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STRESZCZENIE

Rosnaca liczba doniesien naukowych dotyczacych zwigkszonej zapadalnosci chorych
na cukrzyce typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus; T2DM) na choroby neurodegeneracyjne, w
tym szczegolnie chorobg Alzheimera (ang. Alzheimer's disease; AD), sktania naukowcoéw do
interdyscyplinarnych badan nad powigzaniem potencjalnych zaburzen charakterystycznych dla
chorob neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej,
zwlaszcza mechanizmami ich powstawania, potencjalnymi wskaznikami diagnostycznymi, czy
tez lekami stosowanymi prewencyjnie. Jest to szczegoOlnie istotne z uwagi ha wysoka
zachorowalno$¢ na cukrzyce, ktora zostala uznana za epidemie XXI, za$ choroby
neurodegeneracyjne cechuje brak mozliwosci regeneracji neuronéw i ich samopowielania, co
czyni niemozliwym cofnigcie zmian ktére juz powstaly w obrgbie mozgu. Wskazywany
zwigzek miedzy wystepowaniem T2DM, towarzyszacej jej insulinoopornosci, a chorobg
Alzheimera, zdefiniowano jako odr¢bne zaburzenie okreslane mianem cukrzycy typu 3 (ang.
type 3 diabetes mellitus; T3DM), co zaproponowano po raz pierwszy w 2008 roku. Coraz
wigcej uwagi poswigca si¢ rowniez procesowi ekscytotoksycznosci indukowanej
glutaminianem, ktorej to przypisuje si¢ role tacznika migdzy przewlekta hiperglikemia
towarzyszaca cukrzycy typu 2, a patogeneza choréb neurodegeneracyjnych. Interesujagcym

stato si¢ wigc poznanie szlakoéw taczacych te dwa procesy na poziomie komorkowym.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto:

a) zebranie i przeanalizowanie najnowszych danych literaturowych dotyczacych zwiazku
cukrzycy typu 2 z chorobami neurodeneracyjnymi, w tym szczeg6lnie choroby Alzheimera;

b) opracowanie w badaniach in vitro na modelu komérkowym, warunkéw przewlektej
hiperglikemii, hiperinsulinemii oraz ekscytotoksycznosci dla stworzenia warunkow
odzwierciedlajacych zaburzenia charakterystyczne dla chorob neurodegeneracyjnych
zwigzanych z zaburzeniami gospodarki weglowodanow;

c) analiza wybranych szlakoéw oraz biatek sygnatowych, najbardziej reprezentatywnych dla
zaburzen indukowanych hiperglikemia, hiperinsulinemig oraz ekscytotoksycznosciag w
modelu komoérkowym,;

d) ocena stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych wybranych biatek i kinaz biatkowych
uczestniczacych w przekazywaniu sygnaléw w procesie ekscytotoksycznosci indukowane;

glutaminianem, jak i hiperglikemii oraz hiperinsulinemii, takich jak:



- izomery pozakomodrkowej kinazy regulowanej sygnatem 1/2 (ang. extracellular signal-
regulated kinases; ERK) na resztach Thr2%2/Tyr?% oraz Thri82/Tyr187,

- izomery kinazy bialkowej Akt 1/2/3, inaczej zwana kinaza biatkowa B (ang. protein
kinase B; PKB) na reszcie Ser*’®;

- biatko p70S6K (ang. p70 ribosomal protein S6 kinase) na reszcie Thr3&°;

- czynnik transkrypcyjny CREB (ang. cyclic AMP-responsive element binding) na reszcie
Serl3:

- B-katenina na reszcie Ser*;

- biatko p38 (ang. 38-kDa protein) na resztach Thr&/Tyr!e?;

- izomery kinazy N-koncowej kinazy biatka c-Jun 1/2 (ang. c-Jun N-terminal kinases; JNK)
na resztach Thri83/Tyri®,

Eksperymenty przeprowadzono na niezréznicowanej linii komodrkowej PC12,
powszechnie stosowanej w badaniach modelowych szlakéw sygnatlowych na poziomie
komorkowym, co pozwolito na ustalenie warunkow doswiadczalnych w oparciu rowniez o
dostepne doniesienia literaturowe. Po raz pierwszy dokonano oceny jednoczesnego wplywu
wybranych substancji majacych znaczenie w zaburzeniach charakterystycznych dla chordob
neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniami gospodarki, takich jak glukoza (G), insulina
() i L-glutaminian (L) na komorki PC12 po 48 h ekspozycji. Kazda z substancji badano w
dwoch roznych stezeniach (G1 i Gz, 1 i Iz, L1 i L2). Dokonano oceny stopnia fosforylacji
wybranych biatek i kinaz bialkowych uczestniczacych w szlakach sygnatowych w procesie
ekscytotoksycznosci, hiperglikemii oraz hiperinsulinemii w uktadach jedno-, dwu- |
trzyczynnikowych badanych substancji poprzez zastosowanie adekwatnych testow
immunoenzymatycznych.

