STRESZCZENIE

Cukrzyca to grupa schorzen metabolicznych charakteryzujacych si¢ podwyzszonym poziomem
glukozy we krwi, wynikajagcym z problemow z wydzielaniem insuliny, dziataniem insuliny
lub obydwoma tymi czynnikami. Zachorowalno$¢ i $miertelno$é z powodu tej choroby
osiggneta wartosci, ktdre 25 lat temu uwazano za niewyobrazalne, a konsekwencje obejmujace
choroby uktadu krazenia, neuropatie, nefropatie, retinopatig, chorobg Alzheimera 1 inne, majg
dramatyczny wplyw na jakos¢ zdrowia i dlugosé zycia ludzi. Obecnie w samych Stanach
Zjednoczonych na cukrzyce choruje okoto 28 milionow pacjentow w wieku 20 lat i starszych,
a liczba nowych przypadkow wynosi 180 000 rocznie. Co wigeej, 186 000 oséb w wieku
ponizej 20 lat choruje na cukrzyce, a kazdego roku u okoto 15 000 diagnozuje sie cukrzyce
typu 1. Dodatkowo, coraz wigcej dzieci choruje na cukrzyce typu 2, chorob¢ powszechnie
rozpoznawang u dorostych w wieku 40 lat i starszych. Miedzynarodowa Federacja
Diabetologiczna podaje, ze na calym swiecie na cukrzyce choruje 537 miliondéw 0séb w wicku
20-79 lat. Przewiduje sie, ze liczba ta wzrosnie do 643 milionéw do 2030 roku 1 783 milionow
do 2045 roku.

Cukrzyce typu 1 definiuje sie jako chorobeg polegajaca na postgpujacym autoimmunologicznym
niszczeniu komoérek P, co prowadzi do powaznego niedoboru insuliny. Jednak dlugotrwata
cukrzyca typu 1 nie prowadzi do catkowitej utraty komoérek B; komorki B znaleziono podczas
sekcji zwlok, wiele lat po wystapieniu cukrzycy, a insulina powstaje u wickszosci pacjentow
z cukrzyca po tescie tolerancji glukozy. Synteza i wydzielanie endogennej insuliny ma dziatanie
ochronne na powiklania i hipoglikemie, co wskazuje, ze cho¢ na niskim poziomie, funkcjonalne
komorki B sa zachowane w cukrzycy typu 1. Te komoérki B sa chronione przez reakcje
immunologiczng, albo podlegaja ciaglej regeneracji. Ta druga mozliwosé jest zgodna
z ekspresjg biatek cyklu komérkowego w komérkach p w probkach autopsyjnych pobranych
od pacjentow, ktdrzy chorowali na cukrzyce typu 1 przez ponad 50 lat. Nie wiadomo jednak,
czy replikujace sie komodrki B sg potomstwem komorek macierzystych, czy tez pochodza
7z podzialu dojrzalych komdérek B. Utrata komérek P determinuje patologie cukrzycy,
a odtworzenie przedzialu komérek B tagodzi cukrzyce i jej konsekwencje. Istnieje silna
korelacja migdzy resztkowg masa komorek fj a zaawansowaniem cukrzycy i jej powiklan. W
biologii komérek B dominujg dwie przeciwstawne opinie: a) komoérki B nie s3 terminalnie
zrdznicowanymi komérkami postmitotycznymi, ale raczej pulg komérek, ktéra pomimo swojej

wysoce wyrafinowanej funkcji moze ponownie wejsé w cykl komorkowy i dzieli¢ sie;



oraz b) komérki B sa nicodwracalnie wycofane z cyklu komdérkowego i moga powstawaé tylko

poprzez aktywacje i specyfikacje linii komorek macierzystych.

Cukrzyca charakteryzuje si¢ wieloma czynnikami obejmujacymi fizjologiczne, biochemiczne
i chemiczne mediatory dzialajgce jednoczesnie, wyzwalane przez te same lub rozne szlaki.
Inhibitory kinaz o malych czasteczkach otworzyly nowe mozliwosci dla badan funkcjonalnych
i terapii regeneracyjnych. DYRK1A jest jednym z pieciu czlonkdw rodziny kinaz regulowanych
fosforylacja tyrozyny (Y) o podwdjnej specyficznodci (DYRK). Gen dyrkla znajduje
sic w regionie krytycznym zespolu Downa i reguluje procesy komorkowe zwigzane
z proliferacja i réznicowaniem neuronalnych komérek progenitorowych podczas wezesnego
rozwoju. Pierwotnie koncentrowalo to badania na jego roli w chorobach zwyrodnieniowych
neuronow, w tym chorobie Alzheimera i zespole Downa. Jednak ostatnie badania wykazaly role
DYRKIA w cukrzycy. Badania przeprowadzone na myszach z haploinsuficytem genu dyrkla
dostarczyly dowodéw potwierdzajacych, ze zwierzeta te wykazujg znaczng nietolerancjg
glukozy, zmniejszenie masy i proliferacji komorek B, co ostatecznie prowadzi do rozwoju
cukrzycy. Zaobserwowano, ze efekt ten jest znacznie wzmocniony przez nadekspresje

