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STRESZCZENIE

Streszczenie

Starzenie si¢ jest powszechnym procesem znaczaco wptywajacym na jako$¢ zycia
organizmow, prowadzac do stopniowej utraty sprawnosci i zwigkszenia ryzyka rozwoju
chorob zwigzanych z wiekiem. Stale rosngca populacja 0osoéb w podesztym wieku, stanowi
wiec jedno z wiekszych wyzwan wspolczesnego spoteczenstwa, co podkreslita
Organizacja Narodow Zjednoczonych oglaszajac lata 2020-2030 Dekada Zdrowego

Starzenia.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie wtasciwosci
przeciwstarzeniowych 4-N-furfurylocytozyny (FC), nowego zwigzku bedacego
pochodng cytozyny z podstawionym furfuralem w pozycji N4. W tym celu zastosowano
trzy uznane modele w badaniach nad starzeniem — prawidtowe ludzkie fibroblasty,
jednokomoérkowy organizm prosty, jakim sg drozdze Saccharomyces cerevisiae oraz

organizm ztozony, czyli myszy Mus musculus.

Na postawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze FC nie w jest zwigzkiem
toksycznym 1 nie eliminuje komorek starzejacych sig, jednak mityguje cechy starzenia
komoérkowego, poprzez obnizenie poziomu uszkodzen DNA 1 poziomu
wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu, poprawe jakosci mitochondriow
i aktywacje proteasomu. Pozwolito to sklasyfikowa¢ FC jako zwigzek o dziataniu
senomorficznym.  Wlasciwosci  przeciwstarzeniowe potwierdzono w  modelu
drozdzowym, w przypadku ktorego zaobserwowano wydluzenie chronologicznej
dtugosci zycia drozdzy hodowanych w obecnos$ci FC, co zwigzane byto z zahamowaniem
aktywnosci szlaku sygnatowego TORC1-Sch9 1 modulacja metabolizmu komoérkowego.
Myszy suplementowane FC wykazywaly wyzszg sprawno$¢ lokomotoryczng oraz nizszy
poziom markerow stresu oksydacyjnego w tkankach, a ponadto odznaczatly si¢ nizszym
poziomem tkanki thuszczowej, a wyzszym masy mi¢§niowej, niz myszy kontrolne. Na tej
podstawie stwierdzono, ze FC poprawia og6lny stan zdrowia starych myszy,

W szczegdlny sposob wplywajac na zahamowanie postgpu sarkopenii.

Podsumowujac, przedstawione badania stanowig pierwszy, szeroki opis
aktywnos$ci biologicznej 4-N-furfurylocytozyny, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej

przeciwstarzeniowych wlasciwosci, ukazujacy potencjat aplikacyjny tego zwigzku.
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ABSTRACT

Abstract

The aging process is a widespread phenomenon that significantly impacts the
quality of life in organisms, leading to a gradual decline in functionality and an increased
susceptibility to age-related diseases. The continuously growing population of elderly
individuals presents one of the most pressing challenges of modern society,
as emphasized by the United Nations' designation of 2020-2030 as the Decade of Healthy
Aging.

This doctoral dissertation aimed to characterize the anti-aging properties of
a novel compound, 4-N-furfurylcytosine (FC), which is a cytosine derivative modified
with furfural at the N4 position. For this purpose, three well-established models in aging
research were used: normal human fibroblasts, the unicellular organism Saccharomyces

cerevisiae (yeast), and the complex organism Mus musculus (mice).

Based on the obtained results, it was found that FC is not a toxic compound and
does not eliminate senescent cells. However, it mitigates senescence phenotype
by reducing levels of the DNA damage and intracellular reactive oxygen species,
enhancing mitochondrial quality, and activating the proteasome. Consequently, FC was
classified as a senomorphic compound. The anti-aging efficacy was corroborated in the
yeast model, where an extension of the chronological lifespan of yeast grown in the
presence of FC was observed. This extension was linked to the inhibition of the TORC1-
Sch9 signalling pathway and modulation of cellular metabolism. Mice supplemented with
FC exhibited heightened locomotor activity and lower levels of oxidative stress markers
in tissues, as well as reduced adipose tissue and increased muscle mass compared to
control mice. These results led to the conclusion that FC significantly enhances the overall
health of aged mice, notably by impeding the progression of sarcopenia.

In summary, the presented studies constitute the first comprehensive description
of the biological activity of 4-N-furfurylcytosine, with a particular focus on its anti-aging
properties, demonstrating the potential application of this compound.
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WYKAZ SKROTOW

Wykaz skrotow
A¥Ym potencjat blony mitochondrialnej
5-mdC 5-metylodeoksycytozyna
8-oxodG 8-0kso-2’-deoksyguanozyna
2D dwuwymiarowa hodowla komoérkowa in vitro
AGE produkty zaawansowanej glikacji
(ang. Advanced Glycation End-products)
CLS chronologiczna dtugos¢ zycia
(ang. Chronological Lifespan)
CR restrykcja kaloryczna
(ang. calorie restriction)
DDR szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA
(ang. DNA-damage response pathway)
DNA kwas deoksyrybonukleinowy
DNPH 2,4-dinitrofenylohydrazyna
FBS ptodowa surowica bydlegca
(ang. Fetal Bovine Serum)
FC 4-N-furfurylocytozyna
FCCP fenylohydrazon trojfluorometoksykarbonylo-cyjanku
FRTA wolnorodnikowa teoria starzenia
(ang. Free Radical Theory of Aging)
IGF1 insulinopodobny czynnik wzrostu 1
(ang. Insulin-like Growth Factor 1)
MFRTA mitochondrialna wolnorodnikowa teoria starzenia
(ang. Mitochondrial Free Radical Theory of Aging)
MtDNA mitochondrialny DNA
mTOR kinaza mTOR, tj. ssaczy cel rapamycyny
(ang. mammalian target of rapamycin)
NnDNA jadrowy DNA
(ang. nuclear DNA)
NOX oksydaza NADH

(ang. NADPH oxidase)
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PCO

PD

PBMC

RFT

RLS

rpm

ROX

SA--Gal

SASP

SCFA

SISP

SD

SO
TBARS

TBT
TORC1

WHO

X-gal

WYKAZ SKROTOW

gestos¢ optyczna
(ang. Optical Density)

Organizacja Narodow Zjednoczonych
karbonylacja biatek
ang. protein carbonyls

podwojenia populacji
(ang. population doublings)

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej
(ang. peripheral blood mononuclear cell)

reaktywne formy tlenu
replikacyjna dlugo$¢ zycia
(ang. Replicative Lifespan)

obroty na minutg
(ang. revolutions per minute)

oddychanie niemitochondrialne
(ang. residual oxygen consumption)

zwigzana ze starzeniem [-galaktozydaza
(ang. senescence-associated S-galactosidase)

fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem
(ang. senescence-associated secretory phenotype)

krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe
(ang. short-chain fatty acids)

starzenie przyspieszone
(ang. stress-induced premature senescence)

Odchylenie standardowe
(ang. standard deviation)

stres oksydacyjny

substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym
(ang. thiobarbituric acid reactive substances)

tributylocyna

kompleks 1 kinazy Tor, tj. celu rapamycyny
(ang. target of rapamycin complex 1)

Swiatowa Organizacja Zdrowia
(ang. World Health Organization)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopiranozyd
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WPROWADZENIE

1.  Wprowadzenie

Starzenie jest uniwersalnym procesem dotyczacym kazdego zywego organizmu
| zwigzanym ze stopniowa utratg sprawnosci i zdrowia, co obniza ogdlng jakos¢ zycia,
zwieksza ryzyko wystgpienia chorob zwigzanych z wiekiem, a w ostatecznos$ci prowadzi
do $mierci organizmu. Rozw6j medycyny w ostatnich dziesigcioleciach doprowadzit do
znacznego wydhluzenia $redniej dlugosci zycia cztowieka (ang. lifespan), jednak okres,
w ktorym organizm pozostaje w dobrym zdrowiu (ang. healthspan), nie ulegt
proporcjonalnej poprawie [1]. W rezultacie, w stale rosnacej Swiatowej populacji, coraz
wiekszy odsetek stanowig osoby w starszym wieku, wymagajace opieki zdrowotne;.
Wedlug szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO), do 2050 roku liczba ludzi powyzej 60. roku zycia podwoi si¢, stanowiagc ponad
20% ludzkosci [1, 2]. Starzejace sie spoteczenstwa panstw o wysokim przychodzie beda
si¢ wiec mierzy¢ ze wzrostem liczby osob dotknietych chorobami zwigzanymi z wiekiem,
takimi jak choroby sercowo-naczyniowe, nowotwory, cukrzyca, czy przewlekte choroby
uktadu oddechowego [3]. Dostrzegajac wage narastajgcego problemu, Organizacja
Narodéw Zjednoczonych (ONZ) w 2020 roku oglosita lata 2020-2030 Dekadg Zdrowego
Starzenia (Rezolucja ONZ nr 75/131), podkreslajac konieczno$¢ globalnych dziatan na

rzecz poprawy jakosci zycia 0sob starszych.

oczekiwaﬁa diugosc¢ zycia: 78,27

50 60 70 80

Rysunek 1. Catkowita diugosé iycia a diugosé zycia w zdrowiu. Oczekiwana catkowita diugosé zZycia
cztowieka wynosi 78,27 lat (niebieski stupek), a diugosc zycia w zdrowiu 68,7 lat (zielony stupek). Blisko
10 ostatnich lat swojego zZycia, przecietny cztowiek spedza wiec w zlym zdrowiu (czerwono-bialy stupek).
Sporzgdzono na podstawie najnowszych danych WHO (2019) dla spoleczenstwa polskiego
z wykorzystaniem oprogramowania BioRender.com
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1.1.Proces starzenia

Starzenie jest naturalnym i nieuniknionym procesem, w wyniku ktorego organizm
stopniowo traci swoje rezerwy zyciowe, co objawia si¢ poprzez obnizenie zdolnosSci
fizycznych, funkcji narzgdéw i ogodlnego stanu zdrowia. Starzenie odznacza sie¢
charakterystycznymi cechami (rozdziat 1.1.1.), do ktorych nalezy starzenie
komorkowe (ang.  senescence). Na poziomie komorkowym zwigzane jest
Z permanentnym stresem prowadzacym do wyczerpania mozliwosci podzialowych
i regeneracyjnych. Mimo zahamowania cyklu, komorka pozostaje zywa, jednak dochodzi
do  znacznego  spowolnienia  metabolizmu 1 gromadzenia  uszkodzen
wewnatrzkomorkowych. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje starzenia komorkowego -—
replikacyjne (rozdziat 1.1.2.1.) oraz przyspieszone (rozdziat 1.1.2.2.). Komorki starzejace
si¢ (ang. senescent cells) odznaczaja si¢ swoistym fenotypem i znaczaco przyczyniaja si¢

do pogorszenia funkcjonowania catego organizmu.

1.1.1. Cechy starzenia

Starzenie to zlozony proces, ktorego skutki mozna zaobserwowaé zardwno na
poziomie molekularnym, jak i calego organizmu. Lata intensywnych badan znaczaco
poglebily wiedze na temat mechanizméw starzenia, co zarazem pozwolito lepiej poznac
jego fenotyp. Problematyczne jednak stalo si¢ rozrdznienie, ktore procesy faktycznie
kierujg starzeniem, a ktére jedynie mu towarzysza. Jako pierwsi probe sklasyfikowania
czynnikOw przyczyniajacych sie do rozwoju i fenotypowej manifestacji procesu starzenia
podjeli si¢ Carlos Lopez-Otin 1 wsp. przyjmujac, ze kazdy musi spelnia¢ jednoczesnie
3 warunki: pojawiac si¢ w procesie naturalnego starzenia, przyspieszac starzenie, gdy jest
indukowany oraz opdzniaé ten proces, gdy jest hamowany w warunkach
eksperymentalnych. Tym sposobem, w 2013 roku na tamach czasopisma Cell
wymieniono 9 cech starzenia [4] 10 lat p6zniej, autorzy uzupehili zaproponowang liste
do 12 cech 1 dokonali ich podzialu na 3 kategorie: pierwotne, antagonistyczne

I integratywne (rys. 2) [5].
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Rysunek 2. Cechy starzenia. 12 cech starzenia wyréznionych i podzielonych na 3 kategorie przez
Carlosa Lopez-Otina [5]. Schemat zaadaptowano z cytowanej publikacji z wykorzystaniem
oprogramowania BioRender.com.

1.1.1.1. Cechy pierwotne

Do cech pierwotnych zaliczono te zwigzane powstawaniem i akumulacja
uszkodzen wewnatrzkomorkowych. Obejmuja one niestabilnos¢ genetyczng, skrocenie
telomerow, zmiany epigenetyczne, utrat¢ proteostrazy i deregulacj¢ autofagii.

W trakcie zycia, komoérka stale narazona jest na uszkodzenia spowodowane
zarOwno warunkami §rodowiskowymi, jak i1 bledami, do ktérych rutynowo dochodzi
w trakcie normalnych proceséw fizjologicznych [6]. Cho¢ komoérka dysponuje
mechanizmami naprawczymi rozpoznajagcymi 1 usuwajacymi pojawiajagce  si¢
uszkodzenia, okazujg si¢ one niewystarczajace w obliczu ciggltego narazenia na czynniki
zewngtrzne oraz spadku ich efektywnosci z wiekiem [7]. Prowadzi to do gromadzenia si¢
uszkodzen DNA, w tym mutacji spowodowanych m.in. btedami replikacji, peknie¢ nici,
pojawienia si¢ modyfikowanych nukleozydow (gtownie 8-0kso-2'-deoksyguanozyna,
8-0x0dG), nieprawidlowej segregacji chromosomoéw i innych zmian prowadzacych do

dezintegracji genomu [8]. Uszkodzenia DNA wplywajg roéwniez na zmiany
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epigenetyczne, prowadzac do demetylacji DNA i degradacji histondw, czego efektem jest
rozluznienie chromatyny [9]. Ponadto, globalna metylacja genomu z wiekiem spada
(hipometylacja genomu), przy jednoczesnej hipermetylacji niektérych promotoréw
[10, 11], co zaktoca regulacj¢ transktyptomu [12]. W przypadku biatek dochodzi do
blednego faldowania, niepoprawnych modyfikacji potranslacyjnych i hydrolizy
peptydow, co prowadzi do gromadzenia biatek niefunkcjonalnych lub toksycznych i ich
agregatow [13, 14]. To zaburzenic homeostazy bialkowej, nazywane utratg proteostazy,
procz oczywistego zaburzenia funkcjonowania komorki, jest jedng z gtownych cech
neurodegeneracyjnych chorob zwigzanych z wiekiem — chorob Parkinsona i Alzheimera

[15].

Jednym z mechanizmoéw obronnych komorki przed gromadzonymi uszkodzeniami
jest proces autofagii, ktory rowniez podlega deregulacji z wiekiem. Jest on kluczowym
procesem degradacji i1 recyklingu komponentéw komoérkowych, umozliwiajacym
usuwanie dysfunkcyjnych organelli, agregatow biatek, cytozolowego DNA i innych
makromolekut [16]. Liczne doniesienia wskazujg, ze inhibicja autofagii przyspiesza,
a stymulacja opoznia proces starzenia i poprawia jako$¢ zycia organizmu [17, 18].
Potwierdza to istotnos¢ efektywnego usuwania uszkodzen 1 odnawiania przez komorke,

w celu zapobiezenia starzeniu.

1.1.1.2. Cechy antagonistyczne

Cechy antagonistyczne starzenia rozwijaja si¢ w nastepstwie nasilenia czynnikow
pierwotnych. Naleza do nich deregulacja odpowiedzi na sktadniki odzywcze, dysfunkcja

mitochondridéw 1 starzenie komorkowe.
Starzenie komorkowe

Starzenie komoérkowe jest odpowiedziag komorki na gromadzace si¢ uszkodzenia
wewnetrzne. Cho¢ poczatkowo jest mechanizmem ochronny przeciwko rozwojowi
nowotworow, z czasem przyczynia si¢ do dysfunkcji tkanek. Komorka starzejgca sie
(ang. senescent cell) odznacza si¢ m.in. aresztem cyklu komoérkowego, obnizonym
metabolizmem, inhibicja apoptozy oraz zwigzanym ze starzeniem fenotypem
sekrecyjnym (ang. senescence associated secretory phenotype, SASP). Typy starzenia

komorkowego i mechanizm ich aktywacji oméwiono w rozdziale 1.1.2.
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Dysfunkcja mitochondriow

Dysfunkcja mitochondriow prowadzi do zmniejszonej produkcji energii
I zwigkszonej produkcji RFT, a stopniowe pogl¢bianie tego zjawiska obserwuje si¢ wraz
z wiekiem [19]. Do uszkodzen mitochondridéw przyczyniajg si¢ zarowno mutacje
mitochondrialnego DNA (mtDNA), powstajace gltownie w wyniku bledow
generowanych przez mitochondrialng polimeraze y [20], jak rowniez dysfunkcyjne
biatka, gromadzace si¢ z powodu utraty proteostazy [21]. W konsekwencji prowadzi to
do permeabilizacji btony mitochondrialnej i utraty potencjalu blonowego (A¥Ym),
wzmozonej produkcji RFT i uwalniania mtDNA do cytozolu, co aktywuje szlak cGAS—
STING i ekspresje prozapalnych cytokin [22]. Deregulacji ulega rowniez dynamika
mitochondriéw, kontrolowana przez procesy fizji (faczenia) i fuzji (podziatow), oraz
proces usuwania uszkodzonych mitochondriow na drodze selektywnej autofagii
(mitofagia) [23, 24]. Usuwanie dysfunkcyjnych mitochondridéw opdznia starzenie
| poprawia jako$¢ zycia, co pokazano stymulujgc mitofagi¢ w modelach badawczych [25—
27].

