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Luszczyca nalezy do najczestszych przewlektych chordb zapalnych skory. Wystepuje

w populacji z roézng czestoscig od 1 do 3% w Kkrajach europejskich oraz Stanach
Zjednoczonych. Klinicznie manifestuje si¢ wykwitami grudkowymi z towarzyszagcym
zluszczaniem. Istnieje duza rdéznorodno$¢ obrazu morfologicznego i nasilenia zmian,
od nielicznych ognisk, ograniczonych do szczegolnych okolic, do cigzkich postaci,
zajmujacych calg skore 1 stawy, a nawet prowadzacych do inwalidztwa.

Zmiany skorne sg wynikiem nadmiernej liczby podziatow komérkowych w warstwie
podstawnej naskorka oraz przyspieszonego, nieprawidlowego cyklu dojrzewania
keratynocytow, ktoremu towarzyszy nasilony naciek zapalny w obrgbie skory, zlozony
gtownie z limfocytdéw, monocytow oraz granulocytow, aktywnie penetrujacych do naskorka
przez rozszerzone pory naczyh wltosowatych. Pomimo zidentyfikowania wielu potencjalnych
genoéw predysponujacych do zachorowania na tuszczyce, czynniki genetyczne wydaja sie
niewystarczajace do rozwoju zmian tuszczycowych. W patogenezie podkresla si¢ takze udziat
zjawisk immunologicznych. Uwaza si¢, ze nadmierna proliferacja naskorka w tuszczycy jest
nastepstwem zaburzen immunologicznych zwigzanych =z aktywnos$cia limfocytow
T pomocniczych (Th) oraz wydzielanych przez nie cytokin, przede wszystkim czynnika
martwicy nowotworu o (TNF-a), interferonu y (IFN-y) oraz interleukin (IL): IL-6, IL-8,
IL-17, IL-19, IL-23. Aktywacja limfocytoéw Thl oraz produkcja cytokin doprowadza do
nadmiernej proliferacji komorek naskérka oraz indukuje 1 podtrzymuje stan zapalny. Réwniez
limfocyty Thl7, ktore powstaja przy udziale komorek dendrytycznych oraz makrofagow,
produkuja cytokiny prozapalne, migdzy innymi IL-17 oraz TNF-a [1].

W tuszczycy istotng rolg odgrywaja rowniez czynniki wewnatrz- i zewnatrzustrojowe,
ktore moga zapoczatkowac¢ lub nasila¢ proces chorobowy oraz prowokowa¢ wystapienie
kolejnych nawrotéw choroby. Do najczesciej spotykanych czynnikow wyzwalajacych nalezg
miedzy innymi: przewlekte infekcje bakteryjne i grzybicze, stres, urazy mechaniczne, zmiany
stezen hormondow wystepujacych gtdwnie w okresie menopauzy, alkohol, niektore leki, czy
promieniowanie UV.

W zalezno$ci od wieku wystgpienia U pacjenta pierwszych objawdéw choroby
wyroznia si¢ dwa typy luszczycy: wcezesny 1 pozny. Za wcezesny poczatek luszczycy
uznawane sg zmiany pojawiajace si¢ zwykle u chorych pomigdzy 15 a 40 rokiem Zzycia.
W tym przypadku choroba ma nieregularny przebieg z tendencja do zajmowania przez proces
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czesto obecno$¢ wybranych antygendéw zgodnosci tkankowej HLA (ang. human leukocyte
antigens). Uwaza sig¢, iz antygen HLA-Cwo6 jest charakterystyczny dla tuszczycy o cigzkim
przebiegu wystepujacej u ludzi mlodych. Z kolei drugi typ tuszczycy, pézny, 0 przebiegu
bardziej tagodnym, wystepuje najcze$ciej w przedziale 50 a 70 lat. Wykwity skorne maja
charakter ograniczony do okreslonych okolic ciata. W tym typie tuszczycy nie wykazano
natomiast silnych i ewidentnych zwigzkéw z czynnikami genetycznymi.