W uktadach jednoczynnikowych zawierajacych glukoze (G1 i G2), stwierdzono istotny
statystycznie wzrost fosforylacji w poréwnaniu do proby kontrolnej dla: p38 (Thr'®/Tyr!8?) i
INK 1/2 (Thri®/Tyr'®%) a w przypadku B-kateniny (Ser*®) oraz ERK 1/2 (Thr?%%/Tyr?%,
Thri®2/Tyr'®"), jedynie dla préb inkubowanych z nizszym stezeniem glukozy (Gi). W
przypadku komorek PC12 eksponowanych na roztwory insuliny (11 i I2) zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost fosforylacji p38 (Thri®/Tyr!®2) i INK 1/2 (Thr'®/Tyr'®) dla obu stezen
badanego czynnika, natomiast w przypadku L-glutaminianu (L1 i L2) stwierdzono istotny
statystycznie wzrost fosforylacji dla p-kateniny (Ser®), p38 (Thri8%/Tyr!2) oraz JINK 1/2
(Thr®/Tyr!8) w przypadku inkubacji jedynie roztworem o nizszym L-glutaminianu (L1). W

uktadach dwuczynnikowych uwzgledniajacych oba stezenia glukozy w kombinacji z insuling



oraz L-glutaminianem zaobserwowano istotne statystycznie zmiany dla wzrostu fosforylacji
biatka p38 (Thr®/Tyr!2) oraz INK 1/2 (Thri8/Tyr!8) dla uktadow: Gili, Gilz, G2l1, Galz, oraz
G:L1. Dodatkowo dla JNK 1/2 wykryto wzrost fosforylacji przy resztach Thr'®/Tyr!® rowniez
w uktadzie z nizszym stezeniem glukozy oraz L-glutaminianu (G:L1), natomiast dla uktadu z
wyzszym stezeniem glukozy, ale nizszym L-glutaminianu (G.L:) zaobserwowano wzrost
fosforylacji na resztach Thr?%/Tyr®® oraz Thr'®Tyr'®” ERK 1/2. W ukladach
dwuczynnikowych bez glukozy, uwzgledniajacych jedynie oba stezenia insuliny oraz L-
glutaminianu, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost fosforylacji dla wybranych reszt
aminokwasowych biatek i kinaz biatkowych: ERK 1/2 (Thr2%/Tyr?% Thr'82/Tyr!87), INK 1/2
(Thri83/Tyri8), p38 (Thri®/Tyr82), p-kateniny (Ser*) oraz p70s6k dla uktadu z wyzszymi
stezeniami insuliny oraz L-glutaminianu (I2L2). Dodatkowo w przypadku p-kateniny oraz JINK
1/2 istotno$¢ statystyczng dla wzrostu fosforylacji wybranych reszt aminokwasowych
potwierdzono w uktadzie l1L,, aw uktadzie l1L; oraz IoL; tylko dla B-kateniny (Ser®).

W przypadku uktadow wieloczynnikowych, uwzgledniajacych kombinacje wszystkich
trzech badanych substancji, zaobserwowano liczne, istotne statystycznie zmiany, wskazujace
zaro6wno na wzrost fosforylacji jak i defosforylacji wybranych biatek i kinaz biatkowych.
Przede wszystkim stwierdzono defosforylacje biatka p70S6K na reszcie aminokwasowej Thr3%
oraz wzrost fosforylacji B-kateniny (Ser®), p38 (Thri8%/Tyr!82) i JINK 1/2 (Thr'®/Tyr!®) dla
trzysktadnikowego uktadu z wyzszym stezeniem glukozy i1 L-glutaminianu, oraz nizszym
stezeniem insuliny (GaliL2). W przypadku czynnika CREB, zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost fosforylacji jedynie dla uktadow trzyczynnikowych z wyzszym stezeniem
L-glutaminianu (G1liL2, GzliLo, GiloLa i GaloLo).

