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Choroby neurodegeneracyjne stanowig heterogenng grupe schorzen charakteryzujaca sie
postepujacym uszkodzeniem i utrata neuronéw w roéznych obszarach osrodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego. Towarzyszg im zmiany histologiczne i hematologiczne,
przektadajgce sie na kliniczne objawy patologiczne. Mechanizm neurodegeneracji
obejmuje utrate neuronéw oraz wspotwystepujace zaburzenia wynikajace z defektéw na
poziomie molekularnym, takich jak patologiczna agregacja biatek, dysfunkcja synaps
i sieci neuronalnych, zaburzona proteostaza, nieprawidtowosci cytoszkieletu, zmieniona
homeostaza energetyczna, uszkodzenia DNA i RNA, stan zapalny oraz $mier¢ komorek
nerwowych.

Flawonoidy stanowig duza podgrupe polifenoli, obejmujagca ponad 6000 zwigzkéw
wystepujacych w produktach pochodzenia naturalnego. Ze wzgledu na liczne wtasciwosci,
takie jak dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne oraz zdolno$¢ do przenikania przez
bariere krew-moézg, s one coraz czesciej brane pod uwage w poszukiwaniu terapii dla
wielu choréb. Przyktadowe mechanizmy choréb neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera (AD), choroba Parkinsona (PD), stwardnienie zanikowe boczne (ALS)
oraz choroba Huntingtona (HD), a takze gtéwne grupy flawonoidéw, ich wtasciwosci
i najczesciej opisywane mechanizmy dziatania neuroprotekcyjnego, zostaly omoéwione
w nastepujacym artykule przegladowym, wchodzacym w sktad tej rozprawy doktorskiej:
Szulc, A., Wisniewska, K., Zabinska, M., Gaffke, L., Szota, M., Olendzka, Z., Wegrzyn, G., &
Pierzynowska, K. (2024). Effectiveness of flavonoid-rich diet in alleviating symptoms of
neurodegenerative diseases. Foods, 13, 1931.

W niniejszej rozprawie doktorskiej potozono nacisk na HD, jedng z najczestszych chorob
neurodegeneracyjnych zwigzanych z agregacja biatek. Nalezy ona do grupy
monogenowych choréb poliglutaminowych (PolyQ), czyli dziedzicznych zaburzen
neurologicznych spowodowanych zwiekszong liczbg powtérzen trinukleotydéw CAG
(cytozyna, adenina, guanina). W HD zwiekszona liczba powtérzen CAG wystepuje w genie
HTT, kodujagcym biatko huntingtyne (HTT). Patogenny wariant HTT prowadzi
do powstania nieprawidlowo sfatdowanego biatka z wydtuzonym odcinkiem reszt
glutaminowych, tworzgcego toksyczne, trudne do usuniecia agregaty. Agregaty te, wraz
z nieprawidtowymi strukturami drugorzedowymi zmutowanego mRNA HTT, wptywaja
na proces splicingu poprzez sekwestrowanie sktadnikdéw spliceosomu. Te dwa elementy
sg uznawane za kluczowe defekty inicjujace kaskade zaburzen funkcjonowania komorki,
prowadzaca do rozwoju objawoéw patogennych u pacjentéw. Liczba powtérzen CAG nizsza
niz 27 uznawana jest za prawidtowa. Zakres 27-35 powtdrzen wigze sie z ryzykiem
pojawienia sie objawéw choroby w kolejnych pokoleniach, natomiast ponad 36
powtdrzen prowadzi do manifestacji choroby. Pomimo obecnosci zwiekszonej liczby
powtdrzen CAG juz na etapie zygoty, pierwsze objawy choroby obserwuje sie w trzeciej
lub czwartej dekadzie Zycia. Najnowsze doniesienia sugeruja, Ze za patogenno$¢ oraz



op6zniony poczatek choroby moze odpowiada¢ somatyczna ekspansja powtérzen CAG
do ponad 150 kopii w trakcie zycia chorego. Niemniej jednak nadal nie jest jasne, dlaczego
taka ekspansja wystepuje wytacznie w komédrkach posiadajacych allele HTT, w ktérych
pierwotna liczba powtdrzen CAG przekracza 36. Poniewaz HD jest obecnie choroba
nieuleczalng, oczywistym jest poszukiwanie strategii terapeutycznych umozliwiajacych
skuteczne leczenie tej choroby. Opracowanie nowych lekdw wymaga jednak dogtebnego
zrozumienia molekularnych mechanizméw choroby bedacej celem terapii.