Deregulacja metabolizmu

Metabolizm komorki kontrolowany jest przez szlaki sygnalowe w odpowiedzi na
dostepnos¢ sktadnikow odzywczych. Centralng role w tym procesie odgrywa kinaza
mTOR (tj. ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin) wspottworzaca
kompleks mTORCI1. W przypadku wysokiej dostepnosci sktadnikow odzywczych
W postaci aminokwasow 1 glukozy, szlak mTORC1 aktywuje procesy anaboliczne, a wigc
synteze¢ nukleotydow, lipidow 1 bialek. W przypadku ich braku, szlak ten zostaje
wyciszony, co wzmaga katabolizm komorkowy, gtéwnie poprzez stymulacj¢ autofagii
[28]. Podobnie do inhibicji szlaku dochodzi w warunkach stresu [29]. Jednakze,
w komorkach starzejacych si¢, mimo blokady cyklu komdrkowego, obserwuje si¢
zwiekszong aktywno$¢ szlaku mTORC1 [30]. Mechanizm stojacy za tym zjawiskiem nie
jest jasny, jednak przypuszcza si¢, ze przyczyniaja si¢ do niego uszkodzenia
wewnatrzkomoérkowe oraz zmiany epigenetyczne prowadzace do zaburzen detekcji
sktadnikéw odzywczych [31, 32]. Potwierdzaja to obserwacje deregulacji szlakow
sygnatowych zaangazowanych w nig, takich jak szlak insulina/IGF1 (insulinopodobny
czynnik wzrostu, ang. insulin like growth factor 1) [33], czy AMPK (kinaza aktywowana

przez adenozynomonofosforan, AMP) [34]. Woyciszenie szlaku mTORC1 przez
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zastosowanie restrykcji kalorycznej (CR, ang. calorie restriction) lub jego inhibitora,
rapamycyny, wydtuza zaré6wno dtugos¢ zycia, jak i1 okres zycia w zdrowiu w modelach

eksperymentalnych [17, 35-37].

1.1.1.3. Cechy integratywne

Cechy integratywne starzenia odzwierciedlaja skumulowane konsekwencje
uszkodzen wynikajacych z cech pierwotnych 1 antagonistycznych, prowadzac do
funkcjonalnego upos$ledzenia organizmu. Zaliczono do nich wyczerpanie komorek
macierzystych, zmiany w komunikacji miedzykomorkowej, przewlekty stan zapalny oraz

dysbioze.
Wyczerpanie komorek macierzystych

Komorki macierzyste odgrywaja centralng role w procesie regeneracji tkanek, przez
zastgpowanie zuzytych lub uszkodzonych komorek. Sa one unikalne ze wzgledu na swoja
zdolno$¢ do samoodnowy oraz potencjal do réznicowania si¢ w rézne typy komoérek
somatycznych. Jednakze z uptywem czasu, ich zdolnos¢ do regeneracji 1 naprawy tkanek
maleje, gdyz podlegaja podobnym procesom starzenia, jak inne komorki organizmu [38,
39]. W sposdb szczegdlny, komorki macierzyste dotknigte sa zmianami zwigzanymi

z metabolizmem i odpowiedzig na stres oksydacyjny [40, 41].
Zmiany w komunikacji migdzykomorkowej

Zaburzenia w komunikacji migdzykomorkowej maja istotny wplyw na homeostaze
i funkcjonowanie tkanek. W procesie starzenia dochodzi do deregulacji sygnatow
sekrecyjnych, w tym wydzielania cytokin, chemokin, hormonéw oraz innych czasteczek
sygnalizacyjnych, czego efektem jest zmniejszona zdolno$¢ do adaptacji do stresow
srodowiskowych, ograniczenie regeneracji tkanek oraz zwigkszona podatnos$¢ na choroby
przewlekte. Zmianom podlega roéwniez kompozycja macierzy migdzykomorkowej,
przede wszystkim na skutek gromadzenia si¢ oksydacyjnych uszkodzen biatek
(karbonylacji) znanych jako AGE (produkty zaawansowanej glikacji, ang. advanced
glycation end-products) i nasilenia sieciowania czasteczek kolagenu, co prowadzi do
powstawania zwtoknien [42]. Najlepiej opisanym zespotem czynnikéw, majacych wpltyw
na komunikacje migdzykomdrkowa w starzeniu, jest SASP (zobacz dzial ,przewlekty

stan zapalny ). Na istotno$§¢ w procesie starzenia czynnikow cyrkulujacych we krwi,
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jednoznacznie wskazuja badania eksperymentalne polegajace na transfuzji krwi migdzy
mtodym a starym dawcg. Zarowno krew od starego dawcy, indukuje starzenie u mtodego

donora, jak 1 krew od mtodego dawcy, hamuje lub cofa skutki starzenia u starego donora

[43-46].
Przewlekly stan zapalny

Przewlekty stan zapalany, nazywany tez zapaleniem starczym (ang. inflammaging),
to stan niskiego, ale utrzymujacego si¢ zapalenia, ktore moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju
wielu choréb zwigzanych z wiekiem, takich jak choroby sercowo-naczyniowe,
sarkopenia, osteoporoza, demencja, czy depresja, a rowniez do nowotworzenia [47].
Rozwoj zapalenia starczego jest zwigzany z deregulacja systemu immunologicznego oraz
fenotypem sekrecyjnym komorek starzejacych si¢ (SASP), ktorego istota jest wydzielanie
prozapalnych cytokin, takich jak interleukiny (np. IL-1, IL-6, IL-8), czynnik martwicy
nowotworow (TNF-a), czynnikow wzrostu (np. transformujacy czynnik wzrostu beta,
TGF-B) czy proteaz [48]. SASP indukowany jest w wyniku niestabilnosci genomowej
I przewlektej aktywnosci szlakow DDR [49] i p38MAPK/NF-kB [50] lub aktywacji
inflamasomu NLRP3 na skutek wzmozonej produkcji RFT przez dysfunkcyjne
mitochondria [51] i szlaku cGAS-STING w wyniku wycieku mtDNA do cytozolu [52].
Cho¢ SASP moze mie¢ pozytywny wplyw na funkcjonowanie organizmu (rozdziat
1.1.4), w dhluzszej perspektywie posredniczy w wystapieniu przewleklego stanu
zapalnego oraz moze stymulowa¢ wzrost i przezycie komérek nowotworowych [53].
Ponadto, SASP przyspiesza réwniez starzenie pozostatych komorek (efekt widza, ang.
bystander effect), co nazywano starzeniem indukowanym starzeniem (ang. senescence-

induced senescence) [54].
Dysbioza

Dysbioza odnosi si¢ do zaburzen rownowagi mikrobiologicznej w jelitach.
Mikrobiota jelitowa, a wigc ogo6l mikroorganizméw zasiedlajacych jelita, wspomaga
organizm gospodarza biorac udziat w procesach zwigzanych z wchtanianiem sktadnikow
odzywczych, ochrong przed patogenami oraz syntezg metabolitow, takich jak np.
witaminy czy krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. short-chain fatty acids, SCFA)
[55]. Stad tez mikrobiota ma wplyw na zdrowie, a dysbioza zostala powigzana
zrozwojem wielu chorob, takich jak otylos$¢, cukrzyca typu 2, choroby sercowo-

naczyniowe, a nawet choroby neurologiczne czy nowotwory [56]. Mikrobiota ustala si¢
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na wczesnym etapie rozwoju osobniczego 1 przez wigkszo$¢ zycia pozostaje stabilna.
W starzeniu natomiast obserwuje si¢ zubozenie bioréznorodnosci i liczebno$ci
pozytecznych bakterii jelitowych, jak np. bakterie z rodzaju Lactobacillus
i Bifidobacterium, kosztem liczebnosci bakterii potencjalnie szkodliwych, a wigc proces
dysbiozy [57, 58]. Cho¢ mikrobiota i zmiany w niej zachodzace sg w duzej mierze cecha
osobniczg, zaobserwowano wspolne wzorce jej metabolitdéw pojawiajacych sie¢ w osoczu,
np. obecno$¢ 4-metylofenolu zwigzana jest z ostabieniem organizmu, a pochodnych

indolowych z dobrym zdrowiem [59, 60].

1.1.2. Typy starzenia komérkowego
1.1.2.1. Starzenie replikacyjne

Teori¢ skonczonych mozliwosci replikacyjnych komorki zwierzecej jako pierwszy
postawil August Weismann w 1881 roku [61]. 80 lat pdzniej, eksperymentalnie
potwierdzili ja Leonard Hayflick i Paul Moorhead, zauwazajac zatrzymanie podziatow
prawidlowych, zréznicowanych ssaczych komorek w hodowli in vitro (2D) [62, 63], tym
samym obalajagc akceptowang w Owczesnym czasie teze Alexisa Carrela
0 niesmiertelno$ci komorek (tzw. btad Carrela) [64, 65]. Od tego czasu, maksymalna
liczba podziatow, do ktorych zdolna jest komorka, znana jest jako limit Hayflicka (rys. 3),
a jego warto$¢ jest specyficzna dla danego typu komorek i organizmu, z ktorego
pochodzg. Po osiagnigciu limitu Hayflicka, komorki wchodzg w faze starzenia

replikacyjnego (ang. replicative senescence) [66].

komorki embrionalne
macierzyste i nowotworowe

Limit Hayflicka

prawidiowe komorki
somatyczne

liczba podziatow

czas trwania hodowli

Rysunek 3. Starzenie replikacyjne komorek ssaczych. Prawidlowe komorki somatyczne po
osiggnieciu okreslonej liczby podziatow (limit Hayflicka) rozwijajq fenotyp starzeniowy. LimitOwi
Hayflicka nie podlegajg komorki embrionalne, macierzyste i nowotworowe. Schemat zaadoptowano
7 [66].
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Wyczerpanie mozliwosci podziatowych komoérki zostalo skorelowane ze
stopniowym skracaniem telomeréw. Telomery sg tandemowymi powtdérzeniami na
koncach chromosomoéow, ktorych zadaniem jest ich stabilizacja 1 ochrona przed
dziataniem nukleaz [67]. Na przetomie lat 80. i 90. XX wieku, zaobserwowano
sukcesywne skracanie telomerow z kazdym podzialem mitotycznym komorki [68].
Zjawisko to zwigzane jest z tzw. problemem replikacji konca, polegajagcym na
niemozliwosci pelnej replikacji chromosomoéw przez polimerazg DNA [69]. W efekcie,
po odbyciu okreslonej liczby podziatow, dlugosé telomerow osigga warto$¢ krytyczng
uniemozliwiajacg dalsza ochron¢ koncow chromosomu, co stanowi sygnat do
zahamowania cyklu komérkowego [70, 71]. Areszt cyklu nastepuje w fazie G1 lub G2,
co kontrolowane jest przez szlak sygnatowy p53/p21 i pl6/pRb [72, 73]. Czynnik
transkrypcyjny p53 jest jednym z wazniejszych supresorow transformacji nowotworowe;.
W odpowiedzi na skrocenie telomerow i uszkodzenia DNA [74], aktywuje ekspresj¢
genow zwigzanych z inhibicjg proliferacji, w tym biatka p21 [75], co indukuje starzenie.
Aktywnos¢ szlaku p53/p21 nie jest jednak konieczna do utrzymania tego stanu i jego
aktywno$¢ z czasem spada [76, 77]. Permanentne zatrzymanie cyklu jest utrzymywane
przez szlak pl6/pRb, aktywowany w odpowiedzi na stres komorkowy lub indukcje
starzenia [78]. Starzeniu replikacyjnemu nie podlegaja komorki embrionalne,
macierzyste i nowotworowe, ze wzgledu na ekspresjc enzymu — telomerazy,
zapobiegajgcemu skracaniu telomerow, co daje tym komoérkom nieskonczony potencjat

replikacyjny [79].

1.1.2.2. Starzenie przyspieszone

Poza starzeniem replikacyjnym wynikajacym ze skracania telomerow, obserwuje si¢
rébwniez starzenie przyspieszone (ang. stress-induced premature senescence, SISP),
indukowane przez inne czynniki stresogenne [80]. Cho¢ komorki poddane starzeniu czy
to replikacyjnemu, czy przyspieszonemu, odznaczaja si¢ tym samym fenotypem,
poczatkowo sadzono, ze oba procesy sa odmiennymi i niezaleznymi od siebie [81].
7 czasem wykazano jednak, ze warunki stresowe przyspieszajg skracanie telomerow [82,

83], a tym samym starzenie replikacyjne. W odréznieniu jednak od starzenia
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replikacyjnego, starzenie przyspieszone jest niezalezne od dlugosci telomerow [81, 84]

1 moga mu ulega¢ komoérki nowotworowe [85, 86].

W warunkach in vivo komorka stale narazona jest na stres wywotujacy uszkodzenia
wewnetrzne. Gdy jego natezenie zaczyna przekracza¢ mozliwosci naprawcze komorki,
jednak nie przekracza wartosci krytycznej, komorka obniza swoja aktywnos$c
metaboliczng przez areszt cyklu komdrkowego i rozwinigcie fenotypu starzeniowego
[87]. Podobnie jak w przypadku starzenia replikacyjnego, dzieje si¢ to w nastepstwie
aktywacji czynnika transkrypcyjnego p53 i ekspresji biatka p21, tym razem jednak na
skutek detekcji uszkodzen DNA i aktywacji szlaku DDR (ang. DNA damage response),
oraz ekspresji biatka pl6 w odpowiedzi na stres oksydacyjny [86, 88]. Biatko pl6
aktywuje supresor nowotworowy pRb, co z kolei prowadzi do trwatej inhibicji ekspresji
gendw odpowiedzialnych za progresj¢ cyklu komoérkowego [89]. Ponadto, aktywnosé
szlaku p16/pRb stymuluje produkcje RFT, co z kolei stymuluje aktywnos$¢ kinazy PKCS
promujacej dalsza generacj¢ RFT. Podniesiony w ten sposob poziom RFT inhibuje
cytokineze, stanowigc dodatkowa blokad¢ cyklu komoérkowego [90]. Starzenie
przyspieszone moze by¢ wiec wywolane przez szerokie spektrum czynnikow
wywolujacych stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA, takich jak np. takie jak nadtlenek
wodoru (H202) [91], promieniowanie jonizujace lub ultrafioletowe (UV) [92, 93],
cytokiny [94] czy chemioterapeutyki [80, 95].

1.1.3. Fizjologiczna rola starzenia komérkowego

Starzenie kojarzone jest gownie z jego negatywnymi konsekwencjami, jakimi sg
stopniowa utrata zdrowia i obnizenie jakoS$ci Zycia. Jednak proces ten odgrywa istotng
fizjologiczna rolg w organizmie. Starzenie biologiczne jest bowiem zwigzane z rozwojem

embrionalnym [96], gojeniem ran [97] czy supresja nowotworzenia [98].

Starzenie komodrkowe, jako zjawisko zwigzane z zatrzymaniem cyklu komoérkowego,
W procesie rozwoju embrionalnego przyczynia si¢ do regulacji wzrostu i réznicowania
komorek, co ma kluczowe znaczenie w ksztaltowaniu struktur embrionalnych
| zapobieganiu niekontrolowanego podziatu komoérek. W tym przypadku starzenie
indukowane jest przez aktywacj¢ biatka p21 zalezng od transformujacego czynnika
wzrostu beta (TGF-f). Podobnie, w procesie gojenia ran, starzenie komoérkowe wspiera
ograniczenie nadmiernej proliferacji komorek i proces przebudowy tkanki poprzez SASP
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I zaangazowanie systemu immunologicznego, w celu usunigcia uszkodzen [76, 99].
Zkolei w kontek§cie nowotworzenia, starzenie komorkowe ma dwojakie oblicze.
Z jednaj strony stanowi mechanizm zapobiegawczy rozprzestrzenianiu si¢ uszkodzonych
komorek, ktore moglyby prowadzi¢ do rozwoju nowotwordow. Z drugiej strony,
akumulacja komodrek o fenotypie starzeniowym i przewlekta ekspozycja tkanki na
czynniki sktadajace si¢ na SASP, moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej
prawidlowych komoérek [100]. Zajmujac si¢ problematykg starzenia, nalezy wigc

pamigta¢ zarowno o negatywnych, jak i pozytywnych jego konsekwencjach [101].
1.1.4. Stres oksydacyjny a starzenie

W 1956 roku Denham Harman przedstawit wolnorodnikowa teori¢ starzenia
(ang. free-radical theory of aging, FRTA), zaktadajaca, ze gldwng przyczyna starzenia
jest nagromadzenie uszkodzen wewnatrzkomérkowych w wyniku dziatania wolnych
rodnikow, produkowanych w toku metabolizmu komoérkowego [102]. Kilkanascie lat
pozniej teoria ta zostata zaktualizowana do mitochondrialnej wolnorodnikowej teorii
starzenia (ang. mitochondrial FRTA, MFRTA) ze wzgledu na fakt, ze glownym Zrodtem
wolnych rodnikéw w komorce sg mitochondria, produkujace RFT jako skutek uboczny

fosforylacji oksydacyjnej [103, 104].