Na podstawie przeprowadzonych badan, po raz pierwszy doniesiono o jednoczesnej
defosforylacji biatka p70s6k oraz wzroscie fosforylacji B-kateniny (Ser*), p38 (Thr'&/Tyr!82)
i INK 1/2 (Thr'8/Tyr!8) w warunkach ekscytotoksycznosci indukowanej glutaminianem oraz
wspotistniejacej hiperglikemii i hiperinsulinemii 0 charakterze istotnym statystycznie (uktad
Golil2), co wskazuje na ich kluczowa role w regulacji szlaku sygnalowego w
ekscytotoksycznosci zwigzanej z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej i sugeruje
potencjalng role czynnikow predykcyjnych potencjalnych zaburzen charakterystycznych dla
choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniami gospodarki weglowodanow.
Przeprowadzone badania oraz ich wyniki sa szczegolnie istotne wobec nasilonego wzrostu
zachorowan na cukrzyce typu 2, oraz obserwowanego wzrostu zachorowalnosci na choroby
neurodegeneracyjne, zwtaszcza AD. Wieloptaszczyznowa analiza szlakow sygnatowych we

wspotistniejacych zaburzeniach ekscytotoksyczno$ci oraz hiperglikemii i hiperinsulinemii,



daje mozliwo$¢ wykrycia biatek i1 kinaz biatkowych, ktore potencjalnie moglyby stanowic
wskazniki diagnostyczne, a ich rutynowe oznaczanie daloby mozliwo$¢ stosowania
profilaktyki neurodegeneracyjnej zaburzen  charakterystycznych  dla  chorob
neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniami gospodarki weglowodanéw albo tez

moglyby si¢ one sta¢ celem dziatan terapeutycznych.



SUMMARY

The growing number of scientific reports on the increased incidence of
neurodegenerative diseases, especially Alzheimer's disease (AD) in type 2 diabetes mellitus
(T2DM) patients, prompts scientists to interdisciplinary research on the link between potential
characteristic disorders for neurodegenerative diseases related to carbohydrate disorders,
especially the mechanisms of their formation, potential diagnostic indicators, or preventive
drugs. This is particularly important due to the high incidence of diabetes, which has been
recognized as the epidemic of the 21st century, and neurodegenerative diseases are
characterized by the inability to regenerate neurons and their self-replication, which makes it
impossible to undo changes that have already occurred in the brain. The indicated relationship
between the incidence of T2DM, associated insulin resistance, and Alzheimer's disease was
defined as a separate disorder called type 3 diabetes mellitus (T3DM), which was first proposed
in 2008. Increasing attention is also paid to the process of glutamate-induced excitotoxicity,
which is attributed to the role of a link between chronic hyperglycemia associated with type 2
diabetes and the pathogenesis of neurodegenerative diseases. So it has become interesting to
understand the pathways connecting these two processes at the cellular level.

The purpose of this doctoral dissertation was:

a) collecting and analyzing the latest literature data on the relationship between type 2 diabetes
and neurodenerative diseases, in particular Alzheimer's disease;
b) to develop, in in vitro cell model studies, the conditions of chronic hyperglycemia,
hyperinsulinemia and excitotoxicity to create conditions reflecting disorders characteristic of
neurodegenerative diseases associated with disorders of carbohydrate metabolism;
c) analysis of selected pathways and signaling proteins most representative of the disorders
induced by hyperglycemia, hyperinsulinemia and excitotoxicity in a cellular model;
d) assessment of the degree of phosphorylation of amino acid residues of selected proteins and
protein kinases involved in signaling in the process of glutamate-induced excitotoxicity, as well
as hyperglycemia and hyperinsulinemia, such as:
- extracellular signal-regulated kinases (ERK) isomers 1/2 at residues Thr2%2/Tyr?% and
Thr182/Tyr187;
- Akt protein kinase isomers 1/2/3, called protein kinase B (PKB), on residue Ser*’3;

389

- p70S6K (p70 ribosomal protein S6 kinase) protein on the Thr*” residue;



- CREB transcription factor (cyclic AMP-responsive element binding) on the rest of
Ser133.

