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Lizosomalne choroby spichrzeniowe (LChS) stanowig grupe rzadkich schorzen
0 podtozu metabolicznym, warunkowanych mutacja w jednym z genéw kodujacych produkt
zaangazowany W prawidlowe funkcjonowanie lizosomow. W zwiagzku z faktem, iz lizosomy
stanowig wewnatrzkomorkowe centrum recyklingu makroczasteczek pochodzenia zewnatrz-
oraz wewnatrzkomoérkowego, uposledzenie dzialania tych organelli powoduje akumulacje
makromolekul w ich wnetrzu. Najczestszg przyczyng zaistnienia takiego patologicznego dla
komorki stanu jest defekt genetyczny, pojawiajacy sie¢ W populacji z szacowang czgstoscig
1:7500, ktory polega na catkowitym lub cz¢sciowym braku aktywnos$ci enzymu degradujacego
okreslone makroczasteczki. Poczawszy od roku 1963, kiedy zidentyfikowano pierwsza
lizosomalng chorobg spichrzeniowa, jaka byta choroba Pompego, do dnia dzisiejszego opisano
oraz scharakteryzowano juz okoto 70 réznych jednostek chorobowych. Podstawg ich
klasyfikacji oraz diagnostyki jest charakter chemiczny akumulowanych makromolekut, na tej
podstawie mozemy wyr6zni¢c m.in.. mukopolisacharydozy, sfingolipidozy czy tez
mukolipidozy. Nagromadzajace si¢ wewnatrz komorek substraty, ktoére nie mogg zostac
W sposob efektywny roztozone do mniejszych produktow, przyczyniaja si¢ do postgpujacego
przebiegu choroby. Patologiczne zmiany prowadza do zaburzenia w funkcjonowaniu tkanek,
narzadow i ostatecznie catego organizmu, co zazwyczaj skutkuje znaczaco obnizong dtugoscia
zycia. W zwigzku z faktem, iz objawy zwigzane z wystgpieniem LChS pojawiajg si¢ zazwyczaj
do drugiego roku zycia, stanowig one W wigkszos$ci choroby wieku dziecigcego. Warto jednak
podkresli¢, ze w zwiagzku z duzym zrdznicowaniem schorzen zaliczanych do tej grupy, istnieja
rowniez jednostki chorobowe objawiajace si¢ dopiero W dojrzaltym zyciu. Wiek pojawienia si¢
choroby oraz obraz kliniczny wraz z nasileniem objawow zwigzane sg Z rodzajem wystepujacej
mutacji, ktora moze si¢ wigza¢ z obecnoscig tzw. aktywnosci resztkowej danego enzymu, jak
rowniez dynamiki akumulacji substratu. Okreslenie korelacji pomiedzy genotypem i fenotypem
czesto bywa jednak nieprecyzyjne, co jednoczesnie sprawia trudnosci W prawidtowej
diagnostyce tych chorob. Aktualnie, zdecydowana wigekszo$¢ LChS nie posiada wystarczajaco
efektywnych form terapii, w szczeg6lnosci w konteksécie tagodzenia objawow ze strony
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wszystkich chordb z defektem w lizosomalnym katabolizmie makroczasteczek szczegdlne
miejsce zajmujg mukopolisacharydozy (MPS), ktore stanowia jedna z najliczniejszych grup.
Obejmuje ona siedem typow chorobowych (MPS typu I, II, III, IV, VI, VII oraz IX),
kategoryzowanych w zaleznos$ci od wyst¢powania jednej z jedenastu mutacji, zwigzanych
z uposledzeniem hydrolizy glikozoaminoglikanow (GAG). W populacji polskiej ogodlna
czestos¢ wystepowania MPS wynosi 1,8:100000 zywych urodzen, z czego okoto 48% stanowi
typ I1l, nazywany inaczej choroba Sanfilippo. Akumulacja GAG wewnatrz komorek stanowi
pierwotny czynnik, ktory inicjuje szereg patofizjologicznych zmian u oséb chorych na MPS.
W zaleznosci od wystepujacego typu MPS, spichrzaniu ulega¢ moze siarczan dermatanu,
siarczan heparanu, siarczan chondroityny, siarczan keratanu badz hialuronian. Ponadto,
w niektorych przypadkach dochodzi do akumulacji wiecej niz jednego rodzaju GAG. Wspdlng
cechg tych makroczasteczek jest ich budowa chemiczna, ktéra determinowana jest przez
wystepujace naprzemiennie jednostki dwucukrowe, tworzace dtugie i nierozgalezione tancuchy
0 silnie anionowych wilasciwosciach. Za wyjatkiem hialuronianu, wszystkie GAG sa
siarczanowane oraz tworza Z bialkami, za pomoca wigzan kowalencyjnych, struktury zwane
proteoglikanami.

