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Flawonoidy, polifenolowe zwigzki bedace wtornymi produktami metabolizmu ro$lin,
wystepujace m.in. w warzywach, owocach, herbacie, kakao i winie, od wiekow stanowig
istotny element diety mieszkancow Azji, odpowiedzialne sa rowniez za tzw. ,francuski
paradoks”. Obejmujg one grupe ponad 8 000 substancji, wérod ktorych ze wzgledu na
strukture chemiczng wyr6zni¢ mozna m.in. flawony, flawonole, flawanony oraz izoflawony.
W literaturze liczne sg doniesienia na temat ich pozytywnego wptywu na procesy zapalne
oraz uktad krazenia, co wigze si¢ z wlhasciwoSciami przeciwzapalnymi oraz
antyoksydacyjnymi tych substancji. Prowadzone sg rowniez badania nad zastosowaniem
flawonoidéw w terapii nowotworow.

Genisteina (5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on), izoflawon
pochodzenia ro$linnego, spotykany w duzych ilosciach w ziarnach soi, znalazta szczeg6lne
zastosowanie w terapii lizosomalnych chordb spichrzeniowych (LChS), a ws$rod nich
w leczeniu mukopolisacharydoz (MPS). Obiecujace wyniki uzyskane dla genisteiny
przyczynity si¢ swego czasu do podjecia dalszych prac badawczych majacych na celu ocene
efektywnosci innych flawonoidow w terapii MPS. Sposrod testowanych substancji szczegdlng
uwage zwrocono wowczas na  kemferol  (kaempferol  (3,5,7-trihydroksy-2-(4-
hydroksyfenylo)chromen-4-on) i daidzeing (7-hydroksy-3-(4-hydroksyfenyl)chromen-4-on).
Nalezacy do grupy flawonoli kemferol, to obok kwercytyny i luteoliny najbardziej popularny
zwigzek z grupy flawonoidow, wystepujacy w postaci licznych glikozydow w wielu
surowcach, np.: liSciach herbaty (tac. Camelia sinensis), czy kwiatach tarniny (tac. Prunus
spinosa). Wykazuje on dzialanie spazmolityczne, przeciwzapalne, przeciwalergiczne
i przeciwgrzybicze. Nalezaca do tej samej grupy flawonoidow co genisteina, tj. izoflawonoéw
— daidzeina, rowniez wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, antyagregacyjne, a takze ma
zdolno$¢ do wigzania si¢ z receptorami estrogenowymi.

Lizosomalne choroby spichrzeniowe to grupa schorzen, u podstawy ktorych lezy
dysfunkcja jednego z enzyméw lizosomalnych, blonowych biatek lizosomalnych, badz tez
bialek nielizosomalnych, wynikiem czego jest gromadzenie si¢ w lizosomach ztogow
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dla komérki centrum recyklingu - rozpadu i ponownego wykorzystania makroczasteczek
pochodzenia endo- oraz egzogennego, co w duzym stopniu odpowiada za utrzymanie
homeostazy w komorce. Makromolekuty podlegajace degradacji w lizosomach to zaréwno
biatka, weglowodany, thluszcze, jak 1 kwasy nukleinowe, ktorych degradacja wigze si¢
z obecnoscig w $wietle lizosomu ponad 50 enzymow, w wigkszosci z grupy kwasnych
hydrolaz, takich jak proteazy, glikozydazy, nukleazy, fosfatazy i lipazy. Akumulowane
makroczasteczki powodujg destrukcje komorek, a w konsekwencji uszkodzenie wielu tkanek
1 narzagdow organizmu czlowieka. Czgsto deficyt lub obnizenie aktywnos$ci danego enzymu
skutkuje spichrzaniem wiecej niz jednego substratu, gdyz wiele z hydrolaz uczestniczy
w katabolizmie kilku makroczasteczek. Stopien nasilenia fenotypu choroby jest Scisle
zwigzany z resztkowa aktywno$cia enzymatyczng. Juz niewielkie jej zmiany moga znacznie
wptywac na tempo akumulacji substratu. Klasyfikacja lizosomalnych chorob spichrzeniowych
oparta na rodzaju akumulowanego substratu wskazuje, iz do najliczniej prezentowanych ze
wzgledu na mnogo$¢ grup choréb naleza mukopolisacharydozy (7 typow, tj. MPS typu |, I,
1, IV, VI, VIl i IX) oraz sfingolipidozy ( > 10 jednostek chorobowych).