Cho¢ teoria ta przez dlugi czas byla dominujacg 1 przez lata stanowita gldéwne
wyjasnienie procesu starzenia, rola stresu oksydacyjnego (SO) w procesie starzenia
okazuje si¢ bardziej skomplikowana niz sagdzono. Nowsze badania wskazuja na to, ze
stres oksydacyjny moze nie$¢ zard6wno negatywne, jak i pozytywne konsekwencje dla
funkcjonowania komoérek. Zjawisko mitohormezy pokazuje, ze tagodny i przejsciowy
stres mitochondrialny wywiera pozytywny wptyw na funkcjonowanie komorki, tkanek
I calego organizmu [105]. Powszechnie znane i dobrze opisane interwencje
przeciwstarzeniowe, takie jak aktywno$¢ fizyczna, restrykcja kaloryczna czy post
przerywany indukujg produkcj¢ RFT przez mitochondria [106]. Podobne zjawisko
obserwuje si¢ w przypadku, stosowanej w leczeniu cukrzycy 1 uznawane] za
przeciwstarzeniowa, metforminy [107]. Liczne doniesienia o adaptacyjnym wplywie
tagodnego stresu mitochondrialnego [108-110] moga thumaczy¢ niepowodzenia prob
stosowania antyoksydantow per se w celu poprawy zwigzanej z wiekiem utraty zdrowia

[111]. Myszy z delecjg genu mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2) nie
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wykazujg przyspieszonego starzenia [112], a z nadekspresja genu cytoplazmatycznej
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1) — op6znionego starzenia [113].

W s$wietle powyzszych doniesien stres oksydacyjny nie moze by¢ uznany za
pierwotng przyczyne¢ starzenia. Jednak bez watpienia przewlekty SO przyczynia si¢ do
jego rozwoju 1 moze wplywac na rozwdj czynnikow prowadzacych do starzenia, jak
réwniez jest przez rozwoj tych czynnikéw indukowany. Stres oksydacyjny przyspiesza
proces komorkowego starzenia replikacyjnego oraz moze indukowal starzenie
przyspieszone (rozdziat 1.1.2). Niekorzystne warunki srodowiskowe przyczyniaja si¢ do
starzenia przez indukcj¢ SO [114]. Z powodu zwigzanej z wiekiem deregulacji
mechanizméw naprawczych komorki, w tym procesu autofagii i aktywnos$ci proteasomu,
starzeniu towarzyszy akumulacja markeréw SO, takich jak produkt oksydacyjnych
uszkodzen DNA — 8-oksodeoksyguanozyny (8-oxodG) [115, 116], karbonylacja biatek
[117, 118] czy peroksydacja lipidow [119, 120].

1.2. Modele badawcze

Starzenie jest procesem konserwatywnym, dotykajacym kazdego zywego
organizmu. Lata badan doprowadzity do zdefiniowania licznych modeli badawczych, od
komoérek do catych organizmow. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ drozdze
Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, nicien Caenorhabditis
elegans, muszke Drosophila melanogaster czy mysz Mus musculus [121, 122]. Modele
badawcze zastosowane w niniejszej pracy, przedstawiono w kolejnych podrozdziatach

tego opracowania.

1.2.1. Linie komorkowe

Hodowle komorkowe sg powszechnie stosowane do badan in vitro. Pozwalajg na
lepsze poznanie procesOw zachodzacych w komorkach oraz mechanizméw chordb czy
dziatania lekéw. Testy komorkowe stanowiag filar badan podstawowych, pozwalajac
oceni¢ potencjat zwigzku do dalszych badan na zwierzgtach [123]. Poniewaz prawidlowe
komorki w trakcie rutynowej hodowli ulegaja starzeniu, dwuwymiarowe hodowle
komorkowe (2D) znalazly zastosowanie w badaniach nad tym procesem. Po przebyciu

liczby pasazy typowej dla danej linii, komérka rozwija fenotyp starzeniowy [124].
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Starzenie indukowane jest rowniez poprzez ekspozycje komorek na réznego rodzaju stres
[125]. Do stosowanych czynnikow przyspieszajacych starzenie naleza m.in. H202 [126],
promieniowanie jonizujgce lub UV [127], czy pozywka kondycjonowana po hodowli

komorek starzejacych sie [128].
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Rysunek 4. Starzenie ludzkich fibroblastow w hodowli 2D. Linia komérkowa MRC-5 wykazuje
fenotyp starzeniowy po okoto 40 podwojeniach populacji (PD). Jego cechami charakterystycznymi sq
wigkszy, splaszczony i nieregularny Ksztalt komorki, zwiekszona masa lizosomow i mitochondriow,
obecnosé biatek pl6 i p21 oraz aktywnosé p-galaktozydazy (SA-S-Gal). Zaburzony proces autofagii
i, wzmozona produkcja reaktywnych form tlenu (RFT), prowadzgca do stresu oksydacyjnego,
przyczynia sie do akumulacji uszkodzen wewngtrzkomorkowych, w tym uszkodzen DNA. Komorka
zaczyna wydzielaé prozapalne cytokiny, co nazwano fenotypem sekrecyjnym zwigzanym ze starzeniem
(SASP). Schemat powstal z wykorzystaniem oprogramowania BioRender.com.

Starzejace si¢ ludzkie fibroblasty charakteryzujg si¢ swoistym fenotypem (rys. 4).
Pierwszym widocznym objawem jest zmiana morfologii komorek, ktore z cienkich
I wydtuzonych we wczesnych pasazach, w pdznych prezentuja si¢ jako skrocone
I rozptaszczone [129]. Na poziomie molekularnym, najbardziej powszechnym
znacznikiem starzenia komodrkowego jest aktywno$¢ zwigzanej ze starzeniem beta-
galaktozydazy (SA-B-Gal), enzymu zlokalizowanego w lizosomach, ktorych masa
robwniez wzrasta ze starzeniem [130]. Cho¢ znacznik ten jest najbardziej
rozpowszechniony w badaniach, nie jest on w pelni specyficzny. Dlatego tez, w celu
precyzyjnej identyfikacji komorek starzejacych sig, stosuje sie rOwniez inne markery,
takie jak poziom zaangazowanych w areszt cyklu komorkowego biatek pl6 lub p21
(rozdziat 1.1.2), czy czynnikow sktadajacych si¢ na SASP (rozdziat 1.1.1.3). Obserwuje
si¢ rowniez akumulacje uszkodzen DNA, w tym pekni¢¢ nici oraz oksydacji
nukleozydoéw (najczgsciej 8-0x0dG). Komorki starzejace si¢ odznaczajg si¢ rowniez
zwigkszong masa i poziomem uszkodzen mitochondriéw, co zwigzane jest z zaburzong

autofagia i prowadzi do wzmozonej produkcji RFT [124].
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Cho¢ hodowla 2D pozwala §ledzi¢ proces starzenia in vitro, ma ograniczenia
wlasciwe dla tego typu modelu. Naleza do nich odmienna morfologia komorki, niz
w warunkach natywnych, homogeniczno$s¢ hodowli czy brak organizacji tkankowe;.
Ponadto, w hodowli 2D komorki sg bardziej wrazliwe na zadane warunki
eksperymentalne, w tym np. na dziatanie podawanych zwigzkéw. Z tego wzglgdu wyniki

uzyskiwane w modelu 2D czesto nie majg oczekiwanego przetozenia w badaniach in vivo
[131].

1.2.2. Drozdze

Drozdze naleza do najpopularniejszych organizméw modelowych w badaniach
nad starzeniem. Ich szybki wzrost i tatwos$¢ hodowli, w pelni scharakteryzowany genom
1 fatwo$¢ manipulacji genetycznej sprawiaja, ze stanowiag wygodny model do badania
molekularnych podstaw procesu starzenia, a wiedza zdobyta w wyniku dziesigtek lat
badan okazala si¢ mie¢ nieoceniony wktad w zrozumienie starzenia si¢ wyzszych

organizmow.

Gatunkiem najczgéciej stosowanym w badaniach s3 drozdze paczkujace
Saccharomyces cerevisiae. Wykazuja one wszystkie wspomniane wczesniej cechy
wlasciwe temu krolestwu, a ponadto dzielg si¢ w sposob asymetryczny, a wigc komorka
,matka” wytwarza mniejsze od siebie komoérki potomne (paczki), co umozliwia §ledzenie
kolejnych podziatow [132]. Nowo powstate komorki-paczki wolne sa od wigkszosci
uszkodzen wewngtrznych gromadzonych w komorce ,,matce” [133]. Liczba paczkow,
jaka w ciagu zycia moze wytworzy¢ komorka ,,matka” jest ograniczona i1 wyraza
replikacyjng dlugos$¢ zycia (ang. replicative lifespan, RLS; rys. 5A). Uznaje si¢, ze RLS
stanowi model badania starzenia aktywnych mitotycznie komoérek wyzszych organizmow
eukariotycznych [134]. Drugim modelem badania starzenia z wykorzystaniem drozdzy
jest chronologiczna dtugo$¢ zycia (ang. chronological lifespan, CLS; rys. 5B),
okreslajaca w jednostkach czasu przezywalno$¢ komoérek w fazie stacjonarnej. Ten model

uznaje si¢ za odpowiadajacy postmitotycznym komorkom wyzszych organizmow [135].
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Rysunek 5. Modele starzenia drozdziy. (A) Replikacyja dtugosé zycia (RLS) wyrazana jest liczbg pgczkéw
wytworzonych przez komorke w ciggu zycia. Po kazdym podziale na powierzchni komorki pozostaje
bruzda (kolor zielony). (B) Chronologiczna diugosé zycia (CLS) to czas, w ktorym niedzielgce sig komorki
drozdzy pozostajq zywe. W fazie wzrostu logarytmicznego (kolor zielony), drozdze intensywnie si¢ dzielg
i preferencyjnie przeksztatcajq energie na drodze glikolizy i fermentacji alkoholowej nawet w obecnosci
tlenu. Przechodzgc w faze stacjonarng (kolor czerwony), podzialy komorkowe ustepujq i nastepuje zmiana
metabolizmu W kierunku  fosforylacji  oksydacyjnej. Schemat sporzqdzono z wykorzystaniem
oprogramowania Biorender.com.

Cho¢ oba modele sa od siebie odmienne, dziela cechy wspolne, jak chociazby
zalezno$¢ od dostepu do sktadnikéw odzywcezych oraz od aktywnos$ci kompleksu kinazy
TOR i kinazy Sch9. Co istotne, mechanizmy te okazaly si¢ istotne w procesie starzenia
organizméw wyzszych [136, 137]. Zaréwno restrykcja kaloryczna, jak i inhibicja
szlakow sygnatowych zwigzanych z odpowiedzig na obecnos¢ sktadnikow odzywczych,
wydtuza CLS 1 RLS drozdzy, co obserwuje si¢ rowniez w przypadku innych organizméow
modelowych [136, 138]. Drozdze przyczynily si¢ do scharakteryzowania wielu
zwigzkéw o potencjale przeciwstarzeniowym, takich jak rapamycyna, resweratrol,
metformina czy spermidyna, ktore wykazuja obiecujaca aktywno$¢ w innych modelach
[139, 140]. W przypadku drozdzy, wydluzenie zycia zwigzane jest najczeSciej ze
zwigkszeniem aktywnosci 1 efektywnosci mitochondridow, obnizeniem poziomu RFT lub

utrzymaniem stabilnosci genomowe;j [136, 141, 142].

Mimo zalet i praktycznej uzytecznosci drozdzy w badaniach nad starzeniem, jako
model posiada tez swoje ograniczenia. Przede wszystkim jest to prosty, jednokomérkowy
organizm o szczeg6lnych cechach, obejmujacych zaréwno budowe, jak i fizjologie
komorki. Obecnos¢ $ciany komoérkowej czy wakuoli, preferencyjne przeksztatcanie
energii na drodze fermentacji mimo obecnosci tlenu, czy asymetryczny podziat komorki
pozwalajacy zachowa¢ komorki potomne od uszkodzen przodkow, sprawiajg, ze
obserwowany efekt dziatania danego zwiazku moze by¢ odmienny w komorkach drozdzy

I zwierzat [139].
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1.2.3. Mysz

Mysz domowa (Mus musculus) jest najwazniejszym organizmem modelowym
w badaniach nad chorobami i zdrowiem cztowieka. Wysokie podobienstwo na poziomie
fizjologicznym i genetycznym do cztowieka, a przy tym niewielkie rozmiary i szybka
reprodukcja, stanowig o przewadze myszy nad innymi organizmami modelowymi.
Zwazywszy na krotki czas zycia, mysz zyskata duza popularno$¢ rowniez w badaniach
nad starzeniem [143, 144].
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Rysunek 6. Relacja wieku myszy i cziowieka. Schemat zaadaptowano z [144].

Mysz charakteryzuje si¢ okoto 30 razy krotsza dlugoscig zycia niz cztowiek,
osiggajac wiek uznawany za starczy w 18. miesigcu zycia (rys. 6) [145, 146]. Zmiany
fenotypowe obserwowane z wiekiem sg u myszy i cztowieka bardzo zblizone [147], a za
najwazniejsze, z perspektywy jakosci zycia, nalezy uznaé tozsamy mechanizm rozwoju
sarkopenii i choréb neurodegeneracyjnych [148-151]. Zaawansowane wiekowo myszy
charakteryzuja si¢ uposledzeniem funkcji motorycznych, co zwigzane jest m.in. z utratg
masy mig¢sniowej i degeneracja motoneurondéw, CZy rozwojem stanéw zapalnych [152,
153], a na poziomie molekularnym, obserwowany jest wzrost markeréw stresu
oksydacyjnego i uszkodzen DNA oraz spadek globalnego poziomu metylacji DNA
(rys. 7) [154-158].
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Rysunek 7. Oznaki starzenia myszy. Zaawansowane wiekowo myszy charakteryzujq si¢ uposledzeniem
funkcji motorycznych, co zwigzane jest m.in. z utratg masy miesniowej i rozwojem stanéw zapalnych. Na
poziomie molekularnym, obserwowany jest wzrost poziomu markerow stresu oksydacyjnego oraz spadem
globalnego poziomu metylacjii DNA. Schemat sporzgdzono z wykorzystaniem oprogramowania
BioRender.com.

Mysz w réznym stopniu nie tylko wykazuje wszystkie 12 cech starzenia
zaproponowanych przez Lopez-Otina (rozdziat 1.1.1), ale tez jako model przyczynita si¢
do ich poznania. Do badan wykorzystuje si¢ zarowno myszy szczepu dzikiego, jak
najpopularniejszy szczep wsobny C57BL/6J [143], jak rowniez myszy transgeniczne
uzyskiwane w celu poznania konkretnych aspektow procesu starzenia [159]. Naleza do
nich stynne myszy Bakera, na przyktadzie ktorych pokazano, ze selektywne usuwanie
komorek wykazujacych ekspresje markera starzenia, biatka p16, wydtuza zycie i okres
zycia w zdrowiu [160]. Wiele innych interwencji przeciwstarzeniowych, jak restrykcja
kaloryczna czy modulacja odczuwania sktadnikow  odzywczych, zostato
przetestowanych z wykorzystaniem myszy. W wigkszosci przypadkow jednak wyniki
uzyskano na jednym szczepie wsobnym, moga wiec odbiega¢ od naturalnych warunkow
[121, 161, 162].
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1.3. Geroprotektory

Geroprotektory to dziatania 1 substancje, ktérych celem jest zapobieganie,
spowalnianie lub odwracanie proceséw starzenia si¢, aby w efekcie wydhuzy¢ catkowity
dhugos¢ zycia, a zwlaszcza dlugo$¢ zycia w zdrowiu. Dzialania geroprotekcyjne obejmuja
wigc réwniez terapie zapobiegajace lub opozniajace rozwoj chordb zwigzanych
z wiekiem [163, 164]. Do geroprotektoréw zalicza si¢ mi¢gdzy innymi senoterapeutyki,
stanowigce nowg Klasa zwigzkow i produktow naturalnych, wywierajacych bezposredni
wplyw na proces starzenia komdrkowego. Wyrdznia sie¢ dwie grupy senoterapeutykow:
senolityki, selektywnie eliminujace komorki starzejace sie, oraz senomorfiki, tagodzace

szkodliwe cechy fenotypowe tych komorek [165].

1.3.1. Senomorfiki

Przeciwstarzeniowe wiasciwosci senomorfikow opierajg si¢ na modulowaniu
szlakow sygnatowych odpowiedzialnych za rozwdj procesu starzenia i jego negatywnych
konsekwencji, ktorymi sa SASP i RFT [166]. Zaliczane do tej grupy zwiazki dziatajg
W zrdéznicowany sposob, a wiec dziatajg albo jako inhibitory szlakoéw TOR, NF-xB, lub
JAK/STAT, albo jako aktywatory szlakow zwigzanych z NRF2 lub sirtuinami (SIRT)
[167]. Do najbardziej znanych przedstawicieli tej kategorii nalezy zaliczy¢ rapamycyne,

resweratrol oraz metforming.

Rapamycyna jest specyficznym inhibitorem kinazy TOR (rozdziat 1.1.1.2),
zaangazowane] we wzrost 1 proliferacje komorki [168]. Jej przeciwstarzeniowe
wlasciwosci zostaty stwierdzone na wielu modelach starzenia — u drozdzy, muszki
D. melanogaster, nicienia C. elegans, czy w komorkach ssaczych [169], a u czlowieka
okazata si¢ skutecznym immunosupresorem stosowanym w transplantologii [170].
Zahamowanie szlaku TOR przez rapamycyne opo6znia starzenie komorek i ogranicza
SASP, a ponadto ogranicza nowotworzenie indukowane przez komorki starzejace si¢
[167, 171]. Ze wzglgdu na obiecujacy potencjat rapamycyny wynikajacy z mechanizmu
opartego o inhibicje konserwatywnej kinazy TOR, zainteresowaniem badawczym cieszg
si¢ zarOwno jej syntetyczne analogi (tzw. rapalogi), jak i inne inhibitory szlaku TOR,

a cze$¢ z nich jest na etapie badan klinicznych [172-174].
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Do zwigzkéw senomofricznych zalicza si¢ rowniez niektore flawonoidy, takie jak
resweratrol obecny w owocach i w czerwonym winie, kemferol w li§ciach herbaty, czy
apigenina w roslinach selerowatych [175]. Potencjal przeciwstarzeniowy przypisuje si¢
im ze wzgledu na wlasciwos$ci antyoksydacyjne i przeciwzapalne [176]. Resweratrol,
podobnie jak inne flawonoidy, aktywuje szlaki zwiazane z SIRT1 i NRF2 i inhibuje
prozapalny szlak NF-kB [177]. Cho¢ NF-kB jest uznawany za gtéwny regulator SASP
[178], flawonoidy wykazujg zréznicowany wpltyw na poziom prozapalnych cytokin.
Resweratrol redukuje poziom IL-1p, ale nie wptywa na poziom IL-6 czy TNF-a [179].
Z kolei apigenina ogranicza poziom IL-1a, a kemferol IL-6, IL-8, czy IL-1p [175].