Luszczyca wplywa bardzo negatywnie na jakos$¢ zycia pacjentéw, zaburza codzienne
funkcjonowanie i stosunki mig¢dzyludzkie u ponad 80% chorych. Ocenia si¢, ze u okoto
5 — 30% pacjentow z tuszczyca dochodzi do zajecia procesem chorobowym réwniez stawow.
Dodatkowo, dermatoza ta wspotistnieje z innymi schorzeniami ukladowymi, takimi jak
cukrzyca, nadcisnienie, choroba Le$niowskiego-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelit, zespot
metaboliczny, choroba sercowo-naczyniowa, udar mozgu lub zaburzenia rytmu serca.
Luszczyca jest nadal chorobg nieuleczalng, nie jest mozliwe catkowite i trwate jej wyleczenie,
a nawroty choroby sg regula, leczenie jest wiec wylacznie empiryczne. Dostgpna jest cala
gama lekow stosowanych miejscowo 1 ogolnie, w celu usunigcia tusek, spowolnienia tempa
przemiany keratynocytow, poprawienia roznicowania komorek, zahamowania zapalenia,
a takze lekow wptywajacych na kompleksowe reakcje immunologiczne. Nalezy wybra¢ taka
metode leczniczg, aby z jednej strony umozliwita kontrolowanie przebiegu choroby,
maksymalnie ograniczajac jej negatywny wplyw na zycie pacjenta, a z drugiej strony, aby
skutki uboczne dhugotrwalego leczenia byly jak najmniejsze.

Wyniki opublikowanych badan wskazuja, ze podejmowane sa proby wykorzystania
w leczeniu tuszczycy substancji pochodzenia naturalnego. W literaturze liczne sg doniesienia
na temat flawonoidow oraz ich wlasciwosci immunomodulacyjnych i antyproliferacyjnych.
Wsrod flawonoidow, zwiazkoéw organicznych stanowiacych wtdrne metabolity roslin,
izoflawon genisteina  (5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on)  jest
przyktadem substancji o potencjalnym zastosowaniu w terapii tuszczycy. Jednoczesnie, liczne
badania wykazaly, Zze genisteina posiada plejotropowy mechanizm dziatania, wykazuje
wlasciwo$ci immunosupresyjne, inicjacji apoptozy i hamowania angiogenezy w komorkach
nowotworowych, wplywa takze na regulacje metabolizmu. Oprocz tego, dziata
przeciwutleniajaco, hipotensyjnie, spazmolitycznie, przeciwzapalnie, antyalergicznie
I przeciwmiazdzycowo. Ekstrakt sojowy, zawierajacy genisteing, wykazuje dzialanie
antyproliferacyjne, a za efekt ten moze by¢ odpowiedzialna indukcja apoptozy i wzbudzenie
roznicowania. Genisteina jest uwazana za regulator odpowiedzi zapalnych w skorze. Co
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jak IL-1, IL-6 i TNF-a, przez modulowanie jadrowego czynnika NF-kB (ang. nuclear factor
kB) 1 szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase)
w makrofagach i komodrkach $rédbtonka.

Celem realizowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej byto okreslenie mechanizmu
dziatania genisteiny w kontekscie modulacji proceséw komorkowych, dla potencjalnego jej
zastosowania w terapii tuszczycy. W prowadzonych badaniach wykorzystano model in vitro
poprzez zastosowanie doswiadczalnych nienowotworogennych unie$miertelnionych linii
komorkowych keratynocytow cztowieka, HaCaT (ang. spontaneously immortalized human
keratinocyte line). Prowadzone prace eksperymentalne opieraly si¢ rowniez na probie
klinicznej w pierwszej fazie badan. Pacjenci dotknieci tuszczyca przez 56 dni przyjmowali
genisteing w formie sproszkowanej w ilosci 75 lub 150 mg dziennie, badZz stanowili grupe
placebo.