W przebiegu mukopolisacharydoz w lizosomach dochodzi do gromadzenia
glikozoaminoglikanéw (GAG), uprzednio zwanych rowniez mukopolisacharydami. Na skutek
defektu jednego z biatek enzymatycznych spichrzanym glikozoaminoglikanem moze by¢:
siarczan heparanu (HS), siarczan dermatanu (DS), siarczan chondroityny (CS), siarczan
keratanu (KS) lub hialuronian (HA). Za przyczyna tego, iz niektore etapy szlakéw degradacji
tych makroczasteczek angazuja wspdlne enzymy, dochodzi niekiedy do akumulacji wigcej
anizeli jednego rodzaju GAG w danej jednostce chorobowej. MPS, jak i inne choroby
lizosomalne, to schorzenia niezwykle rzadkie, wystepujace ze srednig czestoscig 1 na 100 000
zywych urodzen i przejawiajace wyrazng heterogennos$¢ obrazu klinicznego.

Sfingolipidozy, to podobnie jak mukopolisacharydozy, wielonarzadowe dysfunkcje,
u podtoza ktorych lezg zaburzenia w przemianach sfingolipidow, podstawowych elementow
strukturalnych bton biologicznych oraz wtérnych przekaznikoéw sygnatu w wielu procesach
zachodzacych w organizmie cztowieka. W przypadku wielu sfingolipidoz zajety chorobg jest
glownie uktad siateczkowo-$rodblonkowy, do ktoérego mozliwosci dostgpu terapeutycznego
sg zazwyczaj znacznie wieksze niz do uktadu nerwowego i tkanek podporowych. Dlatego to
wlasnie ta grupa LChS najlepiej odpowiada na leczenie, szczegdlnie w przypadku gdy nie
dochodzi do zajecia osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).

Stosowane obecnie strategie terapeutyczne dla lizosomalnych choréb spichrzeniowych
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W postaci enzymatycznej terapii zastepczej (ETZ) lub transplantacji szpiku kostnego.
Istotnym mankamentem wymienionych terapii, poza ryzykiem (przeszczepienie szpiku)
I wysokim kosztem (ETZ), jest fakt iz zaden sposrdd enzymow lizosomalnych nie ma
zdolnosci przenikania bariery krew — mozg, a co za tym idzie, brak jest skutecznosci
w leczeniu objawdéw neurologicznych, wystepujacych chociazby w kilku typach MPS oraz
sfingolipidoz. Zdecydowanie innym podejsciem terapeutycznym jest metoda oparta na
obnizeniu syntezy substratu (ang. SRT - substrate reduction therapy), zaktadajaca redukcje
syntezy akumulowanych makroczgsteczek przez niskoczgsteczkowy inhibitor do poziomu,
w ktorym resztkowa aktywno$¢ enzymu, biorgcego udziat w ich rozkladzie bedzie
wystarczajgca do zapobiegania patologicznemu spichrzaniu. Terapi¢ oparta na redukcji
syntezy substratu zastosowano w przypadku mukopolisacharydozy typu Ill, wykorzystujac
w tym celu genisteing. Zaobserwowano, iz zwigzek ten hamuje biosyntez¢ GAG 1 wptywa na
zmniejszenie ich spichrzania w lizosomach fibroblastow pochodzacych od pacjentow
cierpigcych na MPS I, II, IITA oraz IIIB.

Nadrzedny cel mojej pracy doktorskiej stanowito pozyskanie informacji na temat
dzialania flawonoidow na procesy komodrkowe zachodzace w ludzkich fibroblastach.
W prowadzonych doswiadczeniach wykorzystano genisteing, kemferol i daidzeing oraz
mieszaniny genisteiny i kemferolu, a takze genisteiny i daidzeiny, oOpierajac si¢ na
wczesniejszych obiecujgcych doniesieniach o wplywie wymienionych zwigzkow na poziom
glikozoaminoglikanéw w ludzkich fibroblastach (zdrowych, jak i pochodzacych od oséb
dotknigtych mukopolisacharydozami).