Aktualnie mozna wyrozni¢ kilka rodzajow strategii terapeutycznych stosowanych
w leczeniu LChS. Najpowszechniejsza z nich jest terapia polegajgca na podaniu pacjentowi
aktywnej hydrolazy, ktorej defekt obserwowany jest w danej jednostce chorobowej. W celu
dostarczenia enzymu stosuje si¢ miedzy innymi enzymatyczng terapi¢ zastepczg (ETZ), ktora
polega najczgsciej na dozylnym podaniu preparatu zawierajagcego natywna forme bialka.
Drugim sposobem dostarczenia aktywnego enzymu jest transplantacja szpiku kostnego.
Niestety, powyzsza strategia nie sprawdza si¢ W przypadku choréb manifestujacych sig
objawami neurologicznymi, gdyz enzym nie moze przekroczy¢ bariery krew-mozg
uniemozliwiajac tym samym penetracjg¢ OUN. Sposrod kilku innych strategii terapeutycznych,
takich jak terapia genowa lub bezposrednie podawanie enzymu do pltynu mozgowo-
rdzeniowego, wyr6zni¢ mozemy podej$cie W oparciu 0 diametralnie inng koncepcjg. W tym
przypadku przywrocenie dynamicznej roéwnowagi pomigdzy synteza | degradacja
makroczasteczek nastgpuje poprzez obnizenie tempa biosyntezy substratu, ktory nie moze by¢
efektywnie katabolizowany. W celu uzyskania takiego efektu stosuje si¢ inhibitor, ktory
najczesciej z uwagi na swoje niewielkie rozmiary jest w stanie przekroczy¢ bariere krew-mozg.
Przy udziale niskiej, siegajacej okoto 3% aktywnosci hydrolazy obecnej w komorkach,
nastepuje wowczas przywrocenie rOwnowagi objawiajacej si¢ brakiem akumulacji wybranych
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obnizenia syntezy substratu (ang. SRT - substrate reduction therapy), ajej skutecznosé
zaobserwowano w przypadku genisteiny stosowanej w stosunku do choroby Sanfilippo oraz
miglustatu (Zavesca®) w terapii choroby Gauchera.

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) stanowig duzg i zréznicowang grupe lekow,
ktore sa spozywane na $wiecie przez okoto 30 milionéw osob kazdego dnia, zazwyczaj
w ramach tzw. samoleczenia. Stosowane s3 W celu tagodzenia boélu 0 niskim oraz $rednim
natezeniu, jak rowniez wspotwystepujacego stanu zapalnego i goraczki. Uzyskiwany efekt
dziatania NLPZ jest osiggany poprzez ich wlasciwosci hamujace proces syntezy prostaglandyn
(PG), bedacych hormonami parakrynowymi posredniczgcymi W rozwoju stanu zapalnego oraz
regulacji szerokiego spektrum procesow fizjologicznych. Efekt ten jest uzyskiwany w wyniku
inhibicji aktywnosci cyklooksygenazy (ang. COX - cyclooxygenase, PTGS - prostaglandin-
endoperoxide synthase), ktora jest kluczowym enzymem procesu biosyntezy prostanoidéw, do
ktorych poza PG zaliczane sg rowniez prostacykliny oraz tromboksany. Obecnie wyrdznia si¢
dwie glowne izoformy COX, sposrod ktorych jedna stanowi posta¢ 0 aktywnosci
konstytutywnej (COX-1), druga zas$ jest formg indukowalng (COX-2). Stopien powinowactwa
NLPZ w stosunku do danej izoformy enzymu pozwolit dokona¢ klasyfikacji tych lekow pod
wzgledem ich sity dziatania na wybrang izoform¢ COX. Przykladem zwiagzku bedacego
nieselektywnym inhibitorem COX-1 jest indometacyna (kwas 1-(4-chlorobenzoilo)-5-
metoksy-2-metylo-1H-indolo-3-octowy), zas nimesulid (N-(4-nitro-2-
fenoksyfenylo)metanosulfonamid) stanowi przyklad leku o preferencyjnej aktywnosci
w stosunku do COX-2. Z uwagi jednak na ogromne zréznicowanie NLPZ jest to jedynie jedno
z kryteriow podziatu i aktualnie nie obowigzuje jednolita klasyfikacja tej grupy lekow.