Pierwszym etapem przeprowadzonych prac badawczych bylo dobranie odpowiednich
stezen genisteiny i okreslenie jej wptywu na proliferacje komorek [2]. Efekt cytotoksyczny
genisteiny oszacowano w oparciu o test MTT. Test ten jest oparty na zdolnosci enzymu -
dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztalcania rozpuszczalnej w wodzie soli
tetrazolowej (MTT, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy). TIlos¢
barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywnoSci oksydacyjnej
mitochondriow komorki, a w $cisle okreslonych warunkach dos$wiadczalnych do liczby
aktywnych metabolicznie (zywych) komoérek w populacji. W tym celu keratynocyty HaCaT
byty traktowane genisteing w stezeniach 30, 60 i 100 uM, podawang w 0,05% roztworze
dimetylosulfotlenku (DMSO), stanowiagcego rozpuszczalnik, przez 24 i 48 godzin oraz 7 dni.
W rezultacie przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze w wigkszoséci zastosowanych
warunkow, genisteina nie wykazuje istotnych wlasciwosci cytotoksycznych po traktowaniu
keratynocytow przez 24 oraz 48 godzin. Wartosci 1C25, IC50 oraz IC75 (ang. inhibitory
concentration), okreslajace medialne st¢zenie inhibitora hamujgcego odpowiednio 25, 50 oraz
75% proliferacj¢ komorek, wyznaczono po 7 dniach traktowania genisteing. Uzyskane wyniki
wskazaty, ze genisteina hamuje proliferacj¢ keratynocytow w sposob zalezny od stgzenia oraz
czasu ekspozycji [2].

Okreslenie mechanizmu dziatania genisteiny realizowano, w pierwszej kolejnosci,
w oparciu o analize¢ wpltywu tego izoflawonu na ekspresje genow ludzkich keratynocytow
HaCaT [2]. Pomiaru poziomu poszczegdélnych mRNA dokonano po 24 i 48 godzinnej
ekspozycji komorek na 30, 60 lub 100 uM genisteing podawang w 0,05% roztworze DMSO.

Ocen¢ wptywu genisteiny na transkryptom keratynocytow HaCaT przeprowadzono w oparciu



o technologi¢ mikromacierzy oligonukleotydowych. Do badan wykorzystano macierze
HumanHT-12 BeadChip v4.0 firmy Illumina, identyfikujace ponad 25 000 znanych genow.
Uzyskane wyniki opracowano poprzez obliczenie stosunku sygnatu sondy dla préoby
traktowanej lekiem wzglgdem kontroli traktowanej 0,05% DMSO. Przyjetym kryterium
stanowigcym o istotnosci wystepujacych zmian byla warto$¢ stosunku sygnaléw wynoszaca
< 0,7 lub > 1,3, dla danej sekwencji. Analiza globalna uwzglgdniajaca przyjete kryteria
wykazala, iz najwigcej gendéw o modulowanej aktywnosci odnotowano dla keratynocytow
hodowanych przez 24 i 48 godzin w obecnosci 100 uM genisteiny (4039 geny dla 24 godzin
oraz 4186 dla 48 godzin traktowania zwiagzkiem) [2].

W dalszym etapie moich badan wykonano analizy ontologiczne identyfikujace szlaki
oraz procesy komoérkowe modulowane na poziomie transkryptomu przez badany izoflawon
[2]. Wykorzystano w tym celu programy GSEA (ang. Gene Set Enrichment Analysis), GOrilla
(ang. Gene Ontology enRIchment anaLysis and visuaLizAtion tool) oraz REVIGO (ang.
REduce + Vlsualize Gene Ontology). Wsrod struktur komorkowych charakteryzujacych sie
najwickszg liczba gené6w o zmienionej ekspresji, wyrdznialy si¢ przedziaty
wewnatrzkomorkowe oraz jadrowe. Szlak sygnalizacyjny zwigzany z receptorami
aktywowanymi przez proliferatory peroksysomoéw (PPAR, ang. peroxisome proliferator-
activated receptor), jak réwniez szlak z udziatem receptorow wewnatrzkomoérkowych NOD-
podobnych  (ang.  nucleotide-binding  oligomerization ~ domain-like  receptors)
charakteryzowaly si¢ odpowiednio najbardziej pozytywnie i negatywnie modulowanym
poziomem ekspresji genéw keratynocytow hodowanych w obecnosci 100 uM genisteiny, dla
obu analizowanych punktéw czasowych (24 i 48 godzin) [2]. Warto doda¢ w tym miejscu, iz
oba szlaki komorkowe sg zaangazowane zarowno w rozwoj tuszczycy, jak i utrzymanie
homeostazy keratynocytow.