Metformina jest zwigzkiem rutynowo stosowanym w leczeniu cukrzycy typu 2,
a przy tym wykazujacym wysoki potencjat przeciwstarzeniowy [180]. W badaniach na
nicieniach C. elegans i myszach wykazano, ze wydtuza catkowitg dtugo$¢ zycia i dtugosé
zycia w zdrowiu starych osobnikow [181, 182]. Metformina redukuje SASP,
zmniejszajac poziom IL-1p, IL-6, IL-8 czy CXCLS5 przez inhibicje szlaku NF-«xB [183],
oraz obniza poziom oddychania komorkowego poprzez inhibicje kompleksu I tancucha
oddechowego [184], przy jednoczesnym obnizeniu poziomu RFT i uszkodzen DNA
[185]. Ze wzgledu na wysoce obiecujace wiasciwosci, metformina jest przedmiotem
badan klinicznych, jako potencjalny lek nowej generacji opdzniajacy rozwoj chordb
zwigzanych ze starzeniem, takich jak nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe czy

choroba Alzheimera [186].

1.3.2. Senolityki

Zwiazki selektywnie eliminujace komorki starzejace si¢ indukujac ich apoptoze,
okreslono mianem senolitykéw [187]. Poniewaz akumulacja komorek starzejacych si¢
zwigzana jest z wieloma chorobami zwigzanymi z wiekiem, z senolitykami wigze si¢
duze nadzieje terapeutyczne [188]. Wyniki uzyskane na myszach wskazujg, ze usunigcie
starzejgcych si¢ komorek poprawia ogdlne zdrowie starych myszy [189] oraz ogranicza
neurodegeneracj¢ [190] i stany zapalne w mozgu [191] poprawiajac zdolno$ci poznawcze
zwierzat. Cho¢ wspomniane doniesienia sg bardzo obiecujace, nalezy pamietad
0 fizjologicznej roli komorek starzejacych sie (rozdziat 1.1.3), ktorych usunigcie moze

wigzac si¢ z pogorszeniem funkcji organizmu. Efekt taki zaobserwowano w przypadku
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eliminacji starzejgcych si¢ komorek beta trzustki, co doprowadzito do rozwoju cukrzycy

typu 2 u myszy [192].

Podobnie jak w przypadku senomorfikow, wsrod senolitykow wyrdzni¢ mozna
naturalne flawonoidy, takie jak kwercetyna czy fisetyna. W przypadku obu stwierdzono
silne dzialanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne, wynikajagce z wptywu na szlaki
zwigzane z NRF2 i NF-xB [167]. Kwercetyna indukuje apoptoze¢ w komorkach
starzejacych sie poprzez szlaki PI3k/Akt i p53/p21, a jej dziatanie senolityczne zostato
potwierdzone zaro6wno in vitro, jak i in vivo [193]. Z kolei fisetyna, w zaleznoSci od typu
komorki, wykazuje dziatanie senolityczne i senomorficzne, ktdre rowniez potwierdzono
u myszy [194, 195]. Jednakze, zarowno kwercetyna, jaki i fisetyna, sg trudno
rozpuszczalnymi w wodzie zwigzkami o ograniczonej stabilno$ci chemicznej 1 niskiej

biodostepnosci, co ogranicza ich potencjalne zastosowania terapeutyczne [196, 197].

Odrebng grupe senolitykow stanowig zwigzki syntetyczne inhibujace konkretne
szlaki sygnatowe zwigzane ze starzeniem komorkowym. Nalezy do nich cytostatyk
dasatynib, bedacy inhibitorem kinazy tyrozynowej i eliminujacy komorki starzejace si¢
przez redukcj¢ poziomu antyapoptotycznego biatka PAI-2 [193]. Wykazano, ze
kombinacja dasatynibu z kwercetyng poprawia jakos$c¢ zycia starzejacych si¢ myszy [198].
Innym przyktadem sg inhibitory biatek Bcl-2, ktore petnig role supresoréw apoptozy
w komorkach. Nalezy do nich navitoclax, indukujacy apoptoze rdéznych typow
starzejacych sie¢ komorek. Zwigzek ten opdznit utrate pamieci osobnikdw w mysim

modelu choroby Alzheimera [190].
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1.4. 4-N-furfurylocytozyna

4-N-furfurylocytozyna (FC) jest nowa pochodng cytozyny, ktora w pozycji 4N ma
podstawiony furfural (rys. 8). Po raz pierwszy otrzymana zostata w Instytucie Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Jak dotad, poza publikacja
dotyczacg aktywnosci FC w modelu drozdzowym [199], nie zostala ona szerzej opisana
w literaturze. Niniejsza praca stanowi wigc pierwszg, obszerng charakterystyke FC
w kontekscie jej wplywu na rozwdj starzenia, z wykorzystaniem roznych modeli

badawczych.

HN \/
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A

H

Rysunek 8. Struktura chemiczna 4-N-furfurylocytozyny (FC).
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CEL PRACY

2. Cel pracy

Celem

pracy bylo  poznanie  wlasciwosci  przeciwstarzeniowych

4-N-furfurylocytzyny (FC) w trzech modelach badawczych: ludzkich fibroblastach,

drozdzach i myszach. FC jest analogiem cytozyny, zsyntetyzowanym w Instytucie

Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

Osiggnigcie zatozonego celu bylo mozliwe poprzez realizacje nastepujacych

zadan badawczych:

1.

Model komérkowy

a. Zbadanie wptywu FC na replikacyjny i przyspieszony model starzenia
komorkowego.

b. Ocena wptywu FC na aktywnos$¢ mitochondriow.

c. Analiza proteomiczna zmian w ludzkich komorkach eukariotycznych
pod wptywem FC.

Model drozdzowy

a. Ocena wplywu FC na chronologiczng dlugos¢ zycia (CLS) drozdzy.

b. Okreslenie wptywu FC na poziom oddychania tlenowego.

C. Analiza wptywu FC na ekspresje gendw zwigzanych z prostarzeniowym
szlakiem sygnatowym TORC1/Sch9.

Model mysi

a. Suplementacja zaawansowanych wiekowo myszy C57BL/6J dwoma
r6znymi dawkami FC.

b. Ocena zdolno$ci lokomotorycznych badanych osobnikow.

C. Analiza parametréw biochemicznych krwi.

d. Oznaczenie poziomu akumulacji markerow stresu oksydacyjnego

w tkankach.
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3. Materialy i metody

3.1.4-N-furfurylocytozyna

4-N-furfurylocytozyna (FC) zostata zsyntetyzowana w Zakladzie Chemii
Komponentow Kwaséw Nukleinowych IChB PAN.

3.2.Model komérkowy
3.2.1. Linie komérkowe

MRC-5 (ATTC) — prawidlowe, nienowotworogenne fibroblasty wyprowadzone z tkanki
plucnej. Stanowity podstawe¢ badan nad aktywnoscig biologiczng FC. Hodowle
prowadzono w pozywce EMEM (Corning).

HaCaT (ATTC) — prawidtowe, uniesmiertelnione keratynocyty cztowieka. Postuzyty do
oceny wlasciwo$ci antyoksydacyjnych FC w wybranych eksperymentach. Hodowlg

prowadzono w pozywce DMEM (Corning).

Hodowle komoérkowe prowadzono w naczyniach hodowlanych do hodowli
komorek przylegajacych (adherentnych) w odpowiedniej dla danej linii pozywce
uzupehnionej 10% ptodowa surowicg bydlgcg (FBS) 1 mieszaning antybiotykow
w stezeniu 1x (Corning), W inkubatorze utrzymujacym standardowe warunki wzrostu
(37°C, 5% CO2, wilgotnos¢ wzgledna 95%). Komorki pasazowano po osiggnigciu 80%
zageszezenia (konfluencji). W celu odklejenia komorek od naczynia hodowlanego,
komorki przemywano buforem PBS, a nast¢pnie inkubowano z roztworem trypsyny
(Gibco; 0,05% trypsyna, 0,53 mM EDTA) przez 5 min w 37°C (MRC-5) lub roztworem
akutazy (Capricorn Scientific) przez 20 min w 37°C (HaCaT). Do otrzymanej zawiesiny
komorek dodawano dwie objetosci pozywki hodowlanej i wirowano przez 3 min przy
1000 rpm (obroty na minutg). Uzyskany osad komorek zawieszano w Swiezej pozywce

I wysiewano na nowe naczynia hodowlane.

3.2.2. Przechowywanie komorek

W  celu dlugoterminowego  przechowywania, komorki — zawieszone
w odpowiedniej pozywce z dodatkiem 20% FBS oraz 10% dimetylosulfotleneku
(DMSO, ang. dimethyl sulfoxide) przenoszono do zakrgcanej krioprobowki
przeznaczonej do przechowywania w cieklym azocie i1 umieszczano w -80°C
w specjalnych pojemnikach do mrozenia materiatu biologicznego zapewniajgcych
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spadek temperatury z szybkoscig 1-3°C/min. Po zamrozeniu probowki przenoszono do

zbiornika z ciektym azotem, celem dalszego przechowywania.

3.2.3. Analiza wplywu FC na starzenie replikacyjne

Aby oceni¢ wptyw FC na starzenie replikacyjne, komorki MRC-5 hodowano
w obecnosci 1 mM FC, od 10 do 16 pasazu komorek. Po osiagnigciu konfluencji
wynoszacej okoto 80%, komorki odklejano od naczynia hodowlanego 1 pozostawiano 1/4
populacji. Co drugi pasaz, rozpoczynajgc od pasazu 10, pozostalg czes¢ komorek
wysiewano na plytki 6-dotkowe w liczbie 2 x 10%dotek, w celu przeprowadzenia
cytometrycznej analizy aktywno$ci P-galaktozydazy (rozdziat 3.2.7) i oznaczenia
poziomu RFT (rozdziat 3.2.9).

3.2.4. Ocena wplywu FC na komorki postarzone

W celu oceny wptywu FC na komorki postarzone, wielokrotnie pasazowane
komorki MRC-5 (>16 pasazy) wysiewano na plytki 6-dotkowe w liczbie
1,25 x 10°/dotek i hodowano z dodatkiem 1mM FC przez 72h. Nastepnie

przeprowadzano wybrane testy opisane w kolejnych podrozdziatach.

3.2.5. Indukcja starzenia przyspieszonego

W celu indukcji starzenia przyspieszonego, mtode komorki MRC-5 (< 8 pasaz)
wysiewano na butelki hodowlane i po 48 h inkubowano z nadtlenkiem wodoru (H20>)
w stezeniu 150 lub 300 uM przez 4 h, po czym wymieniano pozywke na swieza. Proces
powtarzano dwukrotnie, a nastgpnie komoérki odklejano od naczynia i wysiewano na
phytki 6-dotkowe w liczbie 1,25 x 10°, i inkubowano z 1 mM FC przez 72 h. W kolejnym
etapie komorki zbierano i oznaczano poziom RFT (rozdziat 3.2.9) oraz markerow
starzenia - biatka p16 (rozdziat 3.2.8) i aktywnosci B-galaktozydazy (rozdziat 3.2.7),
uszkodzen DNA - yH2AX (rozdziat 3.2.8) i 8-0x0dG (rozdziat 3.10).

3.2.6. Test MTT

Oceng zywotnosci komodrek przeprowadzono przy uzyciu kolorymetrycznego
testu MTT. Komoérki wysiewano na 96-dotkowe plytki w liczbie 5 x 10* na dotek,
w kompletnej hodowlanej optymalnej dla danej linii i w obecnosci FC. Stosowano
stezenia w zakresie 0,1-2 mM (ocena wptywu FC na zywotno$¢ komorek) lub 1 mM

(ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych FC). Plytki inkubowano przez 48 h, co pozwalato
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na osiagnigcie okoto 80% konfluencji komoérek w dotkach kontrolnych. Nastepnie
przeprowadzano test MTT w celu oceny wpltywu FC na zywotno$¢ komorek.
W przypadku analizy wiasciwosci antyoksydacyjnych FC, komorki inkubowano
z arseninem sodu (NaAsOg; 1,25-500 uM) przez kolejne 24 h, po czym przeprowadzano
test MTT. Na kazdy warunek eksperymentalny przeznaczano 6 dotkow. Test MTT
przeprowadzano wg protokotu: komorki inkubowano w pozywce zawierajacej
zodczynnik ~ MTT  (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy)
w stezeniu 0,5 mg/ml przez 3 h w warunkach hodowlanych. Nastepnie usuwano
pozywke, a powstate krysztaty formazanu rozpuszczano w 100 pl DMSO. Intensywnos¢
zabarwienia powstatego roztworu mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali
A570 nm, za pomocg czytnika ptytek VICTOR Nivo 5S (PerkinElmer).

3.2.7. Oznaczanie aktywnos$ci beta-galaktozydazy
3.2.7.1. Metoda cytometryczna

Aktywno$¢ [-galaktozydazy w komoérkach oznaczano za pomoca sondy
fluorescencyjnej CellEvent™ Senescence Green (Invitrogen), zgodnie z zaleceniami
producenta. W tym celu, komorki zbierano z dotkow hodowlanych (ptytki 6-dotkowe),
przemywano 1% BSA w PBS i utrwalano w 2% roztworze paraformaldehydu (PFA)
w PBS przez 10 min. W kolejnym etapie komoérki przemywano 1% BSA w PBS,
wirowano przy 1000 rpm przez 3 min i barwiono w 100 pl buforu (CellEvent™
Senescence Buffer, pH 6,0) z dodatkiem barwnika w rozcienczeniu 1000x, przez 2 h
w 37°C, w ciemnosci. Nastepnie komorki przemywano, zawieszano w 1% BSA w PBS

i analizowano za pomocg cytometru FACSCalibur (BD).

3.2.7.2. Metoda histochemiczna

W celu mikroskopowej analizy aktywnosci B-galaktozydazy, komorki wysiewano
na 10-dotkowe ptytki ze szklanym dnem (CELLview, Greiner Bio-One) w liczbie 1 x 10*
na dotek. Komorki barwiono wykorzystujac zestaw odczynnikow Senescence Cells
Histochemical Staining Kit (Sigma) przez 16 h, zgodnie z zaleceniami producenta,
a nastgpnie dwukrotnie przemywano buforem PBS i analizowano za pomoca mikroskopu

Leica DMI 4000B w jasnym polu i przy uzyciu oprogramowania LAS AF.
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3.2.8. Analizy immunofluorescencyjne

Komorki zbierano z 6-dotkowych ptytek wysianych w liczbie 1,25 x 10° na dotek,
przemywano buforem DPBS i utrwalano 1 ml zimnego 100% metanolu i inkubowano
w -20°C przez minimum 1h. Komérki wirowano przy 1000 rpm przez 3 min
I przemywano 1 ml zimnego 1% BSA w PBS, po czym permeabilizowano w 100 pl
0,5% Tritonu X-100 w PBS, przez 20 min na lodzie. Komorki przemywano 1 ml zimnego
1% BSA w PBS, odwirowywano i blokowano w 1% BSA w PBS przez 30 min.
Nastepnie, komorki odwirowywano i inkubowano z pierwszorzedowym przeciwcialem
monoklonalnym przeciwko yH2AX (1:400; Abclonal) lub p16 (1:200; Abclonal)
w 1% roztworze BSA w PBS przez noc w 4°C. Komorki dwukrotnie przemywano
0,1% Tritonem X-100, odwirowywano i do osadéow dodawano przeciwciato
drugorzedowe AlexaFluor488 (1:1000; Sigma), a nastgpnie inkubowano przez 45 min
w 4°C. Komorki przemywano 0,1% Tritonem X-100 i analizowano za pomocg cytometru

przeptywowego FACSCalibur (BD).

3.2.9. Oznaczanie poziomu RFT

Poziom RFT w komorkach oznaczano za pomocg sondy fluorescencyjnej
CellROX Deep Red (Invitrogen) i cytometrii przeptywowej. W tym celu, komorki
zbierano z dotkéw hodowlanych, przemywano buforem DPBS i barwiono w 100 pl
buforu DPBS zawierajacym 2,5 uM sondy CellROX Deep Red przez 30 min w 37°C,
5% COz. Nastgpnie komorki wirowano przy 1000 rpm przez 3 min, zawieszano w 500 pl
buforu DPBS. Intensywnos¢ fluorescencji komorek analizowano za pomocg cytometru
przeplywowego FACSCalibur (BD).

3.2.10. Analiza stresu mitochondrialnego za pomocg plazmidu pMitoTimer
3.2.10.1. Hodowla bakterii

o Skiad pozywki LB

1% baktopepton

0,5% ekstrakt drozdzowy

1% NaCl

1% agar (w przypadku pozywki statej)

Sktadniki pozywki rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w 126°C, przez 11 minut,

pod cisnieniem 1,4 bar.
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e Wyprowadzanie hodowli

Bakterie transformowane plazmidem pMitoTimer (Addgene, depoztor: Zhen
Yan), posiewano z bloczkoéw agarowych na ptytki ze stalg pozywka LB z antybiotykiem
selekcyjnym (kanamycyna, 50 pg/ml). Ptytki inkubowano w 37°C przez 24 h.