Wsréd flawonoidow, zwigzkoéw organicznych stanowigcych wtorne metabolity roslin,
genisteina (5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on) jest przyktadem
substancji o niezwykle obiecujacych zastosowaniach w kontekscie terapii MPS. Prowadzone
od wielu lat badania pozwolily wykaza¢, iz z uwagi na jej plejotropowy mechanizm dziatania
substancja ta moze by¢ z powodzeniem stosowana w celu modulacji kluczowych proceséw
komorkowych takich jak cykl komorkowy, metabolizm makroczasteczek oraz biogeneza i
aktywno$¢ lizosomow. W zwigzku z wystgpowaniem U chorych na MPS licznych defektow
dotykajacych wymienione powyzej procesy, genisteina stanowi obiecujace dopetnienie
aktualnych strategii terapeutycznych, w tym jako element tzw. terapii taczone;.

Celem realizowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej byto okreslenie mechanizmu
dziatania wybranych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych oraz ich mieszanin
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ich zastosowania w terapii mukopolisacharydoz. Badania zostaty wykonane na modelu in vitro
poprzez zastosowanie w doswiadczeniach ludzkich fibroblastow skornych (ang. HDFa -
Human Dermal Fibroblast, adult). W przeprowadzanych pracach eksperymentalnych
stosowane byty réwniez fibroblasty skorne pochodzace od 0s6b chorych na MPS typu I, II,
I11A, MPS I11B oraz MPS V1. Wyselekcjonowane leki stanowily indometacyna oraz nimesulid,
zuwagi na liczne doniesienia literaturowe raportujace ich wplyw na procesy zwigzane
z metabolizmem GAG. Ponadto, na poczatkowym etapie badan przeprowadzono
doswiadczenia z zastosowaniem acetaminofenu (N-(4-hydroksyfenylo)acetamid), bedacego
selektywnym inhibitorem specyficznego wariantu splicingowego izoformy COX-1,
nazywanego niekiedy w literaturze COX-3. Sposrod flawonoidow w badaniach zastosowano
genisteing, W zwigzku zjej duzym potencjalem hamujagcym biosynteze GAG oraz
wczesniejszymi doniesieniami na temat jej wptywu na modulacje procesow komorkowych
w badaniach na modelu ludzkich fibroblastow skornych.

