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Mianem chorob neurodegeneracyjnych okresla si¢ schorzenia charakteryzujace si¢
postgpujaca utratg komorek nerwowych [1]. Stanowig one grupg chorob o zrdznicowanej przyczynie
(agregacja makroczasteczek, demielinizacja, stany zapalne, wzrost poziomu reaktywnych form tlenu),
a ich liczbe szacuje si¢ obecnie na kilkaset. Niestety z powodu starzenia si¢ spoteczenstwa, czestos$¢
wystgpowania tych choréb znaczaco wzrasta, a wedtlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organisation) liczba osob cierpiacych na te choroby przekracza obecnie
niemal 100 mln na $wiecie [2, 3].

Przyczyng az 70% chordéb neurodegeneracyjnych jest agregacja makroczasteczek w
komoérkach nerwowych, co uszkadza ich prawidtowe funkcjonowanie i prowadzi do wystgpienia
powaznych objawdw psycho-motorycznych. Niestety, pomimo wielu badan nad nowymi lekami, do
tej pory nie udato si¢ zaproponowac terapii, ktora bytaby skuteczna w leczeniu tych schorzen [2].
Stosowane sg natomiast $rodki farmakologiczne tagodzace ich objawy, rehabilitacja lub terapia
antydepresyjna [3].

Obecnie trwaja badania nad wieloma strategiami terapeutycznymi, ktore zakladaja miedzy
innymi zahamowanie ekspresji genow kodujacych patogenne biatka lub ich wigzanie i inaktywacje
albo zahamowanie szlakéw prowadzacych do apoptozy [3, 4]. Wiekszos¢ z tych strategii jednak nie
przynosi oczekiwanych rezultatow podczas pierwszych faz préb klinicznych albo jeszcze podczas
badan na modelach zwierzecych, natomiast terapia genowa, ktora miataby zadziata¢ w przypadku
chordéb neurodegeneracyjnych o podtozu genetycznym, wydaje si¢ by¢ jeszcze daleka perspektywa [35,
6].

Dlatego coraz wicksza uwage zwraca si¢ na strategi¢ zakladajaca przyspieszone usunigcie
zakumulowanych patologicznych biatek z neuronéw. W komorkach istnieja dwa szlaki degradacji
biatek: szlak proteasomalny oraz szlak lizosomalny w procesie zwanym autofagig. Niestety wiele
danych literaturowych wskazuje na powazne zaburzenia funkcjonowania proteasomu w przypadku
chorob neurologicznych, co zdecydowanie ogranicza mozliwos¢ uzycia tej $ciezki degradacji
czynnikdéw patogennych jako potencjalnej terapii [S]. Z tego powodu proces autofagii znalazt si¢ w
centrum zainteresowania naukowcow i lekarzy pracujacych nad leczeniem opisywanych schorzen.
Autofagia jest ewolucyjnie starym, filogenetycznie konserwowanym procesem zachodzacym we
wszystkich komoérkach eukariotycznych i stuzacym do degradacji matych organelli komorkowych lub
dlugozyjacych, nieprawidlowo funkcjonujacych bialek. Polega on na otoczeniu btonag izolujaca
makroczgsteczek przeznaczonych do degradacji, a nastgpnie zamknigciu ich w pecherzyku zwanym
autofagosomem. Autofagosom ulega nastepnie fuzji z lizosomem tworzac autofagolizosom, a kwasne
hydrolazy lizosomalne trawig wnetrze pecherzyka do monomerdw, ktore ponownie zuzywane sg przez
komorke. Caty molekularny mechanizm procesu autofagii wraz z jego regulacjg oraz potencjatem w
terapii chorob neurologicznych opisany zostal przeze mnie w pracy przegladowej opublikowanej w
Metabolic Brain Disease [7].

