Flawonoidy to ponad 8 000 zwigzkéw, podzielonych ze wzgledu na strukture chemiczng na 6 grup. Na szczegdlng uwage

zastuguja wiasciwosci przeciwutleniajgce flawonoidéw, korelowane z korzystnym wptywem na uktad sercowo — naczyniowy. W
badaniach klinicznych wykazano réwniez, iz ilos¢ flawonoidéw spozywanych wraz z pokarmem, wptywa na zmniejszenie ryzyka
$mierci z powodu choroby wiencowej serca. Sposréd licznych parametréw, wnikliwie studiowane sg przeciwnowotworowe
wiasciwosci tychze zwigzkdow.
Genisteina (5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on), spotykany w wielu roslinach izoflawon z grupy
flawonoidow, znalazta szczeg6lne zastosowanie w terapii mukopolisacharydoz (MPS). Mukopolisacharydozy stanowiag grupe
rzadkich, wrodzonych choréb metabolicznych nalezacych do lizosomalnych chordb spichrzeniowych (LChS, ang. Lysosomal
Storage Disorders, LSDs). Lizosomalne choroby spichrzeniowe, to grupa schorzen, u podstawy ktérych lezy dysfunkcja jednego z
enzymoéw lizosomalnych, wynikiem czego jest gromadzenie niezdegradowanych substancji. Przyczyna wystepowania LChS, a
wsréd nich mukopolisacharydoz, jest obecnos¢ mutacji w specyficznym genie, czego nastepstwem jest znaczny niedobér lub brak
aktywnego enzymu, badzZ funkcjonalnego biatka. Wynikiem tego jest gromadzenie sie w lizosomach ztogdw substratow, ktore w
normalnych warunkach ulegajg rozktadowi. Wspélnymi objawami dla wielu choréb spichrzeniowych sg nieprawidtowosci w
funkcjonowaniu serca, uktadu oddechowego, kosci, stawdw oraz w niektorych przypadkach centralnego uktadu nerwowego.
Mukopolisacharydozy charakteryzuja sie wysoka heterogennoscia obrazu klinicznego, przy postepujagcej akumulacji
glikozoaminoglikanéw (GAG), okreslanych niegdys$ jako mukopolisacharydy. Na podstawie szeregu badan, zaobserwowano, iz
genisteina hamuje biosynteze GAG i wplywa na zmniejszenie ich spichrzania w lizosomach fibroblastéw pochodzacych od
pacjentéw cierpigcych na MPS I, MPS I, MPS IlIA oraz MPS 1IIB. Istotng cecha genisteiny jest to, ze jako substancja
niskoczasteczkowa, ma zdolnos$¢ przenikania, bariery krew — moézg. Implikuje to teoretyczng zdolno$¢ do tagodzenia objawéw
MPS ze strony osrodkowego uktadu nerwowego.

Celem niniejszego projektu jest przeprowadzenie transkryptomicznego profilowanie genomu z zastosowaniem mikromacierzy
DNA. Umozliwi to ocene wptywu substancji biologicznie czynnych, w tym wypadku wybranych zwigzkéw z grupy flawonoidéw
— genisteiny i kemferolu oraz ich mieszaniny, na ekspresje genéw fibroblastow pochodzacych od myszy dotknietej MPS |.
Mikromacierze stanowig jedno z najnowoczesniejszych narzedzi biologii molekularnej, pozwalajace na uzyskanie informacji o
profilu ekspresji wszystkich poznanych dotad genéw. Dzieki poznaniu profilu ekspresji genéw, w obecnosci réznych stezen
badanych zwigzkéw, mozliwa bedzie ocena ich wptywu na metabolizm badanej linii komorkowej in vitro a w szczeg6Inosci na
przemiany glikozoaminoglikanéw oraz gospodarke lizosomalng. Pozwoli to pozna¢ i stworzy¢ sieci zaleznosci pomiedzy
analizowanymi genami oraz wysnu¢ hipotezy o roli tychze powigzan dla metabolizmu komdérki.