Pierwszym etapem przeprowadzonych prac badawczych byto dobranie odpowiednich
stezen NLPZ oraz acetaminofenu i okreslenie ich wptywu na proliferacje komodrek. Na
podstawie doniesien literaturowych oraz informacji dotyczacych przyblizonych wartosci
dawek osiggalnych w badaniach Kklinicznych wyznaczono stgzenia, ktore zostaty uzyskane
poprzez rozpuszczenie kazdego ze zwigzkow w 100% dimetylosulfotlenku (DMSO). Stezenie
genisteiny wynoszace 100 uM dobrano zgodnie z przeprowadzonymi do§wiadczeniami [1,2].
W przypadku wszystkich badanych zwiazkow stezenie koncowe DMSO wynosito 0,05%, za$
w przypadku mieszanin 0,1%. Efekt cytotoksyczny analizowanych substancji oraz ich
mieszanin oszacowano w oparciu o odczynnik MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy), ktory okresla zywotno$¢ komorek na podstawie aktywnosci
metaboliczne] mitochondriow. W tym celu komorki byly traktowane wyselekcjonowanymi
stezeniami lekow, genisteiny lub odpowiednich mieszanin przez 24, 48 godzin oraz 7 dni.
W rezultacie przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze w wigkszosci zastosowanych
warunkow, leki nie wykazujg istotnych wiasciwosci cytotoksycznych po traktowaniu
fibroblastow przez 24 oraz 48 godzin [3]. Wartosci LCas, LCso oraz LCys (ang. LC — lethal
concentration), okreslajace stezenie letalne dla odpowiednio 25, 50 oraz 75% komorek,
wyznaczono po 7 dniach traktowania NLPZ, wykazujac silniejsze dziatanie cytotoksyczne
indometacyny w stosunku do nimesulidu [4]. Najsilniejszy efekt hamujacy wzrost komorek,
potwierdzony prowadzonymi obserwacjami mikroskopowymi, uzyskaly mieszaniny NLPZ

Z genisteing [3].



Realizacje celu polegajacego na okresleniu wptywu badanych zwigzkéw na poziom
syntezy GAG przeprowadzono Ww oparciu 0 metod¢ pomiaru tempa inkorporacji
radioaktywnego izotopu siarki (**S) lub wodoru (*H). Oba z wymienionych pierwiastkow
stanowig istotny element budowy GAG. W przypadku siarki sg to modyfikujace strukturg oraz
wlasciwoéci biochemiczne reszty SOs>, za§ w przypadku wodoru monomery cukrowe
budujgce tancuch cukrowy. W zwigzku zwynikami uzyskanymi w do$wiadczeniach
okreslajacych cytotoksycznos$¢ oraz konfrontacji z danymi literaturowymi, stosowane stezenia
ulegly zawezeniu do trzech wartosci dla kazdego z lekéw. Do celow doswiadczalnych wybrano
lini¢ HDFa oraz trzy linie komoérek pochodzacych od chorych (MPS typu IIIA, IIIB oraz VI).
Analiza tempa syntezy GAG zostata okreslona po 72 godzinach oraz w przypadku linii HDFa
rowniez po 7 dniach traktowania. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, iz
indometacyna oraz nimesulid istotnie moduluja tempo biosyntezy GAG poprzez hamowanie
tego procesu zarowno W komoérkach modelowych oraz pochodzacych od pacjentéw. Stgzenia
NLPZ, przy ktorych zaobserwowano korzystny efekt wynosity, odpowiednio: 2 i 10 uM dla
indometacyny oraz 5 i 25 uM dla nimesulidu [3]. W przypadku acetaminofenu nie
zaobserwowano inhibicji, w zwigzku z czym zostal on wyeliminowany z dalszych badan.
Wyniki uzyskane z zastosowaniem genisteiny pozwolity wykazac, ze stanowi ona efektywny
inhibitor syntezy GAG, ktory posiada wysoki potencjat aplikacyjny jako terapia obnizenia
syntezy substratu [2]. Pozytywny mechanizm dziatania tej substancji zwigzany jest ze zmiang
aktywnos$ci m.in. genéw metabolizmu GAG oraz inhibicjg szlakéw sygnatowych w komorce.
Obiecujace rezultaty badan nad wyze] wymienionym izoflawonem poskutkowaly
rozszerzeniem do$wiadczen 0 jego mieszaniny z NLPZ. W tym celu fibroblasty HDFa oraz
MPS 1IA byly traktowane przez 72 godziny odpowiednimi mieszaninami. Wykazano, ze
potaczenie ze sobg 100 uM genisteiny oraz 25 uM nimesulidu powoduje najefektywniejsze
zahamowanie procesu syntezy GAG (efekt addytywny). W przypadku komorek modelowych
efekt inhibicyjny oszacowano na poziomie ok. 48%, za$ dla komorek od pacjentoéw wynosit oK.
40% [3]. Ponadto, istotng informacjg bylo wskazanie, iz wyzej wymieniony efekt jest
korzystniejszy w poréwnaniu do rezultatu uzyskanego dla samej genisteiny [2].