Ze wzgledu na szacunkowy charakter uzyskanych danych w analizie
mikromacierzowej, konieczna byla ich weryfikacja z zastosowaniem ilosciowego PCR
w czasie rzeczywistym (ang. real time quantitative RT-PCR, real time gRT-PCR) [2]. Wyniki
pozyskane dzigki zastosowaniu obydwu metod wykazaly wysoka korelacj¢. Na szczegdlng
uwage zashuguje, obserwowane w przypadku keratynocytow traktowanych genisteing,
obnizenie poziomu ekspresji genéw PI3 (ang. peptidase inhibitor 3) oraz SERPINBS (ang.
serpin family B member 8), bedacych markerami procesu *tuszczycowego komorek
epidelmalnych [1, 2].

Jak wspomniano powyzej, tuszczyce charakteryzuja trzy gtowne patomechanizmy: (i)

nadmierna proliferacja naskorka, (ii) nieprawidtowe réznicowanie keratynocytow oraz (iii)



stan zapalny. Istotne znaczenie w powstawaniu zmian tuszczycowych przypisuje si¢ ponadto
mechanizmom immunologicznym. Pobudzone keratynocyty wykazuja zdolno$¢ do
wytwarzania cytokin 1 czynnikow wzrostowych oraz ekspresj¢ réznych antygenow
1 czasteczek adhezyjnych charakterystycznych dla komorek efektorowych odpowiedzi
immunologicznej. Tym samym keratynocyty wykazuja ekspresje genow kodujgcych biatka
uczestniczace w procesie zapalnym. W normalnych warunkach wigkszo§¢ z czynnikow
immunologicznych nie jest syntetyzowana badz pozostaje w cytoplazmie, jednakze bodzce
zewnetrzne, takie jak uraz, infekcje bakteryjne, substancje chemiczne, promieniowanie
ultrafioletowe indukujg wytwarzanie i uwalnianie cytokin z keratynocytow [1]. Wstepna
analiza transkryptomu komorek linii keratynocytarnej HaCaT, w oparciu o technologi¢
mikromacierzy oligonukleotydowych wykazata, ze dotychczas stosowane warunki hodowli
powodujg niewielkie zmiany w aktywnosci genéw zwigzanych ze stanem zapalnym [2].

Zrozumienie procesOw zwigzanych z sygnatami transkrypcyjnymi oraz $ciezkami
regulatorowymi, majgcymi miejsce w trakcie procesu roéznicowania keratynocytow
i aktywno$ci immunologicznej skory stanowi duzy potencjal w leczeniu chorob
dermatologicznych, obejmujacych zaburzenia genetyczne, infekcje, czy raka skory. Dane
literaturowe wskazujg na wykorzystanie modeli in vitro, opierajacych si¢ migdzy innymi na
bezposredniej stymulacji cytokinami keratynocytow czy tez rekonstrukcje ludzkiego
naskorka, stosowane sg takze kokultury komorek, stuzace do badan interakcji migdzy ich
populacjami. Modele in vitro majg na celu mimikowanie szlakow prowadzacych do rozwoju
zmian tuszczycowych. Stanowia one mniej inwazyjnag metod¢ odwzorowania procesOw
zachodzacych w tuszczycowo zmienionych keratynocytach, dajagc mozliwos$¢ testowania
potencjalnych srodkéw farmaceutycznych [1].