W dalszym ciagu trwaja jednak poszukiwania zwigzku, ktory nie tylko indukowatby proces
autofagii ale jednocze$nie bylby bezpieczny w dlugoterminowym stosowaniu (gdyz pacjenci
prawdopodobnie beda musieli przyjmowac go do konca zycia) oraz przekraczalby barierg krew-mozg,
CO jest szczegolnie istotne w przypadku leczenia chorob dotykajacych uktad nerwowy. Wszystkie te
wymagania okazata si¢ spetnia¢ genisteina, jeden z flawonoidow, ktérego szczegodlnie duze stezenie



wystepuje w roslinach strgczkowych, glownie w soi. Genisteina wykazuje szereg aktywnosci
biologicznych od dziatania antynowotworowego po przeciwbakteryjne. Szczegolnie wazng informacja
okazal si¢ fakt dotyczacy aktywacji czynnika transkrypcyjnego EB (TFEB; ang. transcriptional factor
EB, zwanego inaczej czynnikiem biogenezy lizosomow) przez ten izoflawon, sugerujacy indukcje
procesu autofagii, co odkryte zostalo przy okazji badan nad rzadka choroba genetyczng —
mukopolisacharydoza (w ktorej wykorzystywano zupeilnie inny mechanizm dziatania genisteiny,
hamowanie syntezy glikozoaminoglikanéw w wyniku negatywnej regulacji aktywnosci kinazy biatka
EGFR - receptora naskérkowego czynnika wzrostowego) [8, 9]. Szczegotowe badania z uzyciem
genisteiny na komoérkowych oraz zwierzgcych modelach mukopolisacharydozy przyniosty informacje
0 jej bezpieczenstwie i braku efektow niepozadanych, nawet w bardzo wysokich dawkach, oraz
przekraczaniu bariery krew-moézg [10, 11].

Zwazajac na biologiczne wlasciwos$ci genisteiny oraz pozadane cechy potencjalnego leku na
choroby zwiazane z agregacja bialek, zasadnym bylo sprawdzenie czy dzialanie genisteiny jest
skuteczne w potencjalnym leczeniu tej grupy chordb dotykajacych osrodkowy uktad nerwowy (OUN).

Dlatego celem mojej rozprawy doktorskiej bylo:
a) zbadanie wplywu genisteiny na efektywnos$¢ degradacji bialek bedacych przyczynami dwéch
modelowych choréb neurodegeneracyjnych;
b) okreslenie molekularnego mechanizmu dzialania genisteiny;
¢) zbadanie wplywu genisteiny na zmiany behawioralne w zwierzecym modelu wybranej
choroby neurodegeneracyjnej.

W moich badaniach wybrane zostalty dwie modelowe choroby neurodegeneracyjne:

a) choroba Huntingtona (HD; ang. Huntington's disease) — jako model rzadkiej choroby
jednogenowej, o dobrze poznanej etiologii i autosomalnym dominujgcym dziedziczeniu;

b) choroba Alzheimera (AD; ang. Alzheimer’s disease) — jako model najczesciej wystepujacej choroby
neurodegeneracyjnej, o nie do konca poznanej etiologii i dziedziczeniu wieloczynnikowym.

Badania przeprowadzone na modelu choroby Huntingtona

HD jest schorzeniem, ktérego bezposrednig przyczyng jest mutacja polegajaca na ekspansji
trojki nukleotydéw CAG w 1 egzonie genu IT15 (HTT). U zdrowych o0sob liczba tych powtdrzen jest
mniejsza od 26, natomiast osoby chore maja ich zazwyczaj 40 lub wiecej (przypadki 27-39 powtdrzen
stanowig grupe przejsciowa). Zwigkszona liczba powtorzen CAG skutkuje zwielokrotnieniem liczby
reszt glutaminy (ciag poliQ) w biatku huntingtynie (HTT), co uniemozliwia jej prawidtowe
fatdowanie si¢. W konsekwencji zmutowana huntingtyna (mHTT) odktada si¢ w komodrkach w postaci
nierozpuszczalnych agregatéw uposledzajac prawidtowe ich funkcjonowanie [12]. Skutkiem tego jest
pojawienie si¢ trzech rodzajow objawow: a) objawow fizykalnych, takich jak nagle, niekontrolowane,
plasawiczne ruchy; spowolnienie ruchowe i dystonia; b) objawow emocjonalnych, takich jak depresja,
drazliwo$¢, zmiany osobowosci, zespoly obsesyjno-kompulsywne oraz napady agresji; c) zaburzen
poznawczych, takich jak niemoznos¢ podjecia decyzji, skupienia uwagi czy trudno$ci w uczeniu si¢ i
zapamietywaniu. Choroba ma przebieg postepujacy i prowadzi do niepetnosprawnos$ci oraz $Smierci
najczesciej wskutek zaburzen potykania prowadzacych do zachtystowego zapalenia ptuc [12].