Kolejnym celem mojej pracy byto zbadanie mechanizméw dziatania badanych NLPZ
oraz ich mieszanin z genisteing, za posrednictwem ktorych nastgpuje zmiana w fenotypie
komorek. W zwigzku z danymi literaturowymi na temat ogdlnego mechanizmu dziatania NLPZ
oraz ich wptywem na poziom aktywacji receptora naskorkowego czynnika wzrostu (ang. EGFR
- epidermal growth factor receptor) szlak ten stanowit pierwszy cel moich badan. Ponadto,

aktywno$¢ powyzszego receptora stanowi istotny czynnik regulujacy synteze GAG, a jego



inhibicja w przypadku flawonoidéw prowadzita do redukcji ztogow substratu w lizosomach.
Prace doswiadczalne zostaly przeprowadzone przy zastosowaniu analizatora komorek
MUSE®, ktory dziata w oparciu o fluorescencyjng detekcje sygnatu. Do badan wybrano
modelowe fibroblasty HDFa z uwagi na ich stabilny fenotyp. W celu analiz komoérki zostaty
poddane traktowaniu czynnikiem EGF (ang. epidermal growth factor) o st¢zeniu 100 ng/ml,
ktory stymulowat je do fosforylacyjnej aktywacji EGFR, wraz z indometacyng (10 pM) lub
nimesulidem (25 pM). Kontrole stanowity komorki traktowane 0,05% DMSO badz
powyzszym rozpuszczalnikiem z dodatkiem 100 ng/ml EGF. Po 24 godzinach dokonano
analizy przy uzyciu znakowanych fluorescencyjnie przeciwciat specyficznych w stosunku do
fosforylowanego oraz niefosforylowanego EGFR. Uzyskane dane pozwolily stwierdzié, ze
zarowno indometacyna, jak i nimesulid, oraz ich mieszaniny z genisteing, hamuja aktywacje
receptora EGF [3]. Najwyzszy stopien inhibicji zaobserwowano W przypadku zastosowania
nimesulidu, ktory byt bardziej efektywny nawet w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla
mieszaniny z genisteing, stanowigca dobrze opisany inhibitor EGFR. W przypadku komorek
traktowanych indometacyng rowniez zaobserwowano silniejszy efekt hamujacy fosforylacje
EGFR w porownaniu do komorek rosngcych z dodatkiem jedynie genisteiny. Kolejnym etapem
doswiadczen bylo dalsze, bardziej szczegdtowe opisanie mechanizméw regulowanych
dziataniem lekéw oraz ich mieszanin z genisteing. W tym celu przeprowadzono analogiczng
procedure Z wykorzystaniem analizatora komérek MUSE®, w ktorej celem badan byt szlak 3-
kinazy fosfatydyloinozytolu (ang. PI3K - phosphatidylinositol-3-kinase). Sciezka sygnatowa
Z udziatem PI3K, ktéra odgrywa istotng rolg w regulacji metabolizmu komorki znajduje si¢ pod
kontrola EGFR, bedacego jednym z modulatorow jej aktywno$ci. OkreSlenie poziomu
aktywacji szlaku PI3K w przypadku inhibicji EGFR stanowito zatem odpowiedZ na pytanie,
czy kaskada sygnalowa po podaniu NLPZ przebiega rowniez z udzialem tego czynnika
komoérkowego. Aby osiaggnaé zamierzony cel analizie poddano komoérki HDFa, traktowane
W sposOb analogiczny do procedury zudzialem EGFR. W tym przypadku zastosowano
dodatkowa kontrole w postaci komorek Jurkat T, posiadajacych stale aktywny szlak PI3K oraz
wortmaning bedaca jego inhibitorem. Przeprowadzona analiza pozwolita na oszacowanie
procentowego udziatu komorek z aktywnym oraz zahamowanym szlakiem. Stwierdzono, iz
testowane NLPZ posiadaja zdolno$¢ hamowania $ciezki sygnatowej z udzialem PI3K [3].
Wykazano, ze zastosowanie 25 uM nimesulidu powoduje najefektywniejszg inhibicje, co
odzwierciedlato efekt uzyskany podczas badania aktywnosci EGFR. Tym razem mieszanina
indometacyny z genisteing posiadata jednak wyzszy potencjal hamujacy aktywnos¢ PI3K

w stosunku do zastosowania leku bez dodatku izoflawonu.