W zwigzku powyzszym faktem, jednym z celow mojej pracy bylo zaprojektowanie
i opracowanie dwuwymiarowego (2D) tuszczycowego modelu naskorka, mimikujacego
proces zapalny, toczacy si¢ W tuszczycowo zmienionych keratynocytach. Konstrukcja modelu
opierata si¢ na bezposredniej stymulacji ludzkiej linii keratynocytarnej HaCaT przez zestaw
specjalnie dobranych cytokin prozapalnych, takich jak IL-1A, IL-17A, IL-22, onkostatyna M
(OsM) oraz TNF-a. Bodzce prozapalne wybrano na podstawie raportow literaturowych,
w ktorych opisano efekty réoznych cytokin zapalnych na keratynocyty. Wykazano migdzy
innymi, iz IL-22 hamuje roéznicowanie naskorka i indukuje ekspresj¢ biatek prozapalnych
o whasciwosciach chemotaktycznych i przeciwbakteryjnych. IL-17 podwyzsza poziom
ekspresji czynnikow chemotaktycznych komorek odpornosciowych, ktéore s3a obecne
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IL-1A wykazuje podobienstwo do transkryptomu tuszczycowego. IL-1A i TNF-a wykazuja
podobne wzory regulacji, zwlaszcza w odniesieniu do ekspresji genéw kodujacych cytokiny
i chemokiny. lIzoformy IL-1 sg obecne w skorze tuszczycowej. OsM jest silnym aktywatorem
keratynocytow, ktory podobnie jak TNF-a, IL-1A, IL-17 i IL-22, reguluje poziom ekspresji
wielu genéw dotyczacych odpornosci wrodzonej, angiogenezy, adherencji i migracji komorek
uktadu immunologicznego. Polaczone efekty wybranych zatem cytokin wydajg si¢
nasladowac niektore cechy tuszezycy [1, 2].

Walidacja otrzymanego 2D tuszczycowego modelu komérkowego naskorka in vitro
opierala si¢ na analizie poziomu mRNA wyselekcjonowanych genow bedacych: i) markerami
réznicowania keratynocytéw, tj. KRT10 (ang. keratin 10), ktérego poziom ekspresji jest
podwyzszony ze wzgledu na silng hiperproliferacje, towarzyszaca stanom zapalnym skory,
oraz gen pdznego réznicowania keratynocytow, LOR (ang. loricrin), wykazujacy obnizong
ekspresj¢ w keratynocytach tuszczycowo zmienionych, a takze ii) S100A7 (ang. S100
calcium-binding protein A7) i S100A9 (ang. S100 calcium-binding protein A9), kodujacych
przeciwbakteryjne peptydy, zaangazowane w nadmierng proliferacje oraz stan zapalny skory
[1,2].

Na podstawie listy genow, przygotowanej w oparciu o dane z bazy KEGG (ang.
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) oraz AmiGO w toku moich badan,
przeprowadzitam szczegdlowa analiz¢ poziomu ekspresji tych gendow, ktorych produkty sa
zaangazowane w mechanizm tuszczycowy — Panel 1 [2], oraz szlakéw uczestniczacych
w patomechanizmie luszczycy, ktérych dysfunkcja jest odpowiedzialna za wystapienie
procesu zapalnego w obrebie naskorka — Panel 2 [2, 3]. W przypadku traktowania
keratynocytow mieszaning cytokin prozapalnych, a nastepnie 100 uM genisteing przez 24
godziny przeanalizowano aktywnos¢ 90 genéw (sumarycznie dla obu paneli). Badania
wykazaly, ze stosowane warunki hodowli powoduja zmiang ekspresji 63 gendéw, sposrod
wszystkich testowanych, ktorych to odpowiedz na ekspozycje mieszaning cytokin
prozapalnych i genisteiny mozna przedstawi¢ za pomoca 5 roznych klastrow. Pierwsza grupe
stanowito 12, druga za$ 14 gendéw przedstawiajace odpowiednio, zmniejszenie badz
zwigkszenie ekspresji w odpowiedzi na traktowanie modelu naskorka mimikujacego
tuszczycowy proces zapalny genisteing. Trzeci Kklaster tworzyly 4 geny, ktorych poziom
MRNA po traktowaniu mieszaning cytokin ulegl obnizeniu, a nast¢pnie podwyzszeniu po
genisteinie. Czwarty, najliczniejszy zbior to 30 genow, ktore charakteryzowaly sie
podwyzszonym poziomem aktywnosci w keratynocytach stymulowanych mieszaning cytokin

prozapalnych oraz obnizonym poziomem ekspresji po dodatkowym traktowaniu zapalnego



modelu tuszczycowego genisteing. Ostatni, pigty klaster, przedstawiajacy niewielkie zmiany
w poziomie mMRNA w stosowanych warunkach hodowli, stanowity 3 geny [2].

