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1. Cele projektu badawczego / Hipoteza badawcza

Gromadzenie si¢ ttuszczu w watrobie (stluszczenie watroby) dotyczy coraz wigkszej liczby osob na catym
$wiecie. Liczne badania wykazaly, ze izoflawony pochodzace np. z soi chronig przed tym zaburzeniem, jednak
mechanizmy tego dziatania nie zostalty w pelni opisane. Stluszczenie watroby moze by¢ spowodowane
réznymi czynnikami. W$rodd nich mozna wymieni¢ np. zaburzenia metabolizmu grup jednoweglowych, na
ktéry to sktadaja si¢ wzajemnie powigzane ze sobg szlaki przemian metioniny, folianow i choliny. Niedobor
choliny, a konkretnie fosfatydylocholiny, uposledza eksport lipidow z watroby. Cholina jest sktadnikiem
odzywczym, ktory moze by¢ dostarczany wraz z pozywieniem (gléwnie pochodzenia zwierzgcego), ale moze
by¢ takze syntetyzowana w watrobie przez enzym zwany metylotransferaza fosfatydyloetanoloaminy (PEMT).
Tempo syntezy fosfatydylocholiny zalezy od poziomu ekspresji genu PEMT, ktory natomiast zalezny jest od
stezenia estrogenow. [zoflawony sojowe, do ktorych naleza przede wszystkim genisteina i daidzeina, wykazuja
strukturalne podobienstwo do estrogendw syntetyzowanych w organizmie cztowieka i z tego powodu moga
wykazywac podobne dziatanie. Postawili§my wigc hipotezg, ze izoflawony sojowe moga stymulowac eksport
lipidow z watroby, poniewaz moga regulowac ekspresje genu PEMT lub wplywa¢ na aktywno$¢ innych
genow, a mianowicie AR, FAS, PPARG i SREBPI1C, ktore to reguluja syntez¢ i metabolizm lipidow w
organizmie. Gtéwnym celem badania jest przetestowanie wptywu izoflawonéw sojowych na akumulacje
lipidow w watrobie. Szczegotowe cele badania obejmuja:

1. Oceng, czy genisteina, daidzeina lub ekstrakt izoflawonéw sojowych moze aktywowaé transkrypcje genu
PEMT lub innych genéw zaangazowanych w proces akumulacji thuszczu (AR, FAS, PPARG i SREBP1C)
w pierwotnych hepatocytach szczura.

2. Zbadanie, czy dodatek genisteiny, daidzeiny lub ekstraktu izoflawonow sojowych do standardowej diety
szczurOw moze wplywac na synteze choliny w watrobie poprzez aktywacje genu PEMT.

3. Okreslenie, czy dodatek genisteiny, daidzeiny lub ekstraktu izoflawondéw sojowych do standardowej diety
szczurOw moze wplynaé na gromadzenie si¢ lipidow w watrobie poprzez aktywacj¢ genu PEMT, ale takze AR,
FAS, PPARG i SREBP1C.

2. Metodologia projektu badawczego

W celu przeanalizowania mechanizméw dziatania izoflawonow sojowych, zaplanowano przeprowadzenie
eksperymentu in vitro z uzyciem pierwotnych hepatocytow szczura (Sprague-Dawley, samiec). Do hodowli
komdrkowych dodane zostang genisteina, daidzeina oraz ekstrakt izoflawonow sojowych. Ekspresja genow
PEMT, AR, FAS, PPARG i SREBPIC, jak réwniez stezenia fosfatydylocholiny beda mierzone przed i po
dodaniu fitoestrogenéw. Aby pozna¢ dziatanie izoflawondéw w organizmie, przeprowadzone zostanie
doswiadczenie na modelu zwierzgcym. Osiemdziesigt 8-tygodniowych samcow szczurow Wistar bedzie
karmionych dietg z niedoborem choliny lub dieta kontrolng przez 4 okres tygodni. Nastepnie kazda grupa
zostanie podzielona na 4 podgrupy: 1) kontynuujaca spozycie tej samej diety, 2) karmiona dietg z dodatkiem
genisteiny, 3) karmiona dieta z dodatkiem daidzeiny, 4) karmiona dietg z dodatkiem ekstraktu izoflawonow
sojowych. Ten etap doswiadczenia potrwa 8 tygodni. Ponizsze analizy pozwolg nam okresli¢, w jaki sposob
izoflawony wplywajg na syntez¢ endogennej fosfatydylocholiny oraz na gromadzenie si¢ lipidow
W watrobie:

* pomiary poziomow transkrypcji gendéw PEMT, AR, FAS, PPARG i SREBP1C,

* w celu okre$lenia statusu metabolicznego zwierzat zostang zmierzone nastgpujgce parametry

biochemiczne: glukoza na czczo, cholesterol catkowity, cholesterol HDL i LDL, triglicerydy, st¢Zenie

fosfatydylocholiny w watrobie i osoczu oraz stezenie VLDL we krwi (ELISA); zostanie rowniez

oznaczona zawarto$¢ thuszczu w probkach katu (system Soxtec),

* badanie histologiczne wycinkow watroby.

3. Oczekiwany wplyw projektu badawczego na rozwoj nauki

Poniewaz spozycie soi oraz produktéw sojowych stale rosnie, prowadzenie badan dotyczacych ich wptywu na
organizm czlowieka jest w pelni uzasadnione. Poprzednie badania wykazaty, ze spozycie soi moze chroni¢
przed stluszczeniem watroby, jednak mechanizmy tego dziatania nie zostaly dotad poznane. Koncepcje
zaproponowane w tym projekcie nie byly testowane nigdy wczes$niej. Wyniki tego badania mogg wigc
zwickszy¢ podstawowa wiedze na temat metabolizmu, w szczegdlnosci na temat regulacji syntezy choliny
oraz metabolizmu lipidow w watrobie. Ze wzgledu na odnotowywane zwickszenie spozycia produktow
sojowych oraz suplementéw na bazie soi, ale takze rosngcg czgstos¢ wystepowania stluszczenia watroby,
wyniki niniejszego badania moga mie¢ tez duze znaczenie praktyczne.