Podjety cel realizowano, w pierwszej kolejnosci, w oparciu o analize wplywu
wyselekcjonowanych flawonoidow na ekspresje genow ludzkich fibroblastow, w wybranych
na podstawie wczesniejszych badan stgzeniach, odpowiednio genisteiny badz kemferolu: 30,
60 i 100 uM, daidzeiny za$ w stezeniu 60 i 100 uM, a takze mieszanin genisteiny i kemferolu
oraz genisteiny i daidzeiny w st¢zeniu 30 uM dla kazdego zwigzku, podawanych w 0,05%
roztworze dimetylosulfotlenku  (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO) stanowigcego
rozpuszczalnik. Badania przeprowadzono w uktadzie in vitro z wykorzystaniem modelowych
ludzkich fibroblastow skérnych HDFa (ang. Human Dermal Fibroblast adult). Sa to pierwsze
badania transkryptomiczne z zastosowaniem wymienionych flawonoidéw, prowadzone na
zdrowego typu, tj. o nie stwierdzonych zaburzeniach, komorkach cztowieka. Dane
literaturowe wskazujg bowiem na testowanie wplywu flawonoidow jedynie na modelu
komorek nowotworowych, ktorych metabolizm jest mocno zmieniony i charakterystyczny
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fibroblasty skorne pochodzace od oséb dotknigtych MPS 11, jak i ludzkie komorki nowotworu
szyjki macicy HelLa oraz mysie embrionalne fibroblasty MEF (ang. Mouse Embryonic
Fibroblasts).

Analize transkryptomiczng przeprowadzono z wykorzystaniem mikromacierzy
oligonukleotydowych, pozwalajagcych m.in. na ocen¢ poziomu ekspresji poznanych
I przewidywanych genéw oraz sekwencji. Stosowano macierze llumina HumanHT-12
BeadChip v3.0 (27 455 poznanych genoéw i sekwencji, 7 870 sekwencji przewidywanych
genow, 48 804 oligosond) i v4.0 (28688 poznanych gendéw i sekwencji, 11 121
przewidywanych genow, 47 231 oligosond). Pozyskane dane analizowano poprzez
odniesienie wartosci fluoroscencyjnego sygnatu sond probki badanej wzgledem stosowanej
kontroli (X/K, gdzie X — wartos¢ sygnatu sond danego genu w probece badanej, K — wartosé
sygnatu sond w probce kontrolnej), dla kazdej sekwencji. Analiza globalna uwzgledniajaca
dwukrotng zmian¢ poziomu ekspresji (0.5 > X/K > 2.0) wykazata, iz najwiecej gendw
o modulowanej aktywnos$ci odnotowano dla fibroblastow hodowanych w obecnosSci
kemferolu oraz mieszaniny genisteiny i kemferolu przez okres odpowiednio 24 i 48 godzin
(698 i 362 geny dla 24 godzin oraz 1506 i 1328 genow dla 48 godzin traktowania zwigzkiem)
[2]. Podobnie poziom modulacji aktywnosci genomu, okazat si¢ najsilniejszy w przypadku
wspomnianych warunkéw inkubacji. Zarowno dla kemferolu, jak i jego mieszaniny
z genisteing, poziom ekspresji odpowiednio 4 i 3 genow okreSlono na ponad
dwudziestokrotnie zmieniony, co bylo najwyzsza odnotowana wartoscia w przypadku
omawianej analizy [2].