Ocena wptywu indometacyny oraz nimedulidu na poziom transkryptomu fibroblastow
HDFa zostata przeprowadzona w oparciu o0 technologi¢ mikromacierzy oligonukleotydowych.
Do badan wykorzystano macierze HumanHT-12 BeadChip v4.0 firmy Illumina, identyfikujace
ponad 25000 znanych gendéw. W celu analiz komoérki poddano traktowaniu badanymi
zwigzkami przez 24 lub 48 godzin w stezeniach odpowiednio dla indometacyny: 2 oraz 10 uM,
za$ dla nimesulidu: 5 oraz 25 uM. Uzyskane wyniki opracowano poprzez obliczenie stosunku
sygnatu sondy dla proby traktowanej lekiem wzgledem kontroli traktowanej 0,05% DMSO.
Przyjetym kryterium stanowigcym O istotnosci wystgpujacych zmian byla warto$¢ stosunku
sygnatow wynoszaca < 0,7 lub > 1,3. Wstepna analiza wykazala, ze stosowane warunki hodowli
powoduja niewielkie zmiany w aktywno$ci genomu z uwagi na uzycie relatywnie niskich
stezen, mogacych mie¢ zastosowanie W badaniach klinicznych [3,4]. W dalszym etapie moich
badan wykonano analizy ontologiczne identyfikujace szlaki oraz procesy komoérkowe
modulowane na poziomie transkryptomicznym. W tym celu zastosowano programy GSEA
(ang. Gene Set Enrichment Analysis) oraz GOrilla (ang. Gene Ontology enRIchment anaLysis
and visuaLizAtion tool). Ze wzglgdu na brak istotnych statystycznie zmian, analizie nie
poddawano wynikéw uzyskanych dla nizszych stezen lekow oraz po traktowaniu komorek
przez 48 godzin. W przypadku wyzszych stezen zarowno indometacyny, jak rowniez
nimesulidu wykazano, ze po 24 godzinach modulowana jest aktywno$¢ przede wszystkim
gendow zaangazowanych w metabolizm komorki [3]. Zastosowane Kryterium wyznaczajace
obecno$¢ zmian W transkryptomie pozwolito rowniez zidentyfikowaé geny kodujace biatka,
ktore uczestnicza W przekazywaniu sygnalu za posrednictwem m.in. szlaku Wnt (ang.
Wingless-related integration site), TCR (ang. T cell receptor) oraz PI3K. Zdecydowanie
wigksza liczba gendow 0 podwyzszonej aktywnos$ci, uczestniczagcych w metabolizmie oraz
sygnalizacji komorki, zostata scharakteryzowana w przypadku nimesulidu [3]. Z uwagi na brak
dostatecznie dobrej jakosci sygnatu pochodzacego od sond mikromacierzowych, dla czesci
interesujacych mnie genéw niemozliwe jednak bylo oszacowanie poziomu ich aktywnosci.
W tym przypadku zastosowano wyniki mikromacierzowe dla 100 uM genisteiny, ktore
uzyskano w ramach innych badan przeprowadzonych przez naszego wspotpracownika na
modelu komoérek HDFa [2].

