijicia do pogtebionych

analiz mechanizméw molekularnych zwigzanych z choroba.

Z kolei wykonana analiza korelacji pomiedzy poziomem ekspresji enzyméw (ha podstawie
danych z cytometrii przeplywowej), a wybranymi parametrami klinicznymi ujawnifa kilka
interesujacych zaleznosci. Jedng z nich byta odwrotna korelacja pomiedzy poziomem ekspresji
geranylogeranylotransferazy typu | w calej populacji PBMCs {zaréwno u osdb zdrowych, jak i
chorych na T2DM) a stezeniem glukozy na czczo. Wynik ten moze wskazywaé na potencjalng
role tego enzymu w regulacji gospodarki glukozowej, co wymaga dalszych badan w celu

potwierdzenia i wyjasnienia mechanizmu tej zaleznosci.

Podsumowujac, przeprowadzone w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej
eksperymenty wykazaly, ze zaréwno posrednia, jak | bezposrednia inhibicja prenylacji matych
GTPaz moze mie¢ wptyw na procesy sekrecji insuliny przez komérki B trzustki oraz degranulacji
komérek tucznych. Ponadto, pierwsze tego rodzaju badanie przekrojowe z zastosowaniem
komérek jednojadrzastych krwi obwodowej oséb zdrowych oraz pacjentéw z cukrzyca typu 2
dostarczylo nowych danych na temat ekspresji kluczowych enzyméw szlaku kwasu
mewalonowego oraz prenylotransferaz w tych komérkach. Uzyskane wyniki moga stanowié
cenng podstawe do kolejnych analiz majacych na celu lepsze zrozumienie molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj cukrzycy typu 2 oraz identyfikacje potencjalnych

celdw terapeutycznych,