DYRKI1A w komérkach B.

Niniejsza rozprawa doktorska wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze, ktére dotycza gtéwnie
charakterystyki nowych matoczasteczkowych inhibitoréw kinazy DYRK A oraz zastosowania
organoidéw komorek beta trzustki w badaniach nad cukrzyca. Gléwnymi celami pracy sa:
(1). Identyfikacja i charakterystyvka wlasciwosci strukturalnych nowych matoczasteczkowych
inhibitorow kinazy DYRKI1A. (2) Ocena skutecznosci tych inhibitorow w hamowaniu
DYRKIA in vitro. (3) Analiza potencjalnych efektéw terapeutycznych tych inhibitoréw
w modelach organoidéw komérek B trzustki w cukrzycy. (4) Ocena wplywu wybranych
inhibitorow na dlugotrwate wydziclanie insuliny w modelu ludzkich organoidéw wysepek
trzustkowych. (5) Poréwnanie aktywnosci badanych inhibitoréw z harming, obecnie najlepiej
udokumentowanym zwigzkiem promujacym proliferacje komorek P, w réznych modelach,
w tym w komorkach INS-1E i MING, izolowanych wysepkach mysich i komoérkach
B pochodzacych z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC).
(6) Zbadanie skutecznos$ci maloczasteczkowych inhibitoréw kinazy DYRK1A w promowaniu
proliferacji komérek B, co moze przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia ich roli w homeostazie
insuliny. (7) Udowodnienie koncepcji, ze indukowana malymi czasteczkami proliferacja
ludzkich komoérek p poprzez hamowanie DYRK1A jest osiagalna, co moze mie¢ znaczace

implikacje dla medycyny regeneracyjnej w leczeniu cukrzycy typu 1 i typu 2.



Przeprowadzone badania dostarczaja kluczowych informacji w celu wykazania znaczenia
inhibitor61) DYRK 1A w cukrzycy. Opracowane inhibitory DYRK 1A maja niezwykla zdolnogé

do zwiekszania proliferacji komoérek B 1 rownowazenia poziomu glukozy we krwi.

Wezesniejsze badania wykazaty, ze hamowanie DYRKI1A ma korzystny wplyw na wzrost
komorek B i produkcje insuliny. Jednak najskuteczniejszy obecnie dostgpny maloczasteczkowy
inhibitor, harmina, wyrdznia si¢ niska selektywnoscia kinazowg. AC27 wywiera podwdjne
dzialanie, zaréwno hamujgc aktywnos¢ DYRK 1A, jak i powodujac znaczne obnizenie poziomu
DYRK 1A w komérkach, jednoczesnie wykazujac lepsza selektywnosé wobec DYRK1A. Bylo
to zwiazane ze zwickszonym tempem wzrostu komorek B poddanych dzialaniu inhibitoréw.
Dodatkowo, AC27 zwigkszal produkeje insuliny i peptydu C w odpowiedzi na glukozg bez
znaczgcego wplywu na poziom glukagonu. Zaobserwowane wyniki byly istotne statystycznie,
skutkujac ponad 60% wzrostem ekspresji insuliny. Wplyw hamowania DYRKI1A za pomoca
AC27 zostal wzmocniony przez jednoczesna supresje TGF-B. Co najwazniejsze, wyniki
uzyskane w liniach komérkowych zostaly powtérzone w bardziej zaawansowanych modelach
wysepek trzustkowych. AC27 znacznie zwigkszyl stymulowana glukoza produkcje insuliny
w organoidach komorek B wytwarzanych z indukowanych pluripotencjalnych komérek
macierzystych (iPSC) oraz w izolowanych wysepkach trzustkowych myszy. Przedstawione
wyniki dostarczaja przekonujacych dowodéw na to, Zze zastosowanie AC27 do hamowania
DYRKIA skutecznie zwicksza wzrost i aktywnos¢ komorek B. Efekt ten jest szczegdlnie
zauwazalny w poréwnaniu do harminy, gléwnie ze wzgledu na wieksza zdolnosé¢ AC27

do selektywnego celowania w okreslone kinazy.