W moich badaniach zastosowatam komérkowe modele choroby Huntingtona (HD) oparte
na linii HEK293. Linie te zostaty wczes$niej skonstruowane z zastosowaniem mutagenezy
CRISPR-Cas9 i obejmowaty linie kontrolng zawierajacg 16/17 powtérzen CAG w eksonie
1 genu HTT (HEK) oraz linie HD zawierajgce 41, 53 lub 84 powtoérzenia CAG (odpowiednio
HEK 41, HEK 53 i HEK 84). W badaniach wykorzystywano réwniez mysi, genetycznie
modyfikowany model HD R6/1 (116 powtdrzen CAG) oraz myszy kontrolne C57BL/6].

W pracy Szulc, A., Walter, B., Gaffke, L., Wisniewska, K., Zabinska, M., Rintz, E., Cyske, Z.,
Grabski, M., Pankiv, O., Podlacha, M., Pierzynowska, K., & Wegrzyn, G. (2026). Extensive
transcriptomic changes in cellular and animal models of Huntington'’s disease depending
on the length of CAG repeats in the exon 1 of the HTT gene. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 816, 153711 z zastosowaniem AlphaFold 3 przewidziane
zostaty struktury biatkowe ludzkich wariantéw HTT z 16, 41, 53 i 84 powtoérzeniami CAG.
Ujawnity sie istotne zmiany w formach patogennych w poréwnaniu z formg prawidtowa.
W dalszej czesSci pracy analizowane byly globalne zmiany w ekspresji genéw
w komorkowym i zwierzecym modelu HD wzgledem kontroli oraz w obrebie modelu
komérkowego, w liniach zawierajacych rézng liczbe powtoérzen CAG (41, 53, 84).

Zaobserwowatam, Ze patologiczne wydtuzenie ciggu glutamin moze prowadzic¢
do przewidywanej reorientacji N-koncowego regionu polyQ. Wyniki te sugerujg,
ze patomechanizm HD moze wykracza¢ poza tradycyjny poglad o agregacji biatek
indukowanej przez polyQ, wskazujac na mozliwo$¢ zmian konformacyjnych wynikajacych
z konkretnej ditugosci polyQ, wptywajacych na przebieg choroby, co jest zgodne
z niedawnymi propozycjami dotyczacymi somatycznej ekspansji powtdérzen CAG i jej
dalszych konsekwencji. Przedstawione modele AlphaFold 3, ktore opisuja monomeryczng
HTT, nalezy interpretowac jednak jako hipotezy dotyczace stanu ,apo”, ktéry do tej pory
nie zostat bezposrednio stwierdzony w badaniach strukturalnych.

Analizy transkryptomiczne wykazaly obecnos$¢ tysiecy gendw o zaburzonej ekspres;ji
w komorkach HEK41 (2892 geny), HEK53 (4193 geny) oraz HEK84 (6091 gendw)
w poréwnaniu z linig kontrolng HEK. Ponadto w komoérkach mézgowych myszy R6/1
zidentyfikowatam 4185 genow o zaburzonej ekspresji w poréwnaniu z komoérkami myszy
typu dzikiego. Zar6wno w komoérkowym, jak i zwierzecym modelu choroby zmiany
te dotyczyly funkcji mitochondriéw, apoptozy, autofagii, odpowiedzi zapalnej, replikacji
i naprawy DNA, ale takze odpowiedzi na uszkodzenia DNA i stres. Ponadto zaburzenia
dotyczyty ekspresji genéw zaangazowanych w transport biatek i neurotransmiteréw
na roznych etapach funkcjonowania komdrek. OczywiScie zmiany transkryptomiczne