Jedyne przeprowadzone wcze$niej badania w tematyce genisteiny oraz HD obejmowaty
wplyw tego izoflawonu na szczurzy model HD indukowany kwasem 3-nitropropionowym (3-NPA)
[13, 14]. Uzycie tego modelu nie umozliwia jednak badania pierwotnej przyczyny choroby, gdyz 3-



NPA nie indukuje powstawania mHTT u chorych zwierzat, a nasladuje jedynie wtorne efekty
choroby. Tak wiec wplyw genisteiny na mHTT nigdy nie byt okreslony.

Jako modelu badawczego uzytam komorek linii HEK-293, ktore transfekowatam plazmidem
zawierajacym egzon 1 genu IT15, niosacy 74 powtorzenia CAG (kodujacy zmutowany wariant
huntingtyny, mHTT) lub 23 powtorzenia CAG (kodujacy zdrowy wariant huntingtyny, HTT). Model
ten zastosowano do przeprowadzenia badan wstgpnych poniewaz jest to obecnie jedyny model
komoérkowy umozliwiajacy przetestowanie dziatania genisteiny wybiorczo na HTT oraz mHTT
(poniewaz HD jest schorzeniem autosomalnym dominujacym, to w komoérkach pobranych od
pacjentdw heterozygotycznych znajduje si¢ mieszanina obu wariantéw huntingtyny). Takie podejscie
jest niezwykle wazne, gdyz o ile mHTT prowadzi do zaburzenia wielu aspektow zwigzanych z
funkcjonowaniem komorek, to zdrowa HTT pelni w organizmie niezwykle wazne funkcje, bierze
bowiem istotny udziat w transporcie pecherzykowym i regulacji transkrypcji, a ma tez aktywnos¢
anty-apoptotyczna.

Wyniki uzyskane podczas realizacji czg¢sci mojej rozprawy doktorskiej zwigzanej z HD
pokazaly, ze 48-godzinna inkubacja komérek w obecnosci genisteiny prowadzi do zdecydowanego
obnizenia poziomu agregatow mHTT oraz jego rozpuszczalnej formy, a spadek ten zalezny jest od
uzytego stezenia tego izfolawonu. Podobne tendencje zaobserwowalam w liczbie oraz objetosci
agregatow mHTT. Co wazne i cickawe, poziom zdrowej formy tego biatka pozostawat niezmienny, co
z jednej strony jest bardzo pozytywne ze wzglgdu na przyszie wykorzystanie testowanej strategii w
terapii, a z drugiej ukazuje autofagie jako pozornie nie-selektywny proces, ktory jednak w pierwsze;j
kolejnosci odpowiada za degradacj¢ nieprawidtowych makroczasteczek, nie usuwajac biatek typu
dzikiego. Ponadto, badania z uzyciem genisteiny wskazaly na jej pozytywny efekt na obnizona
proliferacjec oraz zwickszong liczbe¢ komorek apoptotycznych w hodowlach HEK-293
transfekowanych plazmidem kodujacym mHTT (w poréwnaniu do komodrek kontrolnych czyli
transfekowanych plazmidem kodujacym zdrowy wariant HTT).