3.2.10.2. lzolacja plazmidu

Pojedyncze kolonie bakteryjne przenoszono do 10 ml ptynnej pozywki LB
z antybiotykiem selekcyjnym (kanamycyna, 50 ug/ml) i wytrzgsano z predkoscia
200 rpm w 37°C przez noc. Nastepnie 1 ml inokulum z nocnej hodowli przenoszono do
150 ml pozywki LB z antybiotykiem selekcyjnym 1 wytrzasano z predkoscig 200 rpm
w 37°C przez 14-16 h. Kultur¢ wirowano przy 6000 x g przez 15 min w 4°C. Izolacj¢
plazmidowego DNA przeprowadzono wykorzystujac zestaw odczynnikéw Plasmid Maxi
Kit (QIAGEN) zgodnie z instrukcjami producenta. Stezenie otrzymanego DNA mierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm za pomocg spektrofotometru NanoDrop
2000 UV/Vis.

3.2.10.3. Transfekcja komorek plazmidem i analiza cytometryczna

Komoérki HaCaT, wysiane w liczbie 2 x 10° na ptytki 12-dotkowe, transfekowano
1,6 ug plazmidu pMitoTimer, przy uzyciu 3 pl odczynnika Lipofectamine 2000
(Invitrogen) zgodnie z instrukcja producenta. Po 6 h transfekcji pozywke wymieniano na
$wieza z dodatkiem 1 mM FC iinkubowano przez 16 h. Nastgpnie w komorkach
indukowano stres oksydacyjny poprzez 24-godzinng ekspozycje komorek na arsenin sodu
(NaAsO») w stezeniu koncowym 5 lub 10 uM. Poziom zielonej i czerwonej fluorescenciji
komorek analizowano za pomoca cytometru FACSCalibur. W celu wizualizacji

mikroskopowej stosowano analogiczng procedurg.

3.2.11. Analiza potencjalu blony mitochondrialnej

Potencjal blony mitochondrialnej w komodrkach oznaczano za pomoca
ratiometrycznej sondy JC-1 i cytometrii przeptywowej. W tym celu, komorki zbierano
Z dotké6w hodowlanych, przemywano buforem DPBS i barwiono w 100 pl buforu DPBS
z dodatkiem 2,5 uM sondy JC-1 przez 30 min w 37°C, 5% COz. Jako kontrole pozytywna
sygnatu zielonej fluorescencji zastosowano komorki traktowane 3 uM FCCP.

Wybarwione komorki przemywano i zawieszano w 500 pl buforu DPBS, a intensywno$¢
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fluorescencji komorek analizowano za pomoca cytometru przeptywowego FACSCalibur
(BD).

3.2.12.0znaczanie poziomu apoptozy i nekrozy

Poziom apoptozy i1 nekrozy oznaczano cytometrycznie stosujac podwdjne
barwienie z wykorzystaniem barwnikow 7-AAD (Invitrogen) i Aneksyna V-FITC (BD).
Komoérki zbierano z dotkow hodowlanych, przemywano buforem DPBS i barwiono
w 100 pl buforu wigzacego (BD) zawierajacego 1 ug/ml 7-AAD i 1,1 pg/ml Aneksyny V-
FITC, przez 15 min w temperaturze pokojowej. Wyznakowane komorki analizowano za

pomocg cytometru przeptywowego FACSCalibur (BD).

3.2.13.Pomiar oddychania komérkowego

Komoérki MRC-5 wysiewano na ptytki przeznaczone do analizy komorek
adherentnych (XFp Cell Culture Miniplates, Agilent) w liczbie 2,3 x 10% lub 1,75 x 103
i inkubowano przez odpowiednio 48 lub 72 hz 1 mM FC. W dniu eksperymentu pozywke
hodowlang wymieniano na ecksperymentalng (Seahorse XF Base medium, 10 mM
glukoza, 1 mM pirogronian, 2 mM glutamina, pH 7,4) i inkubowano przez 1 h w 37°C
bez CO,. Nastepnie analizowano szybko$¢ zuzycia tlenu przez komoérki za pomoca
analizatora Seahorse XFp (Agilent). Funkcjonowanie mitochondriéw oceniano poprzez
zastosowanie: 1 uM oligomycyny jako inhibitora syntazy ATP (stan 4), 0,75 uM FCCP
jako rozpre¢zacza blony mitochondrialnej (Sstan U) oraz mieszaniny 2 uM rotenonu
I 2 uM antymycyny A jako inhibitorow odpowiednio kompleksow I i III tancucha
oddechowego (stan ROX).

3.2.14.0znaczanie poziomu ATP w komérkach

Komorki wysiewano na 6-dotkowe ptytki w liczbie 1,25 x 10° na dotek
I inkubowano w obecnosci 1 MM FC przez 48 lub 72 h w standardowych warunkach
hodowlanych. Nastepnie komorki zbierano i1 przygotowywano lizaty metoda
trzykrotnego cyklu zamrazania (-80°C/5 min) i rozmrazania (37°C/5 min). St¢zenie ATP
W supernatantach mierzono metoda luminescencyjng przy uzyciu zestawu odczynnikow
ATP Determination Kit (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta.
Luminescencj¢ mierzono przy dlugosci fali 560 nm za pomoca czytnika ptytek Synergy2
BioTek. Wyniki normalizowano do stezenia biatka w supernatancie, oznaczonego

metodg Bradforda (rozdziat 3.9).
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3.2.15.Western blot

Oznaczenie poziomu wybranych biatek w postarzonych (> 16 pasazy) komoérkach
MRC-5 po inkubacji z 1 mM FC, przeprowadzono metoda hybrydyzacji western blot.
W tym celu, catkowite biatko izolowano za pomoca buforu M-PER (Mammalian Protein
Extraction Reagent; Thermo Fisher Scientific) zgodnie z opisem producenta, w obecnosci
inhibitoréw proteaz cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Stezenie biatka
0znaczano jego stezenie metodg Bradforda (rozdziat 3.9). Proby zawierajace 30 pg biatka
w koncowej objetosci 20 pul rozdzielano elektroforetycznie w gradientowym
denaturujagcym zelu poliakrylamidowym 4-15% (SDS-PAGE, BioRad), w obecnosci
markera masy czasteczkowej biatka (Precision Plus Protein Dual Color Standards,
Bio-Rad), w buforze Tris-Glicyna. Przed natozeniem na Zel biatko denaturowano przez
ogrzewanie prob w 95°C przez 5 min w obecnosci buforu Laemmli’ego (BioRad),
a nastgpnie schladzano na lodzie. Rozdzielone biatka przenoszono na membrang PVDF
o $rednicy porow 0,45 pm (Amersham) metodg elektrotransferu potsuchego (1,3 A, 25V,
10 min) w buforze Towbin (25 mM Tris, pH 7,5; 190 mM glicyna; 20% metanol) przy
uzyciu aparatu Trans-Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories). Po zakoniczonym transferze,
membrane przeptukiwano trzykrotnie przez 5 min w buforze TBS zawierajacycm
0,1% Tween 20 i blokowano w 3% roztworze odtluszczonego mleka w proszku
w 0,1% TBST przez 1h. Nastgpnie membran¢ inkubowano z pierwszorzedowym
przeciwcialem przeciwko VDACI (1:1000), TOMM20 (1:5000), LC3 (1:1000),
BECLIN1 (1:2000), p62 (1:1000), MFN2 (1:1000) Ilub NRF1 (1:1000)
i GAPDH (1:2000) jako biatkiem referencyjnym, w 3% roztworze odttuszczonego mleka
w proszku w 0,05% TBST w 4°C przez noc z mieszaniem. Nast¢gpnie membrang plukano
trzykrotnie przez 5 min w 0,1% TBST i inkubowano z przeciwciatem drugorzgdowym
(Cell Signaling Technology) sprzegzonym z HRP (peroksydaza chrzanowa)
w rozcienczeniu 1:2000 przez 1 h w temperaturze pokojowej. Chemiluminescencyjng
detekcje biatek przeprowadzono za pomocg zestawu odczynnikow ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent (Amersham) zgodnie z opisem producenta przy uzyciu

aparatu Azure c600 (Azure Biosystems).
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3.2.16. Analiza proteomiczna

Postarzone komorki MRC-5 hodowano z 1 mM FC przez 72 h. Nastepnie komorki
zbierano, przemywano 3-krotnie zimnym buforem PBS i zamrazano w cieklym azocie.
Niecelowana analiza proteomiczna zostala wykonana w Zakladzie Proteomiki
Biomedycznej IChB PAN.

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej w celu zidentyfikowania biatek
roznicujacych grupe traktowang FC 1 kontrolng. Za biatko rdznicujgce uznawano biatko
zidentyfikowane przez co najmniej 2 unikalne peptydy, zmienione w sposob istotny
statystycznie (p < 0,05) i o co najmniej 20% wzglgdem poroéwnywanych grup.
Wytypowane biatka analizowano za pomoca narzedzi bioinformatycznych. Ontologi¢
genéw w kontekscie lokalizacji komorkowej (GO:CC, ang. Gene Ontology:Cellular
Component) analizowano za pomoca narzedzia PANTHER-GO Slim osobno dla biatek
o podwyzszonej 1 obnizonej ilosci wzgledem kontroli. Zaangazowanie roéznicujacych
biatek w szlaki komérkowe analizowano za pomoca narzedzia GeneCodis4 1 bazy danych
KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Analiz¢ gtéwnych sktadowych
(PCA) oraz wizualizacjc wynikow wykonano w oprogramowaniu R 4.3.2
(The R Foundation for Statistical Computing), przy uzyciu pakietow R dostepnych
w repozytorium CRAN (The Comprehensive R Archive Network).
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3.3.Model drozdzowy
3.3.1. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

W badaniach wykorzystano drozdze Saccharomyces cerevisiae, szczep BY4741
(MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0).

3.3.2. Pozywki hodowlane
o Sklad pozywki YPD

1% baktopepton

2% ekstrakt drozdzowy

2% glukoza

2% agar (w przypadku pozywki statej)

Sktadniki pozywki rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w 126°C, przez 11

minut, pod ci$nieniem 1,4 bar.
e Skiad pozywki YPG

1% baktopepton

2% ekstrakt drozdzowy

2% glicerol

2% agar (w przypadku pozywki statej)

Sktadniki pozywki rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w 126°C, przez 11

minut, pod ci$nieniem 1,4 bar.

3.3.3. Hodowla drozdzy

Hodowle wyprowadzano przez posiew komoérek drozdzy z bankoéw glicerolowych
na ptytke ze stalg pozywka YPD 1 inkubacj¢ przez 2 dni w 30°C. Nastgpnie pojedyncza
kolonig¢ przenoszono do kolby Erlenmeyera (100 ml) zawierajacej 20 ml ptynnej pozywki
YPD i hodowano w 30°C z wytrzasaniem (180 rpm), do osiagni¢cia fazy stacjonarne;.
Uzyskang hodowle przechowywano w temperaturze 4°C przez okres do 3 tygodni
I wykorzystywano jako inokulum do zaktadania hodowli eksperymentalnych. Wszystkie
eksperymenty wykonywano w warunkach optymalnych, to znaczy w temperaturze 30°C

z cigglym wytrzgsaniem (180 rpm). Wzrost hodowli monitorowano poprzez pomiar
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gestosci optycznej przy dhugosci fali 600 nm (ODeoo) za pomocg spektrofotometru
Eppendorf BioPhotometer 6131.

3.3.4. Przechowywanie drozdzy

W celu przechowywania komoérek, zawiesing komoérek drozdzowych
hodowanych w plynnej pozywce YPD, mieszano w krioprobéwkach ze sterylnym
30% roztworem glicerolu w stosunku 1:1 (0/0). Krioproboéwki z materialem zamrazano

i przechowywano w -80°C.

3.3.5. Analiza CLS

Hodowle rozpoczynano z inokulum w 50 ml pozywki YPD z dodatkiem FC
w stezeniu koncowym 0,25, 0,5 lub 1 mM tak, by uzyskaé wyjSciowa gestosé hodowli
odpowiadajaca ODsoo = 0,1. W kolejnych dniach trwania eksperymentu, za pomoca
cytometrii przeplywowej, okre§lano zywotno$¢ drozdzy. W tym celu, rozpoczynajac od
3 dnia, co drugi lub trzeci dzien, pobierano 100 pl zawiesiny komorek i odwirowywano
przy 4000 x g przez 5 min, nast¢gpnie komorki przemywano dwukrotnie buforem DPBS,
po czym inkubowano buforze DPBS zawierajacym jodek propidyny (Pl) w stgzeniu
koncowym 7,5 pg/ml w 30°C przez 30 min w ciemno$ci. Fluorescencje komorek
analizowano za pomoca cytometru przeptywowego FACSCalibur (BD), a uzyskane dane

przy uzyciu oprogramowania FlowJo (BD).

3.3.6. Analiza kinetyki wzrostu drozdzy

W celu okreslenia wptywu FC na tempo wzrostu komoérek drozdzy, inokulum
zaszczepiano na ptynng pozywke YPD i prowadzono hodowle do osiagnigcia gestosci
odpowiadajacej ODsoo=0,8. Nastgpnie, hodowle rozcienczano do gestosci
odpowiadajacej ODeoo = 0,1 i dalej hodowano w obecnosci 0,25, 0,5 lub 1 mM FC.
Krzywe wzrostu wykreslano poprzez Kilkukrotne pomiary gestosci optycznej

prowadzonych hodowli, az do osiagnigcia fazy stacjonarne;j.

3.3.7. Pomiary oddychania komérkowego
3.3.7.1.  Przygotowanie komérek

Inokulum zaszczepiano na pozywke YPD lub YPG i hodowano do osiggniecia
gestosci odpowiadajacej ODgoo = 0,8, po czym hodowle przenoszono na swieza pozywke
wzbogacong o 1 mM FC i prowadzono catonocng hodowlg. Komoérki zbierano przez
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wirowanie przy 5000 x g w 4°C przez 5 min, przemywano i zawieszano w buforze PBS.

Mierzono gestos$¢ otrzymanej zawiesiny. Komorki trzymano na lodzie.

3.3.7.2.  Pomiar szybkosci zuzycia tlenu

Pomiar zuzycia tlenu przez komorki drozdzy prowadzono przy uzyciu elektrody
tlenowej Clarka (system Oxygraph+, Hansatech), w 1 ml odpowiedniej pozywki
W termostatowanym naczyniu pomiarowym w temperaturze 30°C. Pomiary wlasciwe
poprzedzono kalibracjg urzadzenia z wykorzystaniem podsiarczynu sodu. Do naczynia
pomiarowego podawano komorki w ilosci odpowiadajacej ODgoo/1ml =1 w przypadku
pozywki YPG, badz ODeoo/Iml=4 w przypadku pozywki YPD, irozpoczynano
rejestracj¢ zuzycia tlenu za pomocg oprogramowania Oxytrace+ (Hansatech).
Po ustabilizowaniu oddychania podstawowego, do naczynia pomiarowego podawano
kolejno 10 uM tributylocyny (TBT; inhibitor syntazy ATP) oraz 3 uM FCCP
(protonofor), w celu uzyskania odpowiednio stanu niefosforylujacego (stan 4)
i oddychania maksymalnego (stan U — ang. uncoupled; stan rozprzg¢zony). Predkos¢
zuzycia tlenu w stanie fosforylujacym (stan 3) obliczano jako réznice pomiedzy stanem

podstawowym, a stanem 4. Uzyskane wyniki normalizowano do 1 mg biatka w probie.

3.3.7.3. Pomiar st¢zenia bialka

Bezposrednio po pomiarze komorki zbierano, wirowano przy 5000 x g w 4°C
przez 5 min i przemywano buforem PBS. Osady zawieszano w roztworze zawierajagcym
100 U litykazy i 10 mM DTT i inkubowano w 30°C przez 30 min, a nastepnie lizowano
przez trzykrotne zamrazanie w -80°C i rozmrazanie w 37°C. Uzyskane lizaty wirowano
przy 8000 x g w 4°C przez 5 min. St¢zenie biatka w supernatancie mierzono przy dtugosci

fali 280 nm za pomoca spekrtofotometru NanoDrop 2000 UV/Vis.

3.3.8. Analiza wlasciwosci antyoksydacyjnych FC

Analiza poziomu RFT

Drozdze hodowano w pozywce YPD lub YPG wzbogaconej o 0,25; 0,5 lub
1 mM FC przez noc. Nastepnie komorki odwirowywano przy 5000 x g przez 5 min,
przemywano dwukrotnie buforem DPBS, po czym inkubowano buforze DPBS
zawierajacym 10 uM dioctanu dihydrodichlorofluoresceiny (H:DCF-DA, ang. 2'7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate) przez 30 min w ciemnosci. Poziom RFT w oparciu
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o intensywno$¢ fluorescencji analizowano za pomoca cytometru przeptywowego

FACSCalibur, a uzyskane dane za pomocg oprogramowania FlowJo.
Analiza 4¥m w warunkach stresu oksydacyjnego

W celu oceny wptywu FC na mitochondria drozdzy w warunkach indukowanego
stresu oksydacyjnego, zastosowano dwa podejscia. W pierwszym (ochronne), drozdze
hodowano w obecnosci 0,5 mM FC przez noc, a nastgpnie traktowano nadtlenkiem
wodoru (H202) w zakresie stezen 1-10 mM przez 2 h. W drugim (regeneracyjne)
podejsciu, komorki traktowano H>O2 w zakresie stgzen 1-5 mM przez 2 h, a nastepnie
komorki odwirowywano przy 5000 x g przez 5 min, zawieszano w $wiezej pozywce

zawierajacej 0,5 mM FC i inkubowano przez kolejng 1 h.