sg konsekwencjg obecnosci patogennych form HTT, a nie pierwotng przyczyna choroby,
jednak podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w potaczeniu z zaburzeniami
ekspresji dziesigtek genéw odpowiedzialnych za odpowiedZ na stres, odpowiedZ
na uszkodzenia DNA i zaburzenia odpowiadajace specyficznym procesom moga sprzyjac
somatycznej ekspansji tréjek CAG w komérkach zawierajacych patogenne allele HTT.

Sposréd wspomnianych proceséw, w obrebie ktérych obserwowatam najliczniejsze
zaburzenia globalnej regulacji ekspresji genéw, kluczowa w kontekscie degradacji
toksycznych form mHTT jest autofagia. Proces ten jest Scisle regulowany w komdrce a jego
podstawowa funkcjg jest utrzymywanie homeostazy. Odpowiada on za usuwanie
uszkodzonych organelli, dtugo zyjacych biatek, agregatow biatkowych, kompleksow
makroczasteczkowych oraz innych nieprawidtowych struktur wewnatrzkomoérkowych.
Makroautofagia rozpoczyna sie od utworzenia fagoforu czyli btony, ktéra stopniowo
wydtuza sie i otacza elementy przeznaczone do degradacji. Tak powstaty autofagosom
dojrzewa i iaczy sie z lizosomem tworzac autofagolizosom, wewnatrz ktérego dzieki
niskiemu pH i obecnos$ci enzyméw hydrolitycznych dochodzi do degradacji jego
zawarto$ci. Powstate produkty moga ponownie zosta¢ wykorzystane przez komaérke.

Wykorzystywanie modulatoréw autofagii przynosi obiecujgce rezultaty w komoérkowych
i zwierzecych modelach HD. Jednak silne stymulatory autofagii, takie jak rapamycyna
i inne zwigzki, mimo Ze sg bardzo uzyteczne w badaniach laboratoryjnych, nie mogg by¢
stosowane w praktyce klinicznej u pacjentéw z chorobami wymagajacymi leczenia przez
cate zycie, ze wzgledu na dziatania niepozagdane wywotywane podczas diugotrwatego
podawania. Dlatego w kontekscie mojej pracy szczegdlnie obiecujgce byto wykorzystanie
genisteiny (4',5,7-trihydroksyizoflawonu lub 5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-
benzopiran-4-onu). Zwigzek ten moze do pewnego stopnia stymulowac¢ autofagie przy
jednoczesnym korzystnym profilu bezpieczenstwa.

Przy zastosowaniu specyficznych przeciwciat anty-HTT, we wszystkich trzech badanych
liniach komorkowych zaobserwowatam zwiekszong intensywno$¢ fluorescencji
pochodzacej od HTT w poréwnaniu z linig kontrolng. Po zastosowaniu genisteiny
intensywnos$¢ fluorescencji ulegta istotnemu obnizeniu, co moze wskazywaé
na zmniejszenie iloSci zmutowanej huntingtyny (mHTT). Redukcja liczby agregatow moze
zachodzi¢ za posrednictwem modulacji autofagii.

W modelach HD stwierdzitam zaburzenia ekspresji licznych genéw zwigzanych
z autofagiag, obejmujace zaréwno ich indukcje, jak i represje wzgledem komorek
kontrolnych. Liczba gendw o zmienionej ekspresji zwiekszala sie wraz ze wzrostem liczby
powtoérzen CAG w genie HTT. Szczegdlnie czesto podwyzszong ekspresje wykazywaty
geny kodujace negatywne regulatory autofagii, natomiast geny niezbedne do jej
prawidtowego przebiegu charakteryzowaty sie zréznicowanym profilem ekspresji.
W obecnosci genisteiny nasility sie obserwowane zmiany, przy czym dominowata
indukcja gendéw zaangazowanych w pozytywna regulacje autofagii. Podobne zaleznosci
obserwowatam réwniez dla genéw zwigzanych z poszczeg6lnymi typami autofagii.