Dane na temat poziomu modulacji aktywno$ci transkryptomu postuzyly do analiz
ontologicznych, ktére umozliwity wytypowanie przedziatow komorkowych oraz szlakow
1 procesow, dla ktorych najbardziej widoczny byt wpltyw badanych flawonoidow.
Wykorzystano w tym celu programy GSEA (ang. Gene Set Enrichment Analysis), GOrilla
(ang. Gene Ontology enRIchment analysis and visuaLizAtion tool) oraz REVIGO (ang.
REduce + Vlsualize Gene Ontology). Wsréd struktur komorkowych charakteryzujacych sig
najwickszg liczbg genow o zmienionej ekspresji, wyrdznialy sie¢ przedziaty lizosomalny oraz
jadrowy, dla odpowiednio najbardziej pozytywnie i negatywnie modulowanego poziomu
ekspresji genéw. Schemat ten powtorzyt si¢ dla genéw fibroblastow hodowanych zar6wno
W Obecno$ci genisteiny, kemferolu oraz mieszaniny genisteiny i kemferolu, dla obu
analizowanych punktow czasowych (24 i 48 godzin) w stezeniu 100 uM dla pojedynczych,
zas 30 puM kazdy dla mieszaniny obu zwiazkéw. W przypadku gendéw fibroblastow
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podobnej tendencji. Do dalszych badan wybrano w efekcie takie procesy komorkowe jak:
(i) metabolizm lizosomu [1-3], (ii) procesy syntezy i degradacji GAG [1,2], (iii) przemiany
sfingolipidow [3], a takze (iv) cykl komorkowy i proliferacj¢ [4]. Mechanizm odpowiadajacy
za modulacj¢ tych procesow oceniano W komoérkach traktowanych genisteing, kemferolem
oraz mieszaning genisteiny i kemferolu w najwyzszych testowanych w ramach prowadzonych
badan stezeniach (100 uM dla pojedynczych i 30 uM kazdy dla mieszaniny obu zwigzkow).
Analiza poziomu ekspresji transkryptow przy uwzglednieniu kryterium 0.7 > X/K > 1.3,
wykazata znaczacg liczbg gendow wspdlnych dla obu badanych czasow, bez wzgledu na typ
modulacji [1,2]. Ze wzgledu na szacunkowy charakter danych uzyskanych dzigki analizie
mikromacierzowej, konieczna byta ich weryfikacja z zastosowaniem iloSciowego PCR
w czasie rzeczywistym (ang. real time quantitative RT-PCR, real time gRT-PCR) —
najdoktadniejszej metody oceny poziomu aktywnos$ci gendw. Wyniki pozyskane dzigki
zastosowaniu obu metod wykazaty wysoka korelacjg.

Na podstawie listy genow przygotowanej w oparciu o dane z bazy KEGG (ang. Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) oraz AmiGO przeprowadzono szczegétowa analizg
poziomu ekspresji gendéw, ktorych produkty biatkowe naleza do wytypowanych w toku
niniejszych badan, procesoOw metabolicznych. W przypadku analizy gendéw zwigzanych
z metabolizmem GAG, dla obu czaséw inkubacji ze zwigzkiem, zaobSerwowano zmiang
ekspresji 16 genow dla fibroblastow hodowanych w obecnosci 100 uM kemferolu, 11 genoéw
dla mieszaniny genisteiny i kemferolu, jak rowniez 10 genow dla 100 uM genisteiny [2]. Na
szczegblng uwage zashuguje obserwowane w przypadku fibroblastow traktowanych
genisteing, obnizenie poziomu ekspresji genow XYLT1, EXT1 i ST3GAL2, ktorych produkty
biatkowe zaangazowane sg W poczatkowe etapy syntezy odpowiednio (i) tancuchow
siarczanu heparanu, dermatanu i chondroityny oraz polimeryzacji fancucha (iii) siarczanu
heparanu i (iii) siarczanu keratanu [1,2]. Korelowane moze by¢ to z obnizeniem poziomu
syntezy GAG pod wpltywem dziatania tego flawonoidu. Obnizenie ekspresji EXT1 widoczne
byto dla wszystkich testowanych warunkow [2].

W przypadku traktowania hodowli ludzkich fibroblastow 100 uM genisteing przez
okres 24 godzin zaobserwowano najliczniejszg grupe gendw o podwyzszonym poziomie
aktywnos$ci (7 gendéw), kodujacych lizosomalne hydrolazy uczestniczace w degradacji
glikozoaminoglikanow, defekty w ekspresji ktorych korelowane sg z wystgpowaniem
poszczegolnych typow MPS [1,2]. Dla kemferolu z kolei byto to 6 genow o podwyzszonym
poziomie ekspresji i 1 o obnizonym, 4 geny o podwyzszonym poziomie ekspresji dla