Komorki wirowano przy 5000 x g przez 5 min, przemywano dwukrotnie buforem
DPBS, po czym inkubowano w 30°C w buforze DPBS zawierajacym barwnik TMRE
w stezeniu 180 nM przez 30 min w ciemnosci. Intensywno$¢ fluorescencji analizowano

za pomocg cytometru przeptywowego FACSCalibur i oprogramowania FlowJo.
Analiza Zywotnosci w warunkach stresu oksydacyjnego

Analiz¢ wptywu FC na zywotno$¢ komorek w warunkach indukowanego stresu
oksydacyjnego badano przeprowadzajac test przezywalnosci na ptytkach z pozywka stala
(ang. spot assay). W tym celu, drozdze hodowano w pozywce ptynnej YPD lub YPG
w obecnosci 1 mM FC przez noc, nastgpnie mierzono gestos¢ optyczna hodowli,
rozcienczano do ODeoo = 1 i indukowano stres oksydacyjny poprzez 2-godzinng
inkubacje z 10 mM H20.. Nastepnie pobierano mala objetos¢ zawiesiny komorkowej
i dokonywano czterech kolejnych, 10-krotnych rozcienczen. Z kazdego rozcienczenia
pobierano po 5 ul, nanoszono na ptytke z pozywka statg YPD lub YPG, pozostawiano do

wchtoniecia i inkubowano przez 2 dni w 30°C.

3.3.9. Analiza zmian potencjalu blony mitochondrialnej

Drozdze hodowano w pozywce YPG, w obecnosci réznych stezen FC w zakresie
od 0,1 do 1 mM, przez noc. Nastepnie, komorki odwirowywano przy 5000 x g przez
5 min, przemywano dwukrotnie buforem DPBS, po czym wybarwiano w 180 nM
roztworze barwnika TMRE w DPBS, w 30°C przez 30 min w ciemnosci. Potencjal btony
mitochondrialnej analizowano na podstawie intensywnosci fluorescencji za pomoca

cytometru przeptywowego FACSCalibur i oprogramowania FlowJo.
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3.3.10.Wizualizacja i analiza mikroskopowa

Analizy mikroskopowe przeprowadzono z wykorzystaniem laserowego
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5 wyposazonego w laser $wiatta bialego
(470-670 nm). Zdjecia wykonywano przy uzyciu obiektywu do imersji olejowej
0 powigkszeniu 63x i aperturze 1,4 (HC PL APO 63x/1.4) oraz zastosowaniu 2- lub
2,7-krotnego powickszenia cyfrowego. Proces sekwencyjnego skanowania obrazu
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Leica LAS AF 2.7.3, natomiast analiz¢
intensywnos$ci fluorescencji, wielkosci komorek oraz dekonwolucje 3D zebranych
obrazéw za pomoca oprogramowania Leica LAS X 3.3.3. Wszystkie preparaty
mikroskopowe przygotowywano w sposob analogiczny, tj. pobierano malg objgtosé
zawiesiny komorkowej z hodowli, oddzielano od pozywki przez wirowanie
(10000 x g/5 min) i przeptukiwano dwukrotnie roztworem DPBS (500 pl), a nast¢pnie
w zaleznosci od analizy przeprowadzono barwienia wykorzystujac odpowiednie
barwniki i sondy fluorescencyjne. Wyznakowane komoérki drozdzy umieszczano na
szkietkach podstawowych ktore uprzednio pokrywano roztworem konkanawaliny A
w stezeniu 0,2 mg/ml. Konkanawalina A jest lektyng wiazacg reszty cukrowe obecne
w Scianie komoérkowej drozdzy, co umozliwia ich skuteczne unieruchomienie na
szkietkach 1 poprawe jako$ci preparatow. Nastepnie, na tak przygotowane szkietko,
nanoszono 2-5pul zawiesiny wybarwionych komorek, przykrywano szkietkiem

nakrywkowym, ktérego brzegi zabezpieczano przed wysuszaniem.

Analiza zywotnosci w dniu 14 CLS

W celu mikroskopowej analizy liczebnosci komoérek zywych i martwych
w 14 dniu analizy CLS, zastosowano podwdjne barwienie barwnikiem Hoechst 33342
I jodkiem propidyny w stezeniach odpowiednio 10 pg/ml i 7,5 ug/ml przez 15 min
w 30°C. Sekwencyjnie skanowane obrazy zbierano przy dtugosci fali wzbudzenia/emisji
405/435-480 nm dla komorek zywych (Hoechst 33342, niebieski) oraz 543/585-640 nm
dla komorek martwych (jodek propidyny, czerwony).
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Analiza A¥m, obecnosci bruzd i wielkosci komorek w dniu 14 CLS

Analize AWm oraz zobrazowanie bruzd podzialowych w 14 dniu analizy CLS,
wykonano stosujac podwojne znakowanie barwnikiem TMRE w stezeniu 180 nM przez
30 min oraz koniugatem aglutyniny z zarodka pszenicy (WGA, ang. wheat germ
agglutinin) z fluoroforem AlexaFluor 488 (Invitrogen, Waltham, MA, USA) w stezeniu
50 pg/ml przez 45 min w 30°C. Bruzdy podziatowe drozdzy zbudowane sg z chityny
bogatej w reszty N-acetyloglukozaminy, do ktorej selektywnie wigze sie WGA.
Sekwencyjnie skanowane obrazy zbierano przy dlugosci fali wzbudzenia/emisji
488/500-560 nm dla fluorescencji zielonej (bruzdy) oraz 543/570-610 nm dla
fluorescencji czerwonej (A¥m). Obrazy finalne sktadano z serii skanéw optycznych
wykonanych w osi Z (ang. Z-stack). Analize intensywnosci fluorescencji i wielkosci
komorek, przeprowadzono przez manualne wyznaczenie regiondw zainteresowania

(ROI, ang. region of interest).
Analiza 4¥m

W celu analizy zmian A¥m, po 24 h inkubacji w obecnosci FC, drozdze barwiono
barwnikiem TMRE w st¢zeniu 180 nM przez 30 min w 30°C. Sekwencyjnie skanowane
obrazy zbierano przy dlugosci fali wzbudzenia/emisji 543/570-610 nm. Obrazy finalne
sktadano z serii skandw optycznych wykonanych w osi Z. Analiz¢ intensywnosci

fluorescencji komorek przeprowadzono z zastosowaniem funkcji ROI.

3.3.11. Analiza zmian ekspresji wybranych genéow

W celu analizy zmian w poziomie ekspresji genow Ccsl, Ecl1, Fobl, Gtrl, Hap4,
Rim15, Sch9 i Sod2 we wczesnej fazie stacjonarnej, inokulum przeszczepiano na 25 ml
ptynnej pozywki YPD 1 hodowano przez ok. 8 godzin. Z uzyskanej hodowli pobierano
1 ml zawiesiny i przenoszono do 10 ml $wiezej pozywki YPD zawierajacej 0,5 lub
1 mM FC, i hodowano przez ok. 16 godzin. Nastgpnie, pobierano po 2 ml hodowli
i oddzielano komoérki od pozywki przez wirowanie przy 4000 x g przez 5 min. Osady
natychmiast zamrazano w ciektym azocie i przechowywano w -80°C do czasu izolacji.
Przygotowanie prob, izolacje RNA, odwrotng transkrypcje oraz PCR w czasie
rzeczywistym, przeprowadzono jak opisano w rozdziale 3.5. Startery zastosowane

w analizie przedstawiono w tabeli 2 (rozdziat 3.5.6).
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3.4.Model mysi
3.4.1. Zwierzeta doswiadczalne

W doswiadczeniach wykorzystano czarne myszy laboratoryjne (Mus musculus),
samce szczepu wsobnego C57BL/6J, pozyskane z Charles River Laboratories (Francja).
Pula myszy wykorzystanych w badaniach obejmowata 160 samcéw podzielonych na

grupy ze wzgledu na wiek eksperymentalny i podawany zwiazek (tab. 1).

Wszystkie do$wiadczenia na zwierzetach wykonano zgodnie z procedurami

zatwierdzonymi przez Lokalng Komisj¢ Etyczng (LKE) w Poznaniu (zgoda nr 63/2018).

3.4.2. Hodowla zwierzat

Zwierzgta hodowano w Zwierzetarni Centrum Zaawansowanych Technologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w pomieszczeniach bytowych
0 $cisle okreslonych, statych warunkach, tj. temperaturze 22 + 2°C, wilgotnosci powietrza
55-60%, w cyklu dobowym z fazg aktywna (ciemng) mi¢dzy godzing 7:00 a 19:00.
Zwierzgta trzymano po maksymalnie 5 osobnikéw w wentylowanych klatkach
0 powierzchni 55 cm?, z nieograniczonym dostepem do wody pitnej i pozywienia (ad
libitum).

3.4.3. Podzial na grupy i plan eksperymentu

Myszy zostaty podzielone na 4 grupy liczace po 30 osobnikéw. Dwdém grupom
podawano rozpuszczang w czystej wodzie pitnej FC w dawkach: 0,05 mg/g masy
ciata/dzien (grupa FC1) oraz 0,1 mg/g masy ciata/dzien (grupa FC2), a jednej kinetyne
w dawce 0,0027 mg/g masy ciata/dzien. Odwazong ilo$¢ kinetyny rozpuszczano w 500 pl
99,5% kwasu octowego i dodawano do koncowej objetosci czystej wody pitnej
(1750 ml). Grupie kontrolnej podawano czysta wodg pitna. Ilos¢ zwigzkow obliczano na
podstawie $redniej masy ciata wszystkich osobnikow w grupie. WSszystkie grupy
zestawiono w tabeli 1. Podawanie zwigzkow z wodg pitng rozpoczeto w 14. miesigcu
zycia zwierzat (wiek $redni) i kontynuowano do 20. miesigca zycia (wiek starczy,
6 miesigcy suplementacji zwigzkami), wymieniajac wod¢ ze zwigzkami raz w tygodniu.
Przez caty okres trwania eksperymentu monitorowano ilo$¢ wypijanej wody oraz co dwa
tygodnie wazono zwierzeta. Po zakonczeniu suplementacji, zwierz¢ta poddawano
analizie skladu ciala i testom behawioralnym, terminowano i pobierano tkanki do

dalszych analiz.
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Dodatkowe grupy kontrolne, liczace po 20 osobnikoéw, stanowily myszy w wieku

61 12 miesigcy (grupy K6 i K12).

Tabela 1. Podzial myszy na grypy eksperymentalne.

Grupa Wiek [mies.] Liczba Srednia masa Podawany zwigzek Dawka/dzien
Rozpoczecie Zakonczenie osobnikow (N) ciala [g] [ma/g]
K/K20 14 20 30 34,62 +3,8 -
FC1 14 20 30 3441422 FC 0,05
FC2 14 20 30 3494 +2,0 FC 0,1
Kin 14 20 30 37,55+23 Kinetyna 0,0026
K6 6 6 20 27,72+1,5 ---
K12 12 12 20 3155+1,8 -

3.4.4. Testy behawioralne
3.4.4.1. Test pretéow statycznych (staticrod)

Test pretow statycznych (ang. staticrod) przeprowadzono wykorzystujac system
4 drewnianych pretow o dlugosci 60 cm i $rednicy 35, 25, 21 i 17 mm, umieszczonych
na specjalnej pdice, 60 cm nad poditogg. Powierzchnia pod prgtami zabezpieczona zostata
materacem amortyzujacym ewentualne upadki, a potka wylozona $cidtka jako elementem
zachecajgcym dla myszy. Zwierze umieszczano na wolnym koncu preta, w kierunku
przeciwnym do celu (poiki). Mierzono czas obrotu zwierzecia oraz czas przejscia przez
pret do celu. Test przeprowadzano w dwoch nastepujacych po sobie dniach. Pierwszy

pret (35 mm), traktowano jako treningowy 1 nie uwzgledniano go w analizie.

3.4.4.2. Test biezni obrotowej (rotarod)

Test biezni obrotowej (ang. rotarod) przeprowadzono na aparacie Rotarod,
umieszczajac badanego osobnika na biezni automatycznie obracanej, z pltynnym
przyspieszeniem od 4 do 40 rpm, zgodnie z ruchem obrotow. Przyspieszenie
wprowadzano po okoto 10 s od momentu umieszczenia myszy na biezni. Wykonywano
pomiar czasu utrzymywania si¢ zwierzecia na biezni, przy czym za wynik maksymalny
uznawano 300 s. Test przeprowadzono w trzech podejsciach, z zachowaniem min. 1 h
przerwy na odpoczynek pomiedzy seriami, W trzech nastepujacych po sobie dniach.
Pierwsze dwa dni uznawano za dni treningowe, a do oceny koordynacji ruchowej
I odpornosci na zmeczenie brano pod uwagg rezultaty z trzeciego dnia. Wyniki ze

wszystkich trzech dni postuzyty do analizy zdolno$ci uczenia si¢ zwierzgcia.
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3.4.4.3. Test sily chwytu

Site chwytu (ang. grip strength) myszy mierzono za pomoca urzadzenia
sktadajacego si¢ z metalowej, liczacej 5 szczebli drabinki, podtaczonej do rejestratora sity
dziatajacej na drabinkg¢. Zwierz¢ chwytano w poblizu nasady ogona, pozwalano na chwyt
pierwszego szczebla, a nastepnie ptynnym ruchem przeciggano przez kolejne szczeble
drabinki. Rejestrowano sile, z jaka zwierze chwytalo poszczegdlne szczeble. Test
wykonywano w 7 kolejnych powtdrzeniach, dwa pierwsze traktujac jako trening. Wyniki

z pigciu kolejnych powtdrzen usredniano i poddawano analizie.

3.4.4.4. Testzlewkowy

W celu oceny sktonnosci myszy do eksploracji, wykonywano test zlewkowy.
W tym celu, mysz umieszczano w przezroczystej, szklanej zlewce o objetosci 1 |
| wymiarach okoto 11 x14 ¢cm, w miejscu wolnym od elementow mogacych rozpraszac
mysz. W trakcie 3 minut trwania testu, liczono liczbe ruchéw pionowych myszy, podczas
ktorych mysz stoi wytacznie na tylnych konczynach, a przednimi opiera si¢ o Sciang

zlewki.

3.4.45. Test aktywnosci lokomotorycznej przy uzyciu klatki ActiMot

Ocen¢ aktywnosci lokomotorycznej w trzech wymiarach (0§ X-Y-Z)
przeprowadzono przy uzyciu klatki ActiMot (TSE Systems Inc.). Pojedyncze zwierze
umieszczano w klatce 1 przez kolejne 24 godziny rejestrowano aktywnos¢
lokomotoryczng oraz eksploracje terenu za pomoca wbudowanej w klatke
trojwymiarowej siatki czujnikdw opartych o $wiatlo podczerwone, umozliwiajacej
wykrywanie ruchow poziomych (przebyty dystans, szybkos¢) i pionowych (eksploracja)
z wysokg rozdzielczoscig przestrzenng i czasowg. Na podstawie zebranych danych

analizowano aktywno$¢ zwierzecia za dnia i w nocy.
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3.4.5. Analiza skladu ciala

Analizie sktadu ciata poddano 10 losowo wybranych osobnikéw z kazdej grupy
eksperymentalnej przy uzyciu analizatora laboratoryjnego Bruker MiniSpec LF 90 II
dziatajacego w oparciu o technologi¢ rezonansu magnetycznego TD-NMR (NMR
w domenie czasu). Badanie przeprowadzono we wspotpracy z prof. dr hab. Agata
Chmurzynska z Katedry Zywienia Czlowieka i Dietetyki Wydzialu Nauk o Zywnosci
i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Przeprowadzona analiza
pozwolita na okreslenie masy tkanki thuszczowej oraz mi¢sniowej badanych osobnikdw.
Ponadto, dane postuzyly do wyznaczenia stosunku masy mig¢sniowej [mg] do catkowitej

masy ciala [g].

3.4.6. UsSmiercanie zwierzat i pobranie tkanek

Myszy usmiercano poprzez podanie $rodka znieczulajacego — izofluranu w dawce
powyzej 5%. Po uspieniu zwierzgcia sprawdzano brak odruchow testem refleksu
konczyn, $wiadczacy o stanie glebokiej anastezji, a nastepnie otwierano powtoki ciata od
strony brzusznej, pobierano krew przezsercowo oraz mocz bezposrednio z pecherza.
W celu dalszej izolacji komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC,
ang. peripheral blood mononuclear cell), krew z czgéci osobnikéw pobierano do
probowek z heparyng sodowg (BD) jako antykoagulantem. Krew pobrang od pozostatych
osobnikoéw przenoszono do probowek typu Eppendorf i pozostawano na godzing w celu
naturalnej koagulacji, nastgpnie wirowano przez 10 min przy 3000 rpm, a uzyskang
surowice zachowywano do analiz biochemicznych. W kolejnym etapie pobierano organy:
mozg, serce, watrobe, nerki, sledzion¢ oraz fragment migsnia szkieletowego konczyny
dolnej (tydka). W przypadku czg$ci osobnikéw przeprowadzono selektywna dysekcje
mozgu w celu wyodrebnienia kory mézgowej, prazkowia, hipokampu, migdzymoézgowia
1 mozdzku. Pobrane organy i tkanki natychmiast mrozono w ciektym azocie, a nastepnie

przechowywano w -80°C do czasu dalszych analiz.
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3.4.7. Homogenizacja tkanek

Fragmenty gleboko mrozonej tkanki homogenizowano przy uzyciu
homogenizatora kulkowego TissueLyser 11 (QIAGEN), w wymrozonych w —80°C
adaptorach, przeprowadzajac dwa cykle homogenizacji z czg¢stotliwoscia 30 Hz przez
30s. Procedur¢ przeprowadzano utrzymujac stan glebokiego zamrozenia tkanki.

Sproszkowane tkanki przechowywano w -80°C do dalszych analiz.