Zaréwno analiza z wykorzystaniem platform mikromacierzowych, jak i qRT-PCR
z obrazowaniem w czasie rzeczywistym wykazaty, iz genisteina wptywa na ekspresje
licznych genow zwigzanych z luszczycg. Zastosowane kryterium wyznaczajgce obecnosé
zmian w transkryptomie pozwolilo zidentyfikowac¢ geny kodujace biatka, ktore uczestnicza
w przekazywaniu sygnalu za posrednictwem S$ciezek sygnalizacyjnych: (i) kinaz
aktywowanych mitogenami MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases), (ii)
metabolizmu kwasow tluszczowych, (iii) rodziny czynnikow transkrypcyjnych FOXO (ang.
Forkhead box protein O), (iv) cyklu komérkowego, oraz (v) szlakow metabolicznych [2].

Kolejnym etapem mojej pracy bylo zbadanie mechanizmoéw dziatania genisteiny oraz
mieszaniny cytokin, za posrednictwem ktorych nastepuje zmiana w fenotypie keratynocytow.
W reakcji zapalnej toczacej si¢ w tuszczycowo zmienionej skorze biorg udzial cytokiny
prozapalne, ktorych ekspresja kontrolowana jest przez regulatorowe czynniki transkrypcyjne,
do ktorych nalezy NF-xB. W niepobudzonej komérce NF-kB znajduje si¢ w cytoplazmie
w nieaktywnej formie, ktora pod wptywem kinaz moze ulec aktywacji. Fosforylacja NF-xB
p65 i translokacja do jadra komoérkowego jest waznym krokiem dla jego aktywnosci
w procesach transkrypcyjnych. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego NF-kB oznaczona
zostata w niniejszym badaniu z wykorzystaniem metod immunocytochemii. Do prac
wykorzystano keratynocyty linii HaCaT poddane traktowaniu mieszaning cytokin
prozapalnych w stezeniu 2 ng/ml kazda lub TNF-a (5 ng/ml), wraz z genisteing (100 uM).
Kontrole stanowity komorki traktowane 0,05% DMSO lub mieszaning cytokin prozapalnych
badZz wortmaning. Po 24 godzinach dokonano analizy za pomoca mikroskopii florescencyjne;j.
Efektem tego byto obserwowane w toku przeprowadzonych analiz zmniejszenie fosforylacji
i translokacji NF-«xB po traktowaniu komorek genisteing, przy czym porownywalne rezultaty
uzyskano dla wortmaniny bedacej inhibitorem czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz
PISK/AKT (AKT, ang. protein kinase B). Analogiczne warunki wykorzystano podczas badan
szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu, w ktorych zastosowano analizator komorek MUSE®,
dziatajacego w oparciu 0 fluorescencyjna detekcje sygnahu. Sciezka sygnatowa z udziatem
PI3K/AKT bierze udzial w aktywowaniu NF-kB. Kinaza AKT fosforyluje i aktywuje kinazg
IkB (IKK, ang. IxB kinase), co prowadzi do fosforylacji 1 degradacji inhibitora IkB,
translokacji NF-kB do jadra komodrkowego, a w rezultacie — do transkrypcji genow
regulowanych przez ten czynnik. W przeprowadzonych eksperymentach nie zaobserwowano

istotnych statystycznie zmian procentowego udzialu komoérek z aktywowanym oraz



zahamowanym szlakiem. Jednakze, w badaniach transkryptomicznych wykazano istotny
wzrost aktywno$ci ekspresji genu PI3K w materiale izolowanym z keratynocytow
traktowanych mieszaning cytokin prozapalnych [2].