- B-catenin on a Ser® residue;

- p38 protein (38-kDa protein) at residues Thr®%/Tyr82;

- ¢-Jun N-terminal kinases (JNK) isomers 1/2 at residues Thr83/Tyrl&,

The experiments were carried out on the undifferentiated PC12 cell line, commonly used
in the study of model signaling pathways at the cellular level, which allowed to establish the
experimental conditions based also on the available literature data. For the first time, the
simultaneous effect of selected substances important in disorders characteristic of
neurodegenerative diseases related to disorders of carbohydrate metabolism, such as glucose
(G), insulin (1) and L-glutamate (L) on PC12 cells after 48 h of exposure, was assessed. Each
substance was tested at two different concentrations (G and Gz, 11 and Iz, L1 and L2). The
degree of phosphorylation of selected proteins and protein kinases participating in signaling
pathways in the process of excitotoxicity, hyperglycemia and hyperinsulinemia in the single-,
two- and three-factors combination of the studied substances was assessed by the use of
adequate enzyme immunoassays.

In single-factor combination containing glucose (G1 and Gy), a statistically significant
increase in phosphorylation was found compared to the control sample for: p38 (Thr'&/Tyr18?)
and JNK 1/2 (Thr'8/Tyr!®) and in the case of p-catenin (Ser®®) and ERK 1/2 (Thr?%2/Tyr?%,
Thri/Tyr'8"), only for samples incubated with lower glucose concentration (Gi). In the case
of PC12 cells exposed to insulin solutions (I1 and I.), a statistically significant increase in the
phosphorylation of p38 (Thr'®/Tyr®2) and JNK 1/2 (Thr®/Tyr!8) was observed for both
concentrations of the tested substances, while in the case of L-glutamate (L1 and L2), a
statistically significant increase in phosphorylation was found for B-catenin (Ser*), p38
(Thri®Tyr!82) and JNK 1/2 (Thr!8/Tyr!8) when incubated only with the lower L-glutamate
(L1) solution. In two-factors combinations without glucose, taking into account only both
concentrations of insulin and L-glutamate concentrations, a statistically significant increase in
phosphorylation was observed for selected amino acid residues of proteins and protein kinases:
ERK 1/2 (Thr?%2/Tyr?04 Thri82/Tyr187) INK 1/2 (Thri8/Tyr!%), p38 (Thri®/Tyr!82) p-catenin
(Ser*®) and p70s6k for the combination with higher concentrations of insulin and L-glutamate
(I2L2). Additionally, in the case of B-catenin and JNK 1/2, the statistical significance for the
increase in phosphorylation of selected amino acid residues was confirmed in the IiL>

combination, and in the I1L1 and I2L1 combinations only for f-catenin (Ser45).



In the case of multifactorial combinations, taking into account the combinations of all
three tested substances, numerous statistically significant changes were observed, indicating
both an increase in phosphorylation and dephosphorylation of selected proteins and protein
kinases. First of all, the dephosphorylation of the p70S6K protein at the amino acid residue of
Thr3® and an increase in the phosphorylation of -catenin (Ser®®), p38 (Thr'8%Tyr!8) and INK
1/2 (Thri8/Tyr!8) for a three-factors combinations with a higher concentration of glucose and
L-glutamate and insulin in lower concentration (Gzl1L>2). In the case of CREB, a statistically
significant increase in phosphorylation was observed only for three-factors combinations with
a higher concentration of L-glutamate (G1l1L2, G2liL2, GiloL2 and GaloLy).

On the basis of the conducted research, for the first time it was reported the
dephosphorylation of p70s6k protein and increased phosphorylation of B-catenin (Ser*), p38
(Thri8%Tyr'82) and JNK 1/2 (Thr'®/Tyr'®) in conditions of glutamate-induced excitotoxicity
and coexisting hyperglycemia and hyperinsulinemia (G:11L2), which is statistically significant
and indicates their key role in the regulation of the signaling pathway in excitotoxicity related
to carbohydrate metabolism disorders and suggests the potential role of predictors of potential
disorders characteristic of neurodegenerative diseases associated with carbohydrate metabolism
disorders. The conducted studies and their results are particularly important in view of the
increased incidence of type 2 diabetes and the observed increase in the incidence of
neurodegenerative diseases, especially AD. The multifaceted analysis of signaling pathways in
concomitant excitotoxicity disorders as well as hyperglycemia and hyperinsulinemia makes it
possible to detect proteins and protein kinases that could potentially be diagnostic indicators,
and their routine determination would enable the use of neurodegenerative prevention of
disorders characteristic of neurodegenerative diseases associated with carbohydrate metabolism

disorders, or they could be the target of therapeutic action.