mieszaniny genisteiny i kemferolu [2]. Odkrycie to stanowito bardzo istotny etap



prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy badan i wskazato na role genisteiny i kemferolu
w procesie biogenezy i funkcji lizosomu [1,2]. Wiaze si¢ ona z modulacjg ekspresji, na
poziomie genu jak i biatka, a takze translokacji czynnika transkrypcyjnego EB — TFEB (ang.
transcription factor EB) z przestrzeni cytoplazmatycznej do jadra [1]. Czynnik ten, zwany
rowniez ze wzgledu na swojg role ,,czynnikiem biogenezy lizosomow®, PO zZwigzaniu
z odpowiednig sekwencja obecng w promotorach genow lizosomalnych (ang. Coordinated
Lysosomal Expression and Regulation, CLEAR), pozytywnie reguluje ich aktywnosc.
Efektem tego jest obserwowane w toku przeprowadzonych analiz podniesienie, pod wpltywem
dziatania genisteiny, poziomu ekspresji nawet ponad 60% gendéw kodujacych biatka
lizosomalne, w tym lizosomalne hydrolazy, co skutkuje wzmozonym metabolizmem catego
lizosomu. Odnotowane rowniez zwigkszenie liczby, a takze zmiana rozmieszczenia
lizosoméw w komoérce potwierdza zwigkszenie efektywnosci omawianego procesu [1].
Eksperymenty z zastosowaniem genisteiny przy wyciszeniu ekspresji TFEB, uwiarygodnity
modulacj¢ przez ten flawonoid aktywnosci genow TFEB-zaleznych [1]. Opisany w efekcie
przeprowadzonych badan mechanizm dzialania genisteiny wskazuje tym samym na
holistyczny wptyw zwigzku na metabolizm, zar6wno bowiem na synteze jak i degradacje
akumulowanych makroczasteczek [1,2]. Zblizone efekty w przypadku wpltywu na poziom
ekspresji TFEB wykazano rowniez dla kemferolu oraz jego mieszaniny z genisteing, jednakze
najwickszg liczb¢ gendw kodujacych biatka lizosomalne o podwyzszonej ekspresji
zaobserwowano dla genisteiny [2,3]. Podwyzszenie ekspresji gendéw defektywnych
w przypadku poszczeg6lnych LChS moze mie¢ szczegdlne znaczenie u chorych obarczonych
mutacjg skutkujaca obnizeniem ilo$ci dostepnego w komodrce enzymu. Efektywnym mogtoby
by¢ bowiem podniesienie poziomu biatka enzymatycznego, co w przypadku nawet zaledwie
kilkuprocentowej zmiany ma ogromne znaczenie terapeutyczne. Wigze si¢ bowiem ze
znacznym podwyzszeniem metabolizmu calego lizosomu 1 ma szczegdlne znaczenie
w przypadku jednostek chorobowych, gdzie gromadzone sg =zaréwno substraty
charakterystyczne dla defektywnego biatka, jak i makromolekuty bedace produktami wtdrnej
akumulacji. Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie analiz wyselekcjonowano
lizosomalne choroby spichrzeniowe, dla ktérych uzycie badanej substancji mogtoby stanowic
potencjalng terapi¢ [1,3]. Wickszo§¢ ich stanowig mukopolisacharydozy, wystepujace
w przypadku defektow genow: IDUA (MPS 1), SGSH (MPS I11A), NAGLU (MPS I11IB) i GNS
(MPS 11ID) [1,2] oraz sfingolipidozy: ARSA (leukodystrofia metachromatyczna), ASAH1
(lipogranulomatoza Farbera), CLN8 (lipofuscynoza ceroidowa - choroba Battena wariant
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z ciatami Lewy’ego) , GLA (choroba Fabry’ego), GM2A (choroba Tay-Sachsa wariant AB),
HEXA (choroba Tay-Sachsa), HEXB (choroba Sandhoffa), NAGA (choroby Schindlera
I Kanzaki), NEU1 (sialidoza, mukolipidoza I, galaktosialidoza), NPC1 (choroba Niemanna-
Picka typ C1), NPC2 (choroba Niemanna-Picka typ C2), PPT1 (lipofuscynoza ceroidowa -
choroba Battena wariant niemowlecy), SMPD1 (choroba Niemanna-Picka typ A i B), SUMF1
(mnogi niedobér sulfataz), i TPP1 (lipofuscynoza ceroidowa - choroba Battena wariant
péznoniemowlecy) [2,4]. Wérdd wytypowanych gendw i chordb korelowanych z ich
defektami znalazty si¢ rowniez: AGA (aspartyloglikozaminuria), FUCA1 (fukozydoza), GAA
(choroba Pompego) oraz MANBA (beta-mannozydoza) [1,2].