Uzyskane wyniki stanowily wstep do badan nad molekularnym mechanizmem dziatania
genisteiny. Jak juz wspomnialam wcze$niej, wykryta przy okazji badan nad mukopolisacharydoza
aktywacja TFEB przez genisteine sugerowala, ze to proces autofagii jest gldwnym mechanizmem jej
dzialania. Moja uwaga skupita si¢ wiec na zbadaniu roli tego procesu w obnizeniu poziomu mHTT.
Przeprowadzone przeze mnie analizy immunodetekcji markeréw autofagii wskazaly na znaczacy
wzrost ich poziomu po inkubacji w obecnosci genisteiny co $wiadczylo o efektywnej indukcji
autofagii w testowanych komoérkach. Wzrostowi poziomu markera autofagii towarzyszyt wzrost liczby
lizosoméw, co posrednio rowniez dowodzi stymulacji badanego procesu. Pytaniem pozostawato czy
spadek poziomu mHTT oraz indukcja autofagii s dwoma osobnymi procesami zachodzgcymi obok
siebie w komorkach, czy moze jeden proces jest konsekwencja drugiego. W celu zbadania czy to
proces autofagii odpowiedzialny jest za obnizenie poziomu mHTT pod wptywem genisteiny, uzytam
inhibitora autofagii — chlorochiny, ktorej dziatanie polega na zahamowaniu funkcji lizosomow. Po
uzyciu chlorochiny zalezna od genisteiny degradacja zmutowanej huntingtyny okazata si¢ duzo mniej
efektywna, co $wiadczy o tym, Zze to autofagia jest odpowiedzialna w duzej mierze za usuwanie
patogennego biatka z komorek. Wyniki tych badan, opisujace potencjat genisteiny w leczeniu HD oraz
mechanizm jej dziatania, opublikowane zostaty w czasopismie Neuromolecular Medicine [15].

Aby okresli¢ czy degradacja mHTT przez genisteing nie jest wynikiem uzytego uprzednio
modelu (w ktorym do komorek dostarczane jest egzogenne, zmutowane biatko), badania te
przeprowadzitam rowniez na modelu komoérek pobranych od pacjentow z HD, w ktorych wystepuje
mieszanina zar6wno HTT jak i mHTT. Badania przeprowadzitam na 4 liniach fibroblastow pobranych
od pacjentow, charakteryzujacych si¢ stwierdzonym podlozem choroby w postaci ciggu powtorzen



CAG w liczbie 40-43 oraz 4 liniach fibroblastow pobranych od zdrowych, odpowiadajgcych im
wiekiem o0sob (komorki kontrolne). Mikroskopowa wizualizacja HTT wskazata na widoczne agregaty
tworzone przez to biatko w liniach pobranych od pacjentow z HD, w przeciwienstwie do komorek
kontrolnych w ktorych HTT nie tworzyla charakterystycznych skupisk sygnalow powstaltych w
wyniku wigzania si¢ przeciwcial. Inkubacja komoérek HD w obecno$ci genisteiny wskazala na
stopniowy zanik agregatow, ktore w przypadku wysokich stezen genisteiny nie byly juz zauwazalne.

Bardziej skomplikowane w interpretacji okazaty si¢ wykonane przeze mnie pomiary samego
poziomu HTT w testowanych komoérkach. Wykonane analizy technikag Western-blotting wskazaty na
jej zwiekszony poziom w komodrkach pobranych od pacjentéw, natomiast z powodu braku przeciwciat
wigzacych si¢ selektywnie do tych dwoch form biatka (HTT i mHTT), rozréznienie wariantu
zmutowanej i zdrowej HTT jest niemozliwe. Rozdzielenie ich by¢ moze byloby wykonalne w
przypadku wiekszej liczby powtérzen CAG w egzonie 1 genu IT15, co jak najbardziej mozliwe jest do
zbadania na modelach mysich, gdzie liczba tych powtorzen potrafi osigga¢ 160 (dzigki czemu masa
zmutowanego biatka jest znacznie wigksza niz masa biatka typu dzikiego), jednak w przypadku
ludzkich fibroblastéw pobranych od pacjentéw, u ktérych liczba ta zwykle nie przekracza 45
powtorzen, jest to mato prawdopodobne. Mozna by spekulowa¢, ze przyczyna zwickszonego poziomu
HTT w komorkach pacjentéw z HD jest przybieranie przez nia nierozpuszczalnej formy, ktora nie
moze zosta¢ usunigta i przez to odktada si¢ w komorce. Teoria taka bytaby z jednej strony zgodna z
danymi literaturowymi na temat nierozpuszczalnych struktur przybieranych przez huntingtyne w
konsekwencji pojawienia si¢ wydluzonego ciggu poliQ, a z drugiej strony potwierdza ja fakt, ze
przyspieszona degradacja lizosomalna w komérkach stymulowana pod wplywem genisteiny usuwa
nadmiar HTT do jej poziomu w komodrkach kontrolnych (w ktorych poziom HTT pod wptywem
genisteiny pozostaje niezmienny).