W dalszych pracach sprawdzitam witasciwosci inhibicyjne genisteiny wobec czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, poprzez oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species), za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej oraz analizatora komorek
MUSE® i miana cytokin, to jest: CCL2, IL-1B, IL-8, IL-20 oraz TGF-B1 testem
immunoenzymatycznym  ELISA  (ang.  enzyme-linked  immunosorbent  assay),
w keratynocytach poddanych traktowaniu cytokinami prozapalnymi, TNF-a lub
lipopolisacharydem (LPS Escherichia coli 055:B5), samodzielnie badz w obecnosci
genisteiny [2]. Zaobserwowano akumulacje ROS gtéwnie w keratynocytach traktowanych
TNF-a i LPS oraz redukcje reaktywnych form tlenu po zastosowaniu genisteiny. Poziom
cytokin CCL2, IL-8 oraz IL-20 w supernatancie komorkowym wskazywal na zmniejszenie
ich st¢zenia w odpowiedzi na stosowany izoflawon. Przedstawione wyniki mogg wskazywaé
na inhibicyjny charakter genisteiny w $ciezce sygnatowej ROS/NF-«kB w keratynocytach
mimikujgcych proces zapalny, toczacy si¢ w tuszczycy w warunkach in vitro [2].

Ostatnim etapem mojej pracy bylo kompleksowe zestawienie uzyskanych wynikoéw
podczas proby Klinicznej pacjentow dotknigtych tuszczycg poddanych leczeniem, genisteing
[3]. Celem przeprowadzonego badania w ramach mojej rozprawy doktorskiej byto zwrocenie
uwagi na bezpieczenstwo, tolerancje, dziatanie farmakodynamiczne i skuteczno$é¢ w leczeniu
genisteing pacjentow z umiarkowana postacia tuszczycy plackowatej. Wyniki badan
przeprowadzone przez klinicystow — dermatologdéw nie znalazly znaczacych dowodow na
zalezng od genisteiny poprawe¢ wynikow klinicznych dotyczacych nasilenia tuszczycy,
z wyjatkiem wyniku og6lnej oceny lekarskiej pacjenta w skali PGA (ang. Physician’s Global
Assessment) w dwoch dawkach 75 i 150 mg genisteiny i placebo w dniu 56 [3]. Z Kolei,
w przypadku 4 z 34 pacjentow poddanych probie klinicznej, nazwanych odpowiednio u.09,
11, 12 i 15, dla pacjenta u.12 zaobserwowano redukcje obu wskaznikow, to jest powierzchni
i nasilenia tuszczycy — PASI (ang. Psoriasis Area and Severity Index) oraz powierzchni ciata
—BSA (ang. Body Surface Area), z kolei nie stwierdzono zmian w PGA. Co ciekawe, dla tego
pacjenta widoczna byla pewna regresja fenotypu tuszczycowego, oparta na fotograficznie
udokumentowanej ocenie zmian tuszczycowych. 1zoflawon byt na ogo6t dobrze tolerowany
przez 85% pacjentow randomizowanych 1 nie wystgpity zadne powazne dzialania
niepozadane ani przerwanie leczenia. W tym samym czasie nie odnotowano toksycznos$ci

ograniczajacej dawke 1 nie  zaobserwowano istotnych zmian  parametrow



farmakodynamicznych [3]. Mata skuteczno$¢ kliniczna genisteiny moze by¢ zwigzana z
faktem, ze wysokie dawki $rodka nie daja lepszych efektow niz niskie dawki, ze wzgledu na
ograniczone wchtanianie preparatow izoflawonow. Ponadto, czgstsze i umiarkowane spozycie
genisteiny w ciggu dnia niz pojedyncza wysoka dawka dziennie moze by¢ bardziej skuteczne.
Chociaz badania sugeruja, ze genisteina nie ma znaczacego wplywu na poziom mediatorow
stanu zapalnego, nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze badanie to przeprowadzono analizujac
jedynie surowicg pacjentow, dlatego moze istotne byloby zbadanie czynnikéw zapalnych
rowniez w tkance objetej procesem tuszczycowym, czyli w skorze.