Badania transkryptomiczne badajace wplyw NLPZ na procesy komorkowe prowadzone
sg W przewazajacej wigkszosci na liniach komérek nowotworowych. Jedynie niewielka liczba
badan dotyczy komorek zdrowych, ponadto stosowane W do$§wiadczeniach in vitro st¢zenia
lekow najczgsciej znaczaco przewyzszaja wartoSci mozliwe do uzyskania w dawkach

podawanych in vivo. W zwigzku z powyzszym faktem, jednym z celéw mojej pracy bylo



okreslenic wptywu badanych lekow na transkryptom zdrowych fibroblastow skornych,
traktowanych osiggalnymi klinicznie st¢zeniami. Zagadnienie to stanowilo istotny element
oceny bezpieczenstwa stosowanych substancji W kontekscie ich aplikacyjnego wykorzystania
w terapii. Przeprowadzone analizy pozwolily zidentyfikowa¢ 3803 gendéw o0 istotnie
modulowanej ekspresji, z czego wigkszo$¢ posiadata podwyzszony profil aktywnosci [4].
Istotng informacja bylo wykazanie, ze pomimo relatywnie duzej liczby genéw, poziom zmian
w ich aktywnosci jest niewielki, z jedynie kilkoma przyktadami ekspresji zmienionej ponad
dwukrotnie. Najwieksza liczba genéw o modulowanej aktywnos$ci zostata zidentyfikowana
w przypadku traktowania fibroblastow nimesulidem w st¢zeniu 25 uM przez 24 godziny.
Sposrod gendw 0 najsilniej zmienionej aktywno$ci ponad 20%, dla wszystkich stgzen oraz
punktow czasowych, stanowity geny o niepoznanej jeszcze funkcji w komorce. Swiadezy to
m.in. o potrzebie dalszych badan w celu lepszego poznania mechanizmow dziatania NLPZ,
ktorych spozycie w populacji ludzkiej utrzymuje si¢ na stale wysokim poziomie. Istotnie
modulowana aktywnos$¢ dotyczyta pojedynczych genéw kodujacych produkty zaangazowane
w cykl komérkowy oraz metabolizm DNA, takie jak SPHAR, RECQL4 oraz NEK7 [4].
W dalszych pracach postanowiono wigc sprawdzi¢ wptyw badanych lekow na przebieg faz
cyklu komérkowego. Do doswiadczen poza komoérkami HDFa zostaty rowniez wytypowane
fibroblasty pochodzace od chorych na MPS | oraz MPS Il. Analizy wykonano w oparciu
0 pomiar sygnatu fluorescencji pochodzacej od jodku propidyny, rejestrowanego przez
analizator komoérek MUSE® po 24 godzinach traktowania niesteroidowymi lekami
przeciwzapalnymi. Uzyskane wyniki wykazaty brak znaczacych réznic w liczbie komorek
HDFa poddanych traktowaniu, ktore znajdowaly si¢ w danej fazie cyklu komorkowego,
w stosunku do kontroli [4]. Podobng tendencj¢ zaobserwowano W przypadku komorek
pochodzacych od pacjentéw, poza niewielkg roznica wystgpujaca W komorkach linii MPS 1.
Pomimo istotnosci statystycznej, wielko$¢ obserwowanej réznicy W liczbie komorek wydaje
si¢ nie mie¢ wigkszego znaczenia z biologicznego punktu widzenia. Przeprowadzone badania
pozwolily wykazaé, ze zastosowane stezenia lekow nie wywierajg wptywu na przebieg cyklu
komorkowego W zdrowych ludzkich fibroblastach skornych oraz  w fibroblastach
pochodzacych od chorych na dane typy MPS. Stanowi to niezwykle istotng informacj¢ z uwagi
na potencjalny profil bezpieczenstwa tych substancji, w szczegolnosci w odniesieniu do
pacjentow.

Zastosowanie metody ilosciowego PCR =z odwrotng transkrypcja W czasie
rzeczywistym (ang. real-time quantitative RT-PCR, real-time qRT-PCR) postuzyto do walidacji

wczesniej uzyskanych wynikéw mikromacierzowych, w celu precyzyjnego okreslenia poziomu