Analiza porownawcza profilu ekspresji genéow kodujacych wybrane biatka
lizosomalne, w tym hydrolazy, wykazata znaczace podobienstwo pomiedzy wplywem
genisteiny (izoflawonu) i kemferolu (flawonolu). Bardzo obiecujace wydajg si¢ wyniki przy
zastosowaniu mieszaniny genisteiny i kemferolu, zblizone do danych dla genisteiny. Oba
zwigzki w wysokim stezeniu wykazuja wlasciwosci hamujace proliferacje [4]. Znajduje to
odzwierciedlenie w profilu modulacji ekspresji genow ludzkich fibroblastow pod wpltywem
dziatania flawonoidow [4].

Zaréwno w przypadku traktowania komorek genisteina, jak 1 kemferolem, najwiekszy
odsetek genow ludzkich fibroblastéw o obnizonej ekspresji, stanowity bowiem geny, ktorych
produkty biatkowe odgrywaja istotng role w cyklu komorkowym i1 metabolizmie DNA,
a zlokalizowane sa w przedziale jadrowym i cytoszkielecie [4]. Do biatek kodowanych przez
poszczegdlne geny o aktywno$ci modulowanej pod wptywem testowanych flawonoidow,
nalezg odpowiednio: cykliny (CCNA1, CCNA2, CCNB1, CCNB2, CCNB3), kinazy (CDK2),
biatka kompleksu MCM (MCM2-7, MCM10), czynniki zwigzane z replikacja (GINS2,3,
GMNN, POLE, POLEZ2), punktami kontrolnymi cyklu komorkowego (p15-pl19, p21, p53,
p57, RB1) oraz segregacja chromosoméw (BIRC5, CENPA, INCENP). Analiza wplywu
genisteiny na przebieg faz cyklu komorkowego ludzkich fibroblastow wykazata, iz flawonoid
ten powoduje obnizenie liczby komoérek w fazie GO/G1 i podwyzszenie ich liczby w fazie
G2/M. Scisle Kkoreluje to ze stopniem modulacji ekspresji genéw kodujacych biatka
uczestniczace w przejsciach komorki pomigdzy poszczegdlnymi fazami cyklu [4]. Nie
zaobserwowano jednakze negatywnego wplywu badanych flawonoidow na zywotnosé
ludzkich fibroblastow skornych [4]. Odnotowano natomiast pozytywne dzialanie genisteiny
na proces migracji tych komorek [4].

W ramach niniejszej pracy, skoncentrowanej na okresleniu mechanizmu dziatania
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mechanizm dziatania tych zwigzkéw na metabolizm akumulowanych w przypadku
mukopoliacharydoz i sfingolipidoz, odpowiednio glikozoaminoglikanéw oraz sfingolipidow
[1,2]. Stanowi to dopetnienie istniejacej na ten temat wiedzy, jak i podwaliny do dalszych
badan. Wykazanie roli flawonoidow w pozytywnej modulacji ekspresji czynnika biogenezy
lizosomu (TFEB) bylo pierwszym doniesieniem o wplywie naturalnych substancji
niskoczasteczkowych na aktywno$¢ tego niezwykle istotnego dla utrzymania homeostazy
komorki czynnika [1,2]. Prezentowana w pracy widoczna zmiana aktywnosci genéow komorek
eksponowanych na uzyte w badaniach flawonoidy, w wielu przypadkach daje nadziej¢ na
mozliwos¢ zastosowania tych zwigzkéw w szeregu schorzen, jako pojedynczej badz tez
wspomagajacej terapii  [2,3]. Sprecyzowanie modulacji aktywnos$ci gendéw cyklu
komorkowego 1 replikacji oraz wykazanie wplywu na poszczegolne fazy cyklu pozwolito
lepiej pozna¢ mechanizm hamowania proliferacji przez badane zwiazki [4]. Poznanie
mechanizmu dziatania flawonoidéw na poziomie ekspresji genoOw stanowi nowy rozdziat

w badaniach nad tymi zwigzkami, jako potencjalnymi terapeutykami.
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