Wyniki te, opublikowane w Metabolic Brain Disease [16], nie tylko stanowig potwierdzenie
rezultatbw badan wykonanych na modelu komoérek HEK-293 transfekowanych plazmidowym DNA
kodujacym dwa warianty HTT, ale rowniez wskazaly na efektywnos¢ dziatania genisteiny na bardziej
skomplikowanym modelu, jednoczesnie jednak lepiej odpowiadajacym warunkom klinicznym.
Natomiast interpretacja tych wynikow jest znacznie bardziej ztoZona.

Badania przeprowadzone na modelu choroby Alzheimera

Przyczyna AD jest akumulacja toksycznych form p-amyloidu (BA) tworzacego ptytki
amyloidowe oraz hiperfosforylowanego biatka tau (P-tau) bedacego gtéwnym sktadnikiem splatkow
neurofibrylarnych w strukturach OUN, gléwnie w obszarze kory modzgu, hipokampa oraz ciata
migdatowatego [17, 18]. Prekursorem B-amyloidu jest biatko APP (ang. amyloid precursor protein),
ktore ulega przemianom proteolitycznym do B-amyloidu pod wptywem dziatania sekretaz. Nieznana
jest jednak konkretna przyczyna akumulacji B-amyloidu oraz P-tau w OUN. Dane literaturowe
dostarczaja informacji na temat wykrytych mutacji w genie kodujacym biatko APP w poblizu miejsc
cigcia przez sekretazy lub w genach kodujacych same sekretazy. Dane te dotycza jednak tylko
rodzinnej postaci AD, majacej podloze genetyczne. Przyczyny akumulacji tych bialek w przypadku
postaci sporadycznej (nie uwarunkowanej genetycznie) pozostaja nieznane [17, 18]. Do glownych
objawow choroby zaliczamy zaburzenia myS$lenia abstrakcyjnego czy uszkodzenie pamigci
semantycznej (wczesne stadia) oraz trudnos$ci jezykowe, zaburzenia pamigci dlugotrwatej i zmiany
osobowosci (pozne stadia). Chorzy wylaczaja si¢ z zycia spolecznego i rodzinnego. Stopniowo traca
oni funkcje zyciowe, co prowadzi do $mierci najczesciej w ciggu 7 lat od postawienia diagnozy [17,
18, 19].



Nalezy nadmieni¢, ze badania z udzialem genisteiny w AD byly juz przeprowadzane na
réznych modelach. Mimo, ze autorzy niektorych prac pokazuja interesujace wyniki, nalezy wzia¢ pod
uwagg, ze zadne z tych doniesien nie wspomina nawet o autofagii jako o mechanizmie dziatania
genisteiny. Niektore z tych prac koncentrowaty sie na apoptozie [20], dziataniach przeciwzapalnych
[21] lub wilasciwosciach antyoksydacyjnych tego izoflawonu [22]. Zaplanowane przeze mnie
eksperymenty koncentrowaly si¢ na calkowicie odmiennej aktywno$ci genisteiny. Badania te po
pierwszy wskazaly autofagie jako mechanizm dziatania genisteiny w obnizaniu poziomu BA lub P-tau
(co nigdy wczesniej nie zostalo zaproponowane) oraz pozwolily okresli¢c wplyw genisteiny podawanej
w dawce stymulujacej proces autofagii na efektywno$¢ leczenia w modelach AD (w opublikowanych
wczesniej doniesieniach zastosowane zostaty duzo mniejsze dawki).

Niestety dostepnos¢ wiarygodnych komérkowych modeli AD jest bardzo ograniczona, przez
co zdecydowatam si¢ na przeprowadzenie badan od razu na modelu zwierzgcym. Pracowalam na
szczurzym modelu AD indukowanym streptozotocyna (STZ). STZ jest pochodng glukozaminy i
nitrozomocznika produkowang naturalnie przez bakterie Streptomyces achromogenes. Podana
szczurom dokomorowo wnika do komoérek przy pomocy receptora GLUT-2 przyczyniajac si¢ do
powstawania reaktywnych form tlenu, stanu zapalnego (wystepowanie tych zjawisk stwierdzono
rowniez w ludzkiej postaci choroby) oraz ostatecznie — akumulacji ptytek amyloidowych ztozonych z
BA oraz splatkow neurofibrylarnych ztozonych z P-tau. W konsekwencji zaburzona zostaje transmisja
cholinergiczna, co prowadzi do neurodegeneracji gléwnie obszaru hipokampa skutkujac znacznym
deficytem procesé6w pamigciowych. Model ten jest dobrze udokumentowanym, reprezentatywnym
modelem AD [23].