Testujgc wplyw genisteiny na poziomy transkryptéw w bioptatach skory i komoérkach
krwi obwodowej czterech pacjentéw z tuszczyca, zaobserwowano, iz zwigzek ten modulowat
aktywno$¢ genow kodujacych przeciwtuszczycowe 1 przeciwzapalne mediatory stanu
zapalnego [3]. Poréwnanie ekspresji genow w probkach skory i komorkach krwi obwodowe;j
pochodzacych od wszystkich trzech pacjentow leczonych genisteing wykazata rdznice w ich
aktywnosci, podczas gdy nie zaobserwowatam tego w przypadku placebo. Na liscie genow,
ktorych aktywnos$¢ byta modulowana: dla pacjenta u.09, przyjmujacego 75 mg genisteiny,
znalazlty si¢ 4 transkrypty (CCL4, IL10, NFKB1 i STAT3) o obnizonym poziomie, dla
osobnika u.12 (150 mg genisteiny) byty to 2 geny CXCL10 i IL6 0 zmniejszonej i 1 IL1IRN
zwigkszonej aktywnosci, a w przypadku pacjenta u.15, rowniez stosujgcego 75 mg genisteiny,
byt 1 (IL8) ze zwigkszonym i 1 (IL10) z obnizonym poziomem mRNA [3]. Genisteina obniza
ekspresje genéw o podwyzszonej aktywno$ci 0raz podwyzsza ekspresje genow o obnizonej
aktywnos$ci w komorkach pobranych od pacjentow poddanych terapii tym zwigzkiem.
Ponadto, biorgc pod uwagg badania z wykorzystaniem 2D ‘tuszczycowego modelu
komorkowego naskorka in vitro stwierdzono, iz 10 transkryptow (tj. CCL4, CXCL1, CXCL10,
IL1A, IL6, IL8, KRT6B, PI3, SIGIRR i ZNF483) ulega modulacji zarowno w materiale
pochodzacym od pacjentow wilaczonych do proby klinicznej z genisteing, jak 1 w materiale
z kultur komoérkowych traktowanych badanym izoflawonem. Co wigcej, rozwazania
dotyczace oceny modulacji gendw zaangazowanych w proces zapalny w tuszczycy w
materiale czterech pacjentow pozwalaja wnioskowaé, ze genisteina wykazuje potencjat jako
srodek przeciwzapalny [3].

W  zwigzku z realizacja mojej rozprawy doktorskiej, majacej na celu
scharakteryzowanie mechanizmu dziatania genisteiny w kontek$cie modulacji procesow
komorkowych dla potencjalnego jej zastosowania w terapii tuszczycy, przedstawiono
wlasciwosci badanego izoflawonu w odniesieniu do modelu ludzkich keratynocytow

mimikujacych proces zapalny towarzyszacy zmianom luszczycowym w naskorku oraz na



podstawie randomizowanych badan klinicznych. Uzyskane wyniki stanowig dopeinienie
istniejacej wiedzy na ten temat, jak i podstawe do dalszych badan. Po raz pierwszy wskazano
na inhibicyjny charakter genisteiny w $ciezce sygnatlowej ROS/NF-kB w keratynocytach
mimikujgcych proces zapalny toczacy sie¢ w tuszczycy w warunkach in vitro. Badania te
stanowig ~ podwaliny do badan podstawowych  potencjalnych  farmaceutykoéw
z wykorzystaniem opracowanego modelu in vitro. W pierwszej fazie proby klinicznej
korzysci ptynagce z genisteiny w terapii tuszczycy dotycza przede wszystkim bezpieczenstwa.
Terapeutycznie genisteina stanowi obiecujacg alternatywe, poniewaz jest dobrze tolerowana.
Kolejng wazng zaleta tego zwigzku jest droga aplikowania i mozliwos¢ samodzielnego
podawania. Genisteina moze oferowac opcj¢ leczenia doustnego pacjentow, ktorzy zaprzestali
leczenia z powodu nieskutecznosci, nietolerancji lub zakazu stosowania obecnie dostepnych
lekéw. Jak obecnie obserwujemy, coraz czesciej innym aspektem medycznego zastosowania
genisteiny jest jej udzial w terapii skojarzonej. Z pewno$cia monoterapia lekami
ogo6lnoustrojowymi jest skuteczna u wielu pacjentow z tuszczyca, jednak niektéore z nich
wymagaja podejscia tagczonego. Z tych powodow aspekty kliniczne i terapeutyczne zwigzane

ze stosowaniem genisteiny nadal wymagaja glebszego zbadania i przestudiowania.
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