Przeprowadzona, w ramach wcze$niejszych badan, analiza danych uzyskanych dzieki zastosowaniu mikromacierzy DNA,
ujawnita wptyw genisteiny na obnizenie poziomu ekspresji genéw kodujacych enzymy szlaku biosyntezy GAG. Co ciekawe,
zaobserwowano réwniez wptyw izoflawonu na podwyzszenie poziomu ekspresji genéw kodujacych biatka lizosomalne, w tym
enzymy degradacji GAG. Wynika z tego, iz rola genisteina nie ogranicza sie jedynie do modulowanie biosyntezy, ale réwniez
degradacji glikozoaminoglikanéw. Kontynuacje badan stanowita analiza mikromacierzowa wptywu kolejnych flawonoidéw —
kemferolu i daidzeiny oraz odpowiednio ich mieszanin z genisteing, na profil ekspresji gendw ludzkich fibroblastow. Analiza
porownawcza profilu ekspresji gendw kodujacych wybrane biatka lizosomalne, w tym hydrolazy, wykazata znaczace
podobienstwo pomiedzy wptywem na ekspresje genisteiny (izoflawonoidu) i kemferolu (flawonolu). Bardzo obiecujace wydaja
sie wyniki wskazujace na znaczace podwyzszenie ekspresji gendw zaangazowanych w metabolizm lizosomu po zastosowaniu
mieszaniny kemferolu i genisteiny. Poznanie globalnego profilu ekspresji gendw ludzkich fibroblastow pod wptywem dziatania
wybranych flawonoidéw umozliwito przygotowanie map oddziatywan i zaleznosci pod wptywem dziatania zwigzkéw. Widoczna
zmiana aktywnosci gendéw komodrek eksponowanych na flawonoidy, w wielu przypadkach daje nadzieje na mozliwos¢
terapeutycznego zastosowania tych substancji w terapii szeregu schorzen. Ze wzgledu na szacunkowy charakter danych
uzyskanych dzieki analizie mikromacierzowej, poziom ekspresji wybranych genéw zweryfikowano z zastosowaniem ilosciowego
PCR w czasie rzeczywistym (gRT-PCR) — najdokfadniejszej metody oceny poziomu ekspresji genéw. Podwyzszenie pod
wptywem dziatania flawonoidéw ekspresji gendw defektywnych w przypadku poszczeg6lnych chordb lizosomalnych, zwigzane
jest modulacja przez genisteine poziomu ekspresji czynnika biogenezy lizosoméw - czynnika transkrypcyjnego EB, TFEB (ang.
EB transcription factor) oraz zwiekszenie wydajnosci translokacji wspomnianego czynnika z cytoplazmy do jadra. Skutkuje to w
konsekwencji podniesienie ekspresji wielu genéw kodujacych biatka lizosomalne, w tym hydrolazy. Wptyw genisteiny i innych
flawonoidéw na zwiekszenie udziatu proceséw degradacji w funkcjonowaniu lizosoméw moze mie¢ szczegdlne znaczenie u
pacjentéw obarczonych mutacjg skutkujacg obnizeniem ilosci dostepnego w komorce enzymu.

Wyjasnienie mechanizmu oddziatywania flawonoiddw w modelu in vitro ma niezwykle znaczenie ze wzgledu na szerokie
spektrum zastosowania tych zwiazkow. Istotne jest zaréwno poznanie potencjalnego dziatania korzystnego, jak i ewentualnego
toksycznego na metabolizm komdrki. Przygotowanie map gendéw o ekspresji modulowanej pod dziataniem flawonoidéw pozwala
poréwnac i okresli¢ najbardziej korzystne mieszaniny i stezenia testowanych substancji. Stanowi¢ to bedzie uzupetnienie panelu
badar oraz podstawe do wyjasnienia réznic w dziataniu flawonoidéw obserwowanych w przypadku hodowli ludzkich komorek in
vitro, zwierzecych modeli MPS oraz terapii eksperymentalnych z udziatem pacjentéw dotknietych ta choroba.