Kolejna czesé rozprawy koncentruje si¢ na badanin wplywu leucytyn na hamowanie kinazy
DYRKIA i ich skutecznosci w leczeniu cukrzycy. Leucytyny, ktoére sz naturalnymi
pochodnymi, moga stymulowaé wydzielanie insuliny w komorkach, wysepkach beta
pochodzacych z hiPSC i mysich wysepkach trzustkowych. Ponadto, leucytyna I.41
w polaczeniu z LY364947 znaczaco zwicksza wydzielanie insuliny. Badania wskazuja,
ze ta konkretna kombinacja lekow zwigksza tempo proliferacji i odpowiedzi na glukoze.
Sugeruje to, ze te inhibitory te moga mie¢ wplyw na szlaki sygnatowe, ktore ulatwiaja

replikacje komorek B, biosynteze i wydzielanie insuliny.

W kolejnych badaniach wykazano, Ze pluronic zwigksza biodostgpnosé AC27 w porownaniu
z innymi preparatami (CrEL) in vivo, powodujgc dlugotrwata normoglikemie u myszy
z indukowana cukrzyca. Jednoczesnie, dzigki zastosowaniu poloksameru, mozliwe bylo

zmniejszenie dawki podawanej myszom do 10 mg/kg masy ciala. Szeroki zakres kombinacji



PPO i PEO w projektach Pluronic zapewnia zréznicowany zakres wlasciwosci poloksameru
i umozliwia opracowanie dostosowanego systemu dostarczania lekéw. Im krotsza grupa PEO,
tym wicksze prawdopodobienistwo, e pluronic bedzie zachowywat si¢ jak olej i utworzy
emulsje. Pluronic P123 oferuje stabilne formulacje, zdolne do tworzenia miceli przy niskich
poziomach stezenia. W poréwnaniu z grupa nieleczona, analiza morfometryczna wycinkow
trzustki poddanych dziataniu badanych zwiazkéw wykazata poprawe morfologii i wzrost
insuliny po leczeniu. Co wigcej, AC27@P123 wykazal réwniez zwickszony wplyw
na wydzielanie insuliny w organoidach komodrek B pochodzacych z hiPSC. Ogolnie rzecz
biorac, nasze odkrycia dostarczajg przekonujacych dowoddw na to, ze hamowanie DYRKI1A

za pomoca AC27 poprawia funkcje i proliferacje komorek .

Ostatnia sekcja koncentruje sie na identyfikacji nowego celu molekularnego, biatka SPOP,
ktore zmniejsza akumulacje biatka PDX1 w dorostych komérkach B, prowadzac nastepnie
do zmniejszonej ekspresji kluczowych gendw, takich jak insulina, ktdre sa kluczowe
dla utrzymania masy i funkcji komérek . PDX1, znany réwniez jako IPF1, odgrywa kluczowsa
role w rozwoju i funkcjonowaniu komorek beta trzustki, co czyni go obiecujacym celem
strategii leczenia cukrzycy. Jako gldwny regulator transkrypcji gendéw insuliny, PDXI1 jest
niezbedny do utrzymania prawidlowej funkcji komorek beta, w tym ich zdolnosci do syntezy
i wydzielania insuliny. Uzyskane wyniki potwierdzaja zwigzek miedzy modulacja SPOP
a wzrostem PDXI1 i insuliny, co jest zgodne z naszymi wczesniejszymi badaniami. Wnioski
s3 poparte takze przez analize zaobserwowanych wynikow, ktora pokazuje spdjny zwigzek
miedzy leczeniem, zmianami w SPOP i poziomach insuliny oraz wynikajgcym z tego wplywem
na PDX1 i synteze insuliny. Odkrycie tego nowego szlaku regulacyjnego dla PDX1
i potwierdzenie jego roli sugeruje, Ze strategie terapeutyczne majgce na celu modulacj¢ obrotu
PDX1 poprzez SPOP moga podnie$¢ poziom biatka PDX1, zwickszajac w ten sposdb

przezywalnosé i funkcjonalno$é komérek B w leczeniu cukrzycy.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze,
ktére koncentrujg si¢ na analizie nowych maloczasteczkowych inhibitoréw kinazy DYRKIA

oraz wykorzystaniu organoidéw komorek beta trzustki w badaniach nad cukrzycg.