3.4.8. Oznaczanie obecnosci FC w mo6zgu

Niewielka ilo$¢ zhomogenizowanej tkanki (okoto 50 mg; rozdziat 3.4.7)
pobierano do probéwki typu eppendorf i sonikowano na lodzie w 60% metanolu,
w 3 cyklach po 15 s, przy 75% amplitudzie drgan fal dzwiekowych za pomocg urzadzenia
Vibra-Cell™ (Sonics & Materials, Inc.), zachowujac 1 min przerwy migdzy cyklami.
Nastepnie wirowano przy 10000 x g przez 5 min w 4°C, supernatant przenoszono do
nowej probowki i osuszano za pomocg urzadzenia Eppendorf 5301 Vacufuge
Concentrator. Analize obecnosci FC w uzyskanych osadach przeprowadzano za pomoca
wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
w Pracowni NRM Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.

3.4.9. Analiza parametrow biochemicznych krwi

Uzyskang surowice krwi poddawano analizie biochemicznej, w celu oznaczenia
stezenia glukozy, kreatyniny, cholesterolu catkowitego oraz lipoprotein o wysokiej
(HDL) i niskiej (LDL) ggstosci. Oznaczenia zostaly wykonane w laboratorium
analitycznym Zwierzetarni  Centrum Zaawansowanych Technologii  Uniwersytetu

im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
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3.4.10.Oznaczanie markerow CD4/CDS§

3.4.10.1. lzolacja PBMC

Izolacje PBMC przeprowadzano wg protokotu:

e krew pobrang do proboéwek z heparyng sodowa (okoto 1 ml) rozcienczano
w stosunku 1:1 z buforem DPBS i mieszano przez tagodne odwracanie

probowki

e na dno 5 ml probowki typu Eppendorf pipetowano 3 ml odczynnika
Histopaque-1077 (Sigma) tak, by unikng¢ zbe¢dnego kontaktu ze $ciankg

probowki

e rozcienczong krew (okoto 2 ml) ostroznie nanoszono na odczynnik

Histopaque-1077 tak, by unikng¢ mieszania si¢ warstw

e wirowano przy 350 x g przez 30 min w temperaturze pokojowej, z wytaczong

opcja hamowania rotora, w celu rozdzielenia sktadnikéw krwi
e zbierano osocze (gorna warstwa) i przechowywano w -80°C do dalszych analiz

e Ostroznie zbierano zawierajacag PBMC interfaze tak, by nie pobra¢ odczynnika

Histopaque znajdujacego si¢ ponizej
e dodawano 3 ml buforu DPBS i wirowano przy 350 x g przez 8 min

e supernatant odrzucano, a osad komorkowy przemywano 3 ml DPBS,

wirowano przy 350 x g przez 8 min

e supernatant odrzucano, a osad komorkowy przemywano 3 ml DPBS,

wirowano przy 100 x g przez 10 min

® 0czyszczone komorki PBMC niezwlocznie znakowano

immunofluorescencjnie w celu analizy cytometrycznej
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3.4.10.2. Znakowanie PBMC i analiza cytometryczna

Subpopulacje limfocytow z wyizolowanych PBMC oznaczano za pomocg
cytometrii  przeptywowej. Zastosowano przeciwciala skierowane przeciwko
powierzchniowym antygenom rdéznicowania komorkowego (CD, ang. cluster of
differentiation), w celu oznaczenia catkowitej populacji limfocytow T (komorki CD3+)
oraz populacji limfocytow T pomocniczych (CD3+/CD4+) i cytotoksycznych
(CD3+/CD8+). Znakowanie PBMC wykonywano bezposrednio po izolacji. Komorki
dwukrotnie przemywano 200 pl buforu Gabi (BD), a nastgpnie barwiono w 50 ul buforu
z dodatkiem 0,5 pl odczynnika Fc Block™ (BD) oraz przeciwciat w odpowiednim
rozcienczeniu: CD3-FITC (1:10), CD4-APC (1:20) i CD8-PerCP (1:100) przez 30 min
na lodzie. Nastepnie komorki wirowano przy 300 x g w 4°C przez 5 min i analizowano

za pomocg cytometru przeptywowego FACSCallibur (BD).

3.5. Analizy z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym

3.5.1. lzolacja RNA

Izolacj¢ RNA z drozdzy przeprowadzano w sposob nastepujacy: bezposrednio
przed izolacja, w celu strawienia $ciany komodrkowej drozdzy, osady zawieszano
W roztworze zawierajgcym 100 U litykazy i 10 mM DTT, i inkubowano w 30°C przez
30 min. Uzyskane sferoplasty wirowano przy 3000 x g przez 5 min w 4°C, a nastgpnie
lizowano w obecnosci 1 ml odczynnika Extrazol (Blirt) przy jednoczesnym,

kilkukrotnym pipetowaniu. Inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie izolowano RNA wg standardowego protokotu:

e Do lizatow dodawano 200 pl chloroformu, energicznie wytrzgsano i inkubowano
przez ok. 3 min w temperaturze pokojowej

e Wirowano przy 12000 x g przez 15 min w 4°C, w celu separacji faz

e (Gorng faze wodng zbierano, przenoszono do nowych probéwek 1 wytrgcano z niej
RNA poprzez dodanie 500 pl izopropanolu. Proby inkubowano przez 10 min na
lodzie

e Wirowano przy 12000 x g przez 10 min w 4°C

e Supernatant odrzucano, osady przemywano 1 ml zimnego 75% etanolu

e Wirowano przy 7500 x g przez 5 min w 4°C

e Supernatant odrzucano, osady suszono i rozpuszczano w ddH.O
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3.5.2. Analiza ilo$ciowa i jakoSciowa RNA

Stezenie uzyskanego roztworu RNA mierzono przy dtugosci fali 260 nm za
pomocg spekrtofotometru NanoDrop 2000 UV/Vis. Jakos$¢ preparatdéw oceniano poprzez
rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem odczynnika Sybr™
Safe DNA gel stain (Sigma). Do kieszonek naktadano 1 pg RNA w objetosci 10 ul wody
wolnej od nukleaz i dodatkiem 2 pl bufor obcigzajacego 6x (A&A Biotechnology).
Rozdziat prowadzono w buforze TBE, przy natezeniu 75 mA 1 napi¢ciu 300 V przez

30 min. Jako$¢ RNA oceniano przy uzyciu aparatu Azure c600 (Azure Biosystems).
3.5.3. Oczyszczanie RNA z zanieczyszczen DNA

Uzyskane preparaty RNA oczyszczano z pozostato§ci DNA poprzez trawienie
DNazg I przy pomocy zestawu DNA-free DNA Removal Kit (Invitrogen), wedlug
protokotu:

e Przygotowywano proby RNA o stezeniu 5 pug na 49 ul

e Dodawano 5,5 pl buforu do DNazy oraz 1 ul DNazy 1. Proby inkubowano przez
25 minw 37°C

e DNazg inaktywowano poprzez dodanie 5,5 pl DNase inactivation reagent
i inkubowano przez 3 min w temperaturze pokojowej

e Wirowano przy 10000 x g przez 1,5 min

e Supernatant, zawierajacy RNA, przenoszono do §wiezej probowki

3.5.4. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji  przeprowadzono przy uzyciu zestawu
odczynnikow Transcriptor First-Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). W tym celu,
Z oczyszczonego materialu RNA pobierano objetos¢ odpowiadajaca 500 ng RNA
| przeprowadzano reakcje z wykorzystaniem starterow w postaci losowych sekwencji
heksamerowych,  zgodnie  z zaleceniami  producenta. = Uzyskany =~ cDNA
(ang. complementary DNA) wykorzystywano jako matryce W dalszej analizie PCR

W czasie rzeczywistym (rozdziat 3.5.5).
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3.5.5. Analiza zmian ekspresji genow oraz stosunku mtDNA:nDNA

Wptyw FC na zmiany ekspresji wybranych genéw oraz stosunek
mitochondrialnego DNA (mtDNA) do jadrowego DNA (nDNA) analizowano metodg
fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) przy uzyciu
termocyklera LightCycler 480 Il (Roche), sond fluorescencyjnych UPL (UPL Probes,
Roche) i zestawu odczynnikéw LightCycler 480 probe master (Roche) na 96-dotkowych
ptytkach. Startery specyficzne dla kazdego genu zaprojektowano za pomoca
oprogramowania ProbeFinder (Roche) i zostaty przedstawione w Tabela 2. Mieszaniny
reakcyjne przygotowywano zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje przeprowadzano

w nastgpujacych warunkach:

Temperatura Czas Liczba cykli
94°C 10 min 1
94°C 0:15 min
60°C 0:30 min 45
72°C 0:15 min
40°C 2 min 1

Wzgledny poziom zmiany ekspresji badanych genéw obliczano przy uzyciu

oprogramowania Roche LightCycler 480 Software i normalizowano wzglgdem genow
referencyjnych (tab. 2). Krzywe wzorcowe uzyskano przez amplifikacje serii

dwukrotnych rozcienczen cDNA.

Stosunek MtDNA:nDNA w komorkach inkubowanych z FC i kontrolnych,

obliczano na podstawie wartosci Ct wg Wzoru:

AACt = ACt(komérki inkubowane z FC) — ACt(komérki kontrolne)

Gdzie;
ACt = Ct(mtDNA) — Ct(nDNA)
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3.5.6. Startery zastosowane w analizach

Tabela 2. Lista starteréw uiywanych do analizy PCR w czasie rzeczywistym.

Model komérkowy
Gen Starter przedni (5°-3’) Starter wsteczny (5°-37) UPL
COX1 CGCATGAGCTGGAGTCCTAG CAAATGCATGGGCTGTGACG 20
(mtDNA)
ND2 TAAACTCCAGCACCACGACC CAAAAAGCCGGTTAGCGGG 55
(mtDNA)
HK2 TGGTGTTAGGAAAGTCGCCC CCACAGGTCATCATGGTCCC 76
(nDNA)
Model drozdzowy
Gen Starter przedni (5°-3’) Starter wsteczny (5°-3”) UPL
CCs1 TGAACCACCCAGAAAACGA GCAATGACTCCCAGAAATGAG 69
ECL1 AATAAGTTATATTGCTCCGAAGATTGT TTTTATGCAAGTGGGATAATAATTTCT 161
FOB1 CGAAACGTAAACCTGTGCAA CTCTCTTAGTCTCAAACTTGGCATT 85
GTR1 AAGATGGATCTTGTTCAGTTGGA CAGGTTTTTCATCATGATTTGG 17
HAP4 TCAGGATGAAAGCGCTGATT AGCCAAAGTGATTTCTGAACCT 9
RIM15 TTTCCCTCCTTGATATTTCTCG TCGAATTTGTGGGATTTGCT 63
SCH9 TTGGGATCTCACTCGGAATTA GGATACAGTCTAACTTGGCCTAAGAA 44
SOD2 AAACCACTGTCTATTCTGGGAAA CTCGTCGATTGCCTTTGC 36
ACT1* TTCCAGATGGTCAAGTCATCA AAACAGAAGGATGGAACAAAGC 45
ALG9* CAAGAGCATGCTTAGGCTTTTT CCCGGATTAAACAATTGGAA 27
TAF10* GAGGAGATTCTAGAGATGATGGACA AGTCTATTACTGCATCGGGAATG 63
TFC1* CTCAAATGCCATAGAGGAGGA TGGCGCCATTATCATCAAA 9
UBC6* AGGCTCACAAGAGATTGACGA GGGCGAGCAAGAATATATGG 31

*Geny referencyjne

3.6.1zolacja DNA

o Sklad buforu lizujgcego:
100 mM NaCl
10 mM EDTA
0,5% SDS
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)

Przygotowanie materiatu:

e Linie komérkowe: Komoérki lizowano bezposrednio na dotkach hodowlanych
w 600 pl buforu lizujacego z dodatkiem proteinazy K (0,3 mg/ml) przez 1 h
w 55°C.
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Tkanki mysie: Niewielka ilos¢ zhomogenizowanej tkanki (okoto 10 mg; rozdziat
3.4.7) pobierano do probowki typu eppendorf i poddawano lizie w 600 pl buforu
lizujacego z dodatkiem proteinazy K (0,3 mg/ml) przez 3 h w 55°C.

Protokot izolacji:

Lizaty inkubowano w 95°C przez 5 min w celu inaktywacji proteinazy K.

Usuwano RNA poprzez inkubacje z RNazg A o stezeniu koncowym 50 pg/ml
w 37°C przez 30 min.

Biatka strgcano za pomocg 300 ul 7,5 M octanu amonu i wirowano przy 15000 x ¢

przez 15 min.

W celu wytragcania DNA, do supernatantu dodawano 630 pl izopropanolu
I wirowano przy 15000 x g przez 15 min.

Uzyskany osad DNA przemywano 1 ml zimnego 70% etanolu i wirowano przy
15000 x g przez 10 min w 4°C.

Osad suszono i rozpuszczano w H»0.

3.7.Hydroliza DNA

Hydroliz¢ DNA przeprowadzano wg protokotu:

DNA rozpuszczano w 200 ul buforu reakcyjnego (40 mM octan sodu;
0,1 mM ZnCly; pH 5,3) i dodawano 10 pl roztworu nukleazy P1 (3 pg/ul).

Inkubowano przez 3 h w 37°C.
Dodawano 30 pl 1 M Tris-HCI, pH 8,01 5 ul roztworu 1,5 U fosfatazy alkalicznej
Inkubowano przez 1 h w 37°C.

Hydrolizat DNA filtrowano przy uzyciu filtrow o punkcie odciecia 10 kDa
(Amicon ®, Merck).
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3.8.1zolacja bialka

Izolacje biatka z tkanki mie$ni szkieletowych myszy przeprowadzano wedtug

schematu:

o Niewielka ilos¢ zhomogenizowanej tkanki (ok. 30 mg) zawieszano w 1 ml buforu
PBS

e Proéby sonikowano na lodzie w 3 cyklach po 15 s, przy 75% amplitudzie drgan fal
dzwickowych za pomoca urzadzenia Vibra-Cell™ (Sonics & Materials, Inc.),

zachowujac 1 min przerwy miedzy cyklami
e Wirowano przy 12000 x g, w 4°C przez 10 min

e Stezenie biatka w supernatancie mierzono metoda Bradforda (rozdziat 3.9)

3.9. Pomiar stezenia biatka metoda Bradforda

Na 96-dotkowa ptytke nanoszono 5 pl probki, a nastgpnie dodawano 250 pl
odczynnika Bradforda. Catos¢ inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej
I mierzono absorbancje przy dlugosci fali A595 nm, za pomocg czytnika ptytek VICTOR
Nivo 5S (PerkinElmer). Stezenie biatka odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej,

otrzymanej stosujgc rozcienczenia roztworu BSA w zakresie 30-2000 pg/ml.

3.10. Procedury z wykorzystaniem HPLC
3.10.1.Oznaczanie zawartoS$ci 8-oksoguanozyny metoda HPLC-UV-ED

Zawartos¢ 8-oxodG w hydrolizatach DNA oznaczano metodg HPLC-UV
z detekcja elektrochemiczng (1260 Diode Array Detector oraz Coulochem 111
Electrochemical Detector, ESA, Inc.). Rozdzial hydrolizatéw przeprowadzano na
kolumnie Poroshell-120 (EC-C18 2,7 um) w roztworze octan amonu (50 mM,
pH 5,3)/metanol w stosunku 93:7 (0/0). Detekcj¢ guanozyny (dG) przeprowadzano przy
dhugosci fali 260 nm, z kolei 8-oxodG oznaczano przy nast¢pujacych ustawieniach
detektora elektrochemicznego: +130 mV dla detektora 1 (elektroda przesiewowa) oraz
+350 mV dla detektora 2 (elektroda pomiarowa) oraz czutosci 100 nA/V. Catkowita

zawarto$¢ 8-0xodG w genomie obliczano stosujac wzor opisany w publikacji [200].
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3.10.2.Oznaczanie zawartos$ci 5-mdC metoda HPLC-ESI/MS

Zawarto$¢ 5-mdC w hydrolizatach DNA oznaczano metoda HPLC-UV z detekcja
masow3 (6120 Quadrupole LC/MS, Agilent). Rozdziat hydrolizatow przeprowadzano na
kolumnie Poroshell-120 w temperaturze 37°C w roztworze 0,1% kwasu
mréwkowego/metanolu w stosunku 95:5 (o/0). W procesie obserwacji MS wykorzystano
zrédto ESI, analizator masy pulapki jonowej z kwadrupolem. Procentowsg zawartos¢

5-mdC w genomie obliczano stosujgc wzor 5-mdC [%] = (5-mdC/dG) x 100.

3.11. Oznaczanie poziomu karbonylacji bialek

Poziom karbonylacji biatek (PCO, ang. protein carbonyls) w probach oznaczano
metodg kolorymetryczng z wykorzystaniem 2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH, 10 mM
w 2 N HCI), wedtug protokotu [201]:

e W celu usunigcia kwasow nukleinowych, do prob biatka o stezeniu 1 mg/ml
dodawano streptomycyn¢ w stezeniu koncowym 1% i inkubowano przez 15 min.

Wirowano przy 15000 x g przez 5 min w 4°C.

e Do 500pul proby dodawano 100 ul 10 mM DNPH i inkubowano 1h

Z wytrzasaniem (300 rpm).

e Dodawano 600 pl zimnego 20% kwasu trichlorooctowego (TCA) i inkubowano

10 min na lodzie.
e Wirowano przy 10000 x g przez 5 min w 4°C.
e Osad przemywano 1 ml 10% TCA, wirowano przy 10000 x g przez 5 min w 4°C.

e Osad przemywano 1ml roztworu etanol:octan etylu (1:1), wirowano przy
10000 x g przez 5 min w 4°C.

e Powtarzano przemywanie osadu roztworami TCA i etanol:octan etylu.

e Osad osuszano przy pomocy pompy prozniowej i rozpuszczano w 500 pl 6 M

chlorowodorku guanidyny.

e Po 200 pul proby naktadano na plytke 96-dotkowa w dwoch powtdrzeniach.
Pozostata czg$¢ rozcieficzano podwodjnie i mierzono st¢zenie biatka metoda

Bradforda (rozdziat 3.9).
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Absorbancje odczytywano przy dtugosci fali A366 nm za pomocg czytnika ptytek
VICTOR Nivo 5S (PerkinElmer).