Szczury rasy Wistar, podzielone zostaty na 4 grupy:
1) VEH+WODA: z dokomorowa iniekcja rozpuszczalnika dla STZ, ktorym podawano wodg (n=12);
2) VEH+GEN: z dokomorowa iniekcja rozpuszczalnika dla STZ, ktérym podawano genisteine (n=12);
3) STZ+WODA: z dokomorowa iniekcjg STZ, ktéorym podawano wode (n=12);
4) STZ+GEN: z dokomorowg iniekcja STZ, ktérym podawano genisteing (n=12).

Po 2-tygodniowym oswajaniu zwierzat z osobg eksperymentatora (ang. handling), szczury
poddane zostaty operacji, podczas ktorej wykonano dokomorowa iniekcje STZ/rozpuszczalnika dla
STZ. Po 2-dniowym okresie rekonwalescencji rozpoczeto suplementacje woda (grupy kontrolne) lub
genisteing w dawce 150 mg/kg/dzien (dawka indukujaca proces autofagii; dane zaczerpnigte z
doswiadczen na zwierzgcym modelu mukopolisacharydoz).

Badania behawioralne

Miesigc po zabiegu iniekcji STZ lub rozpuszczalnika (kontrola) przeprowadzono szereg
testow behawioralnych majacych na celu oceng aktywnosci lokomotorycznej szczuréw, pomiar
nasilenia Ieku czy, szczegdlnie wazny przy AD, pomiar pamigci dtugotrwale;.

Aktywno$¢ lokomotoryczng szczurow mierzytam w aktometrach poprzez zsumowanie liczby
ich ruchow horyzontalnych, wertykalnych oraz ambulatoryjnych podczas okresu 2 h. Wyniki pomiaru
pokazaly, ze zwierzeta po iniekcji STZ charakteryzujg si¢ znaczng nadaktywnos$cig ruchows.
Natomiast podawanie genisteiny tym zwierzetom przez okres miesigca calkowicie znosi ten fenotyp
chorobowy sprawiajac, ze zwierze¢ta te stawaly si¢ nieodroznialne od zwierzat kontrolnych
(zdrowych). Wyniki pomiaru nasilenia lgku (przy pomocy testu uniesionego labiryntu krzyzowego)
wykazaty, ze szczury chore na AD, ktéorym podawano genisteing wykazuja naturalne zachowania



lekowe w przeciwienstwie do szczurdw nie leczonych, u ktorych fizjologiczny lek przed wysokos$cig i
przestrzenia jest zredukowany. Najbardziej obszerng oraz najwazniejszg czgscia badan
behawioralnych sa rezultaty testu pomiaru pamigci, ktora zweryfikowatam przy pomocy Labiryntu
Wodnego Morrisa. Wynikami otrzymanymi podczas wykonywania tego testu udowodnitam, ze
pamig¢ u szczuré6w poddanych terapii genisteing jest identyczna jak pamig¢é szczurdéw kontrolnych
(zdrowych), podczas gdy szczury po iniekcji STZ cierpia na powazne zaburzenia kognitywne.

Badania biochemiczne

Wryniki uzyskane podczas badan biochemicznych na materiale tkankowym pobranym od
szczurOw post mortem wykazaty, ze u zwierzat poddanych iniekcji STZ poziom APP, BA oraz
P-tau jest podwyzszony nawet 4-krotnie. Jednak u grupy chorych zwierzat, ktorym podawano
genisteing poziom wszystkich wymienionych wyzej biatek jest obnizony do pozioméw tych biatek u
szczurOw kontrolnych (Western blotting) lub prawie niewykrywalny (immunohistochemia) we
wszystkich badanych strukturach mézgowia tj. hipokampie, korze oraz reszcie mézgowia. Podobne
wyniki uzyskano podczas detekcji krotkich odcinkow BA (BA40 i 42), ktore obecnie uwazane sg za
najbardziej toksyczne dla komoérek nerwowych.