W celu okre$lenia interakcji pomiedzy biatkami bedacymi produktami genéw
o zmienionej ekspresji wykonatam modelowanie sieci interakcji biatkowych w oparciu
o baze STRING. Okreslitam biatka kodowane przez geny, ktérych ekspresja ulegta zmianie,
a wsrod nich te, ktorych ekspresja powrdcita do poziomu kontrolnego po zastosowaniu
genisteiny. Pozwolito to wytypowaé¢ potencjalne punkty dziatania terapeutyku.
W kolejnym etapie, metodg Western blot okreslitam poziomy biatek zaangaZzowanych
w inicjacje autofagii zalezng od ULK1 oraz w elongacje autofagosomu zwigzang z Atg12
i LC3-I/11. Wykazatam, Ze zaburzenie autofagii w HD zachodzi gtéwnie na etapie inicjacji
tego procesu i obejmuje obnizenie pozioméw pULK1(Ser555) oraz Atgl3. Genisteina
moze natomiast przywraca¢ prawidlowy przebieg autofagii poprzez mechanizmy
obejmujace zwiekszenie wydajnoSci fosforylacji ULK1(Ser555) oraz podwyzszenie
poziomu Atg13, jednak nie ograniczajgc sie wytacznie do nich. Jednoczesne zwiekszenie
pozioméw pULK1(Ser757) i biatka Rubicon, ktére sg znanymi negatywnymi regulatorami
autofagii, zapobiega nadmiernej stymulacji tego procesu przez badany izoflawon. Taka
nadmierna aktywacja autofagii bytaby problematyczna w przypadku dtugotrwatego jego
stosowania, natomiast tagodna lecz skuteczna stymulacja moze z jednej strony pozwala¢
na efektywna degradacje mHTT, a z drugiej by¢ bezpieczna dla organizmu. Bardziej
szczegOtowa analiza zaburzen proceséw autofagii oraz wptywu genisteiny przedstawiona
zostata w artykule Szulc, A, Wisniewska, K., Szota, M., Zabifiska, M., Pierzynowska, K,
Gaffke, L., & Wegrzyn, G. (2026). Autophagy disorders and their improvement by 4',5,7-
trihydroxyisoflavone in cellular models of Huntington’s disease. [Manuskrypt ztozony do
czasopisma Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease BBADIS-26-
4684].

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie badania dotyczyty molekularnych
mechanizméw HD, ze szczegélnym uwzglednieniem wptywu dtugosci ekspansji
powtorzen CAG w genie HTT na zmiany strukturalne HTT, regulacje ekspresji genow
i przebieg autofagii. Przewidywania strukturalne sugerujg, Ze wydtuzenie odcinka
poliglutaminowego moze zmienia¢ konformacje huntingtyny. Analizy transkryptomiczne
wykazaty liczne zaburzenia ekspresji gendéw, nasilajace sie wraz ze wzrostem liczby
powtorzen CAG i obejmujgce m.in. funkcje mitochondriéw, odpowiedZ na stres
i uszkodzenia DNA oraz autofagie - proces kluczowy dla prawidtowego usuwania mHTT.
Szczegotowe badania wskazaty na zaburzenie inicjacji autofagii w modelach HD, zwigzane
z obnizeniem pozioméw pULK1(Ser555) i Atgl3. Genisteina zwiekszata poziomy tych
biatek oraz zmniejszata intensywno$¢ fluorescencji sygnatu HTT w badaniach
immunocytochemicznych, co moze wskazywa¢ na redukcje iloSci zmutowanej
huntingtyny. Wyniki te sugeruja, Ze genisteina moze modulowa¢ autofagie na etapie
inicjacji tego procesu, a przez to stanowi¢ potencjalny kierunek dalszych badan nad
terapig HD.