analizowanych trankskryptow. W pierwszej kolejnosci badano geny metabolizmu GAG oraz
geny zwiazane z funkcjami lizosomu [3]. Analiza przy zastosowaniu real-time gRT-PCR
zostata przeprowadzona dodatkowo dla komorek traktowanych 100 pM genisteing oraz
mieszaning 25 uM nimesulidu i 100 uM genisteiny. Celem zastosowania powyzszych
warunkoéw byla proba poréwnania dziatania nimesulidu oraz genisteiny z uwagi na zblizone
efekty wywierane na metabolizm GAG oraz aktywnos¢ EGFR [1,2,3]. Poziom zmian
w ekspresji (ang. FC - fold change) zostal okreSlony przy zastosowaniu trzech genow
referencyjnych: ACTB, SDHA oraz YWHAZ. Staty poziom ich aktywnosci w stosowanych
warunkach dowiedziono eksperymentalnie, poprzez wykonanie odrebnych do$wiadczen przy
uzyciu metody real-time gRT-PCR. Wsrod 14 analizowanych gendw o istotnej funkcji z punktu
widzenia lizosomalnych choréb spichrzeniowych, niemal potowa (ACP5, AGA, ASAH1, CTSK,
HEXA i MANBA) wykazata zwigkszony poziom modulacji w przypadku zastosowania
mieszaniny genisteiny oraz nimesulidu w odniesieniu do samej genisteiny [3]. Kryterium
decydujacym 0 istotno$ci zmian byty wartosci FC > 1,3 lub FC <0,7. Zaobserwowane rezultaty
wskazujag na pozytywny wplyw nimesulidu na aktywno$¢ genoéw o istotnej funkcji
w patogenezie LChS. Potwierdza to réwniez korzystniejsze dziatanie stosowanej mieszaniny
w stosunku do podawania zwigzkow pojedynczo oraz ich addytywny efekt na wybrane szlaki
komorkowe. Wyniki uzyskane dla genéw kodujacych EGFR, mTOR (ang. mammalian target
of rapamycin, mechanistic target of rapamycin kinase) oraz TFEB (ang. transcription factor
EB) zaréwno w przypadku indometacyny, jak réwniez nimesulidu nie wykazaty istotnych
zmian w poziomie ekspresji, wskazujac na odmienny mechanizm dziatania w poréwnaniu do
genisteiny, bedacej modulatorem aktywnosci powyzszych genow. Zastosowanie mieszaniny
badanych NLPZ z izoflawonem prowadzito do istotnego wzrostu aktywnosci genéw mTOR
oraz TFEB, nie powodujac jednak zmian w ekspresji genu kodujacego EGFR. Swiadczyé to
moze 0 ztozonych zaleznosciach w modulacji aktywnosci genomu w przypadku zastosowania
zwigzkow posiadajacych szerokie spektrum dziatania na metabolizm komorki.

W  zwigzku Zzrealizacja mojej rozprawy doktorskiej, majacej na celu
scharakteryzowanie mechanizmu dziatania badanych NLPZ oraz genisteiny W konteks$cie ich
zastosowania w terapii LChS, przedstawiono ich wlasciwosci w odniesieniu do modelu
ludzkich fibroblastow skornych. Uzyskane wyniki stanowig dopetnienie wcze$niejszych badan
dotyczacych pozytywnego dziatania flawonoidéow na tym samym modelu badawczym. Po raz
pierwszy wskazano na NLPZ jako zwigzki o0 potencjale aplikacyjnym w leczeniu LChS,
a w szczegolnos$ci mukopolisacharydoz. Zaproponowany mechanizm dzialania, polegajacy na

obnizeniu syntezy GAG zwigzanej z inhibicja szlakéw EGFR oraz PI3K stanowi nowy wkiad



wiedzy dotyczacej aktywnosci badanych lekéw. Wskazanie addytywnego dziatania NLPZ oraz
genisteiny stanowi nowa perspektywe dla badan nad mechanizmem dziatania flawonoidow
posiadajacych skutecznos¢ w terapii LChS. Przeprowadzone badania stanowig rowniez jedno
Z nielicznych doniesien dotyczacych bezpieczenstwa stosowania NLPZ przy zastosowaniu
komorek nienowotworowych, W konteks$cie badan transkryptomicznych. Powyzsza praca
stanowi poszerzenie stanu wiedzy na temat mechanizmu dziatania NLPZ oraz ich potencjatu

w modulacji metabolizmu komoérek, réwniez W potagczeniu z innymi substancjami.