Przechodzac do mechanizmu dziatania genisteiny nalezy podkresli¢, ze immunodetekcja
markerow procesu autofagii wykazala ich podwyzszony poziom u obu grup szczurdéw, ktorym
podawana byta genisteina (zaroéwno zdrowych jak i chorych na AD), co swiadczy o wydajnej indukcji
autofagii pod wpltywem tego izoflawonu. U grup tych zaobserwowano réwniez zwigkszona liczbe
lizosomow.

Poczatkowy problem stanowito zbadanie czy to proces autofagii odpowiedzialny jest za
obnizenie poziomu APP i BA pod wplywem genisteiny. W przypadku modeli zwierzecych nie
mozliwe jest bowiem zahamowanie pewnych proceséw (chociazby autofagii co zostato wykonane
podczas badan nad komérkowym modelem HD) gdyz zakonczylyby si¢ one $miercig zwierzecia.
Zatem w celu sprawdzenia czy genisteina powoduje degradacje APP i BA poprzez indukcj¢ procesu
autofagii, przeprowadzitam badania na modelu komoérek HEK-293, transfekowanych plazmidem
zawierajacym gen kodujacy biatko APP. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze nie ma dostgpnych
plazmidéw niosacych gen kodujacy zmutowany wariant APP, skorzystatam wigc z plazmidu z genem
kodujacym APP typu dzikiego. Nawet gdyby mozliwe byto przeprowadzenie doswiadczen z
plazmidem z genem kodujagcym zmutowany wariant APP to warto pamigta¢, ze mutacje w APP
stanowig przyczyng tylko czesci przypadkow z rodzinnie uwarunkowang AD (ktéra sama w sobie
powoduje tylko 15% zachorowan na AD, reszta dotyczy postaci sporadycznej). Pozostate mutacje
dotycza genow kodujacych sekretazy, a wykorzystanie tego aspektu i proby transfekcji komorek
plazmidowym DNA z genem kodujacym zmutowane warianty sekretaz stworzyloby niezwykle
skomplikowany uktad, ktory w tym momencie tracitby na wiarygodnosci. Ewentualne uzyskanie
komorek z defektami w genach kodujacych sekretazy mozliwe by bylo w przypadku wykorzystania
techniki CRISP/Cas9. Modele tego typu sa na razie bardzo rzadko wykorzystywane w badaniach nad
AD i w dalszym ciagu stanowily by one model do badan tylko czesci przypadkow tej choroby.

Komorki HEK-293 transfekowane plazmidem kodujagcym APP inkubowatam w obecno$ci
genisteiny oraz genisteiny i chlorochiny przez okres 24 h. Wyniki wykazaly znaczne obnizenie
poziomu APP oraz BA pod wptywem genisteiny w poréwnaniu do komorek kontrolnych, natomiast
zahamowanie funkcji lizosomoéw przez chloroching skutkowalo zwigkszonym poziomem tych biatek
co sugeruje, ze w modelu AD, podobnie jak w przypadku HD to wilasnie autofagia jest mechanizmem
odpowiedzialnym za degradacje¢ tych toksycznych biatek pod wplywem genisteiny. Wyniki cze$ci
mojej pracy doktorskiej dotyczacej badan na szczurzym modelu AD opisane zostaty w artykule
opublikowanym w Neuropharmacology [24].



Podsumowujac, wyniki powstate podczas realizacji mojej rozprawy doktorskiej wskazaly na

duzy potencjat genisteiny w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych, ze wzgledu na jej skuteczno$¢ w
degradacji patogennych bialek begdacych przyczynami tych choréob w wyniku indukcji procesu
autofagii. Biorgc pod uwage dostepne dane literaturowe na temat genisteiny, a konkretnie
bezpieczenstwo jej stosowania w wysokich dawkach i przekraczanie przez nig bariery krew-mozg,

mozna $miato stwierdzi¢, ze genisteina spetnia wszystkie wymogi stawiane terapeutykom tej grupy
schorzen neurologicznych.
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