Stezenie PCO obliczano ze wzoru:

~ [106><( Abszeenm )]

nmol 22000M—1xem=1
PCO [mg bia{ka] B biatko [2‘?]
3.12. Oznaczanie poziomu peroksydacji lipidéw

Poziom peroksydacji lipidow w probach moczu, osocza krwi i migéni okreslano

poprzez kolorymetryczne oznaczanie stgzenia substancji reagujacych z kwasem

tiobarbiturowym (TBARS), wg protokotu:

Przygotowanie materiatu:

Mocz: proby rozcienczano 100-krotnie woda destylowang i wirowano przy

12000 x g. Stezenie TBARS oznaczano w supernatancie.
Osocze krwi: do oznaczen pobierano 100 ul osocza w dwoch powtorzeniach.

Tkanka mig¢$niowa: okoto 20 mg zhomogenizowanej tkanki zawieszano w 250 pl

buforu lizujgcego (rozdziat 3.6) z dodatkiem 1 mM DTT. Proby sonikowano na
lodzie w 2 cyklach po 15 sek., przy 75% amplitudzie drgan fal dzwigkowych za
pomocg urzadzenia Vibra-Cell™ (Sonics & Materials, Inc.), zachowujgc 1 min
przerwy miedzy cyklami. Nastgpnie wirowano przy 12000 x g, w 4°C przez
10 min. Pobierano 10 ul supernatantu do oznaczenia st¢zenia biatka oraz 100 pl

do analizy stezenia TBARS, w dwoch powtdrzeniach.
Kolorymetryczne oznaczenie stezenia TBARS:

Do 100 pl probki dodawano 100 ul 20% kwasu trichlorooctowego (TCA)

i inkubowano przez 15 min na lodzie.
Proby wirowano przy 10000 x g przez 15 min w 4°C.

200 pl supernatantu przenoszono do $wiezej probowki i dodawano 100 pl 1%

kwasu tiobarbiturowego (TBA).
Inkubowano w 95°C przez 20 min.
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e Préby chiodzono na lodzie. Po 150 pul przenoszono na plytke 96-dotkowa

W dwoch powtorzeniach.

e Odczytywano absorbancje¢ przy dtugosci fali A532 nm za pomoca czytnika ptytek
VICTOR Nivo 5S (PerkinElmer).

e Stezenie TBARS odczytywano wzgledem krzywej standardowej sporzadzonej

zZ rozcienczen 1,1,3,3-tetrametoksypropanu (MDA).

e W przypadku prob osocza krwi ekstraktow z migsni, wynik normalizowano do

1 mg biatka.

3.13. Analiza statystyczna

Wiekszo$¢ analiz statystycznych zebranych danych przeprowadzono za pomocag
programu GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software). Analiz¢ statystyczng danych
proteomicznych przeprowadzono za pomocg programu R 4.3.2 (The R Foundation for
Statistical Computing). W pierwszym kroku przeprowadzano analiz¢ statystyczng
opisowa, w celu uzyskana wartosci $redniej, mediany i odchylenia standardowego (SD,
ang. standard deviation). Zgodno$¢ rozktadu analizowanych zmiennych z rozktadam
normalnym testowano za pomocg testu Shapiro-Wilka. Homogeniczno$¢ wariancji
oceniano za pomocg testu Browna-Forsythea. W zaleznosci od liczby porownywanych
grup oraz spetionych zatozen (licznos¢ préb, normalno$¢ rozktadu, homogeniczno$¢
wariancji), przeprowadzano odpowiednie testy porownawcze pomigdzy grupami. W celu
poréwnania $rednich pomigdzy dwoma grupami o rozktadzie normalnym
i homogenicznej wariancji stosowano test t-Studenta dla prob niezaleznych.
W przypadku trzech lub wigcej grup stosowano analiz¢ wariancji (ANOVA).
W przypadku otrzymania istotnej wartosci wspotczynnika F, przeprowadzano testy post-
hoc: do poréwnania $rednich pomi¢dzy wszystkimi parami w badaniu stosowano test
Tukeya (homogeniczno$¢ wariancji) lub T2 Tamhane'a (heterogenicznos$¢ wariancji); do
pordéwnania Srednich grup badanych wzgledem grupy kontrolnej stosowano test Dunnetta
(homogeniczno$¢ wariancji) lub test T3 Dunnetta (heterogenicznos¢ wariancji). Dla

kazdego testu statystycznego, za istotne uznawano wartosci p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Model komérkowy
4.1.1. Wplyw FC na rozwoj starzenia replikacyjnego

Przeciwstarzeniowe wiasciwosci FC badano wykorzystujac komoérki MRC-5,
ktore jako prawidlowa linia ludzkich fibroblastow, ulegaja  Starzeniu
replikacyjnemu. W celu oceny wptywu FC na rozwoj starzenia replikacyjnego, od 10. do
16. pasazu, komorki hodowano w obecnosci 1 mM FC, co drugi pasaz oznaczajgc poziom
aktywnosci B-galaktozydazy oraz wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu
(RFT).

Aktywacja [-galaktozydazy jest najpowszechniej stosowanym markerem
starzenia. Jej aktywno$¢ oznacza si¢ wykorzystujac substraty zlozone z reszt
B-galaktozydowych, ktorych hydroliza skutkuje powstaniem barwnego produktu. Jak
pokazano na rysunku 9A, analiza cytometryczna (sonda CellEvent Senescence,
Invitrogen) pokazala, ze FC ograniczyta odsetek komorek wykazujacych aktywno$¢
B-galaktozydazy (B-gal+) w kolejnych pasazach. Po 16.pasazu, w warunkach
kontrolnych odsetek komoérek B-gal+ wynosit okoto 45%, podczas gdy w obecnosci FC
okoto 27% (rys. 9B). Obserwowany efekt zostal potwierdzony badaniem
histochemicznym, z wykorzystaniem  substratu  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galaktopiranozydu (X-gal). Na rysunku 9D przedstawiono obrazy mikroskopowe,
z widoczng zmniejszong ilo$cig niebieskiego sygnalu w przypadku komoérek po
16. pasazu 1 hodowanych w obecnosci FC wzglgdem kontroli nietraktowanej, co

wskazuje na nizszg aktywnos¢ p-galaktozydazy.

Jednoczes$nie zaobserwowano spadek poziomu wewnagtrzkomoérkowych RFT.
Analize przeprowadzono za pomoca cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem sondy
CellROX, emitujacej silng fluorescencj¢ na skutek utlenienia pod wptywem RFT. Jak
pokazano na rysunku 9C, w komoérkach hodowanych z FC, zard6wno w pasazu 14., jak
i 16., obserwowano istotnie nizszg intensywnos$¢ fluorescencji w poréwnaniu do kontroli

(~20% roznicy), co $wiadczy o obnizeniu poziomu RFT pod wptywem FC.
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Rysunek 9. Ocena wptywu FC na proces starzenia replikacyjnego fibroblastow. (A-B) Cytometryczna
analiza aktywnosci f-galaktozydazy w komorkach MRC-5. Wykres zmian odsetka komorek pozytywnych
wobec f-galaktozydazy (B-gal+) po kolejnych pasazach komérek wzgledem kontroli (A) oraz odsetek
komoérek f-gal+ w momencie rozpoczecia i zakonczenia eksperymentu (B). (C) Cytometryczna analiza
poziomu wewngtrzkomorkowych RFT po kolejnych pasazach komdrek. (D) Histochemiczna analiza
aktywnosci f-galaktozydazy na poczqtku i koricu eksperymentu. Wyniki przedstawiono jako srednia + SD
Z trzech powtérzen biologicznych. Kolorem szarym oznaczono kontrole (K), a kolorem czerwonym komdorki
hodowane z FC. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: ns — brak istotnosci, (****) p < 0.0001.

4.1.2. Wplyw FC na komorki postarzone

Zmniejszenie odsetka komorek starzejagcych sie moze by¢é zwigzane
wlasciwo$ciami senolitycznymi zwigzku, a wiec z ich selektywnym usuwaniem, badz
senomorficznymi, ograniczajacymi fenotyp starzeniowy i jego rozprzestrzenianie na inne
komorki. W celu ustalenia charakteru dziatania FC, przeprowadzono eksperymenty na
postarzonych komoérkach MRC-5, inkubowanych w standardowych warunkach
I w obecnosci 1 mM FC przez 72 h. Komorki do 10. pasazu uznano za mtode, z kolei po

16. pasazu za postarzone.
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Jak pokazano na rysunku 10, 72 h inkubacja z 1 mM FC nie ograniczyta liczby
komorek B-gal+ w pdznych pasazach zardéwno w tescie cytometrycznym (rys. 10A-B),
jak i histochemicznym (rys. 10C). Nie zauwazono réwniez wplywu zwigzku na
zywotno$¢ postarzonych komorek w tescie MTT (rys. 10D).
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Rysunek 10. Wplyw FC na aktywnosé¢ B-galaktozydazy i iywotnosé komdrek postarzonych. (A-B)
Cytometryczna analiza wptywu FC na aktywnosci p-galaktozydazy w postarzonych (>p.16) komorkach
MRC-5. Reprezentatywny histogram (A) oraz sredni odsetek komérek -gal+ (B). (C) Histochemiczna
analiza aktywnosci f-galaktozydazy w komérkach po 18. pasazu. (D) Analiza wpbywu FC na zZywotnosé
komorek postarzonych w tescie MTT. Wyniki przedstawiono jako Srednia + SD 7 trzech eksperymentow.
Kolorem szarym oznaczono kontrole, a kolorem czerwonym komorki inkubowane z FC. Brak istotnosci
statystycznej wzgledem kontroli.

W nastepnym kroku zbadano, czy FC wplywa na stres oksydacyjny 1 uszkodzenia
DNA, co nalezy do cech starzenia. Jak pokazano na rysunku 11A, inkubacja z FC
ograniczyta ponad dwukrotnie akumulacje markera oksydacyjnych uszkodzen DNA,
jakim jest 8-oxodG, w komorkach postarzonych. Rowniez poziom fosforylowanego
histonu H2AX (yH2AX) ulegt redukcji o okoto 20% (rys. 11B), co $wiadczy o nizszym
poziomie nagromadzenia pgknig¢ DNA. W obu przypadkach, efekt nie byl widoczny

w komorkach miodych.
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Rysunek 11. Wplyw FC na poziom szkodzen DNA W komdérkach. (A) Analiza poziomu
8-oksodeoksyguanozyny (8-oxodG) wykonana za pomocqg HPLC. (B) Cytometryczna analiza poziomu
histonu y-H2AX. Wyniki przedstawione jako Srednia + SD z trzech eksperymentow. Istotnosé statystyczna
wzgledem kontroli: (ns) — brak istotnosci, (****) p < 0.0001.

4.1.3. Wplyw FC na funkcjonowanie mitochondriow

Wraz z wiekiem obserwuje si¢ postgpujaca dysfunkcje mitochondridow, co jest
jedna z antagonistycznych cech starzenia. Zwigzana jest ona m.in. z utratg potencjatu
btony mitochondrialnej (A¥m), co skutkuje obnizong wydajnoscig energetyczng oraz
moze by¢ sygnatem do apoptozy lub wzmozonej produkcji RFT. Zwigzane ze starzeniem
Zmiany potencjatu btony mitochondrialnej w komoérkach MRC-5 1 wptyw FC na to
zjawisko, monitorowano wykorzystujac ratiometryczng sond¢ JC-1 1 cytometri¢
przeptywowa. Sonda JC-1 lokuje si¢ w mitochondriach komoérek w sposob zalezny od
potencjalu, formujgc emitujgce czerwong fluorescencje agregaty w mitochondriach
0 wysokim AYm. W przypadku mitochondriow o niskim A¥m, JC-1 pozostaje w formie
monomeru i emituje zielong fluorescencj¢. Zaobserwowano, ze komorki mtode
(pasaz 10.) odznaczajg si¢ niskim stosunkiem monomerow do agregatow (< 0,2), z kolei
w komorkach postarzonych (pasaze 15. i 20.) warto$¢ tego stosunku kilkukrotnie wzrasta,
co wskazuje na postepujaca depolaryzacje btony mitochondrialnej (rys. 12). Inkubacja
z1mM FC znaczaco ograniczyla to zjawisko, istotnie redukujac warto$¢ stosunku

monomerdw do agregatdéw w komdrkach w poznych pasazach.
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Rysunek 12. Analiza wplywu FC na potencjat blony mitochondrialnej komoérek MRC-5. Zmiany
potencjatu blony mitochondrialnej oceniano za pomocq sondy JC-1 i cytometrii przeplywowej.
(A) Reprezentatywne wykresy dwuwymiarowe przedstawiajqce rozklad monomerow (zielone punkty) oraz
agregatow (czerwone punkty) w komorkach po 10., 15. lub 20. pasazu. Protonofor CCCP zastosowano jako
kontrolg pozytywngq. (B) Stosunek monomeréw do agregatow po poszczegolnych pasazach w kontroli (Szare
stupki) oraz po inkubacji z FC (czerwone stupki). Dane przedstawione jako srednia + SD z trzech
eksperymentow. IstotnosS¢ statystyczna wzgledem kontroli: (ns) — brak istotnosci, (****) p < 0,0001.

W nastgpnym etapie badano wplyw FC na oddychanie komérkowe. W tym celu,
mlode oraz postarzone komorki MRC-5 hodowano przez 48 lub 72 h w obecnosci
1 mMFC 1 rejestrowano poziom zuzycia tlenu za pomoca analizatora Seahorse.
Zastosowanie stresorow mitochondrialnych — oligomycyny, FCCP oraz mieszaniny
antymycyny A irotenonu, pozwolito na ocen¢ poziomu odpowiednio: przecieku
elektronéw (stan 4), oddychania maksymalnego (stan U) oraz niemitochondrialnego
zuzycia tlenu (ROX, ang. residual oxygen consumption). Wykazano, ze FC obniza
poziom zuzycia tleniu przez komorki w sposob zalezny od czasu inkubacji 1 wieku
komorek (rys. 13). W przypadku mtodych komorek, nie zaobserwowano zmian po 48 h
inkubacji (rys. 13A), zauwazono jednak obnizenie poziomu oddychania podstawowego
po 72 h inkubacji z FC, o okoto 20% wzgledem kontroli (rys. 13B). Z kolei w przypadku
postarzonych komorek, po 48 h inkubacji z FC odnotowano istotne, okoto 20% obnizenie
wartosci oddychania maksymalnego wzgledem kontroli (rys. 13C), ktére po 72 h
wynosito juz okoto 35%, podobnie jak wartos¢ oddychania podstawowego (rys. 13D).
Mimo braku istotnos$ci statystycznej, zaobserwowano rowniez trend obnizenia wartosci
pozostatych parametréw oddechowych, co sugeruje zmniejszenie aktywnos$ci

metabolicznej komorek.
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Rysunek 13. Analiza wplywu FC na oddychanie komdérkowe. Pomiar oddychania komodrkowego
fibroblastow MRC-5 wykonano za pomocq urzqdzenia Seahorse. Miode komorki (pasaz < 10) inkubowane
przez 48 (A) i 72 (B) h z FC oraz postarzone (pasaz > 16) inkubowane przez 48 (C) i 72 (D) h z FC. Na
lewych panelach przedstawiono uzyskane wykresy zuzycia tlenu. Kolorem czarnym zaznaczono kontrole,
a kolorem czerwonym FC. Na prawych panelach przedstawiono zmiang wartosci poszczegolnych stanow
oddechowych po inkubacji z FC wzgledem kontroli. AA/Rot — antymycyna A i rotenon. Podst. — oddychanie
podstawowe. ROX — oddychanie niemitochondrialne. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (ns) — brak
istotnosci, (*) p < 0,05, (***) p <0,001.
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W zwigzku z obserwowanym obnizonym poziomem oddychania komoérek pod
wplywem FC, w nastepnej kolejnosci zbadano zawarto$¢ mitochondriow w komorkach
po 72 h inkubacji ze zwigzkiem. W tym celu wykonano analize¢ masy mitochondriow,
wykorzystujgc immunofluorescencyjne znakowanie biatkka VDACI1 1 wizualizacje
mikroskopowa oraz analiz¢ liczby kopii mitochondrialnego (mtDNA) wzgledem
jadrowego DNA (nDNA) przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym (QPCR). VDACL jest
biatkiem tworzacym glowny kanat zewnetrznej btony mitochondrialnej, co umozliwia
precyzyjng wizualizacje mitochondriow w komoérkach. Jak pokazano na rysunku 14A,
sygnal zielonej fluorescencji, pochodzacej od wyznakowanego biatka VDACI, jest
wyraznie nizszy w probie inkubowanej z FC, co moze $wiadczy¢ o mniejszej masie
mitochondriow niz w kontroli. Analiz¢ gQPCR przeprowadzono stosujac jako matryce
DNA, ktory wyizolowano z postarzonych komoérek inkubowanych z FC i kontroli.
Amplifikowano fragmenty genow podjednostki 1 oksydazy cytochromu ¢ (COX1) oraz
podjednostki 2 dehydrogenazy NADH 2 (ND2), kodowanych przez mtDNA, i okreslano
ich zawarto$¢ w stosunku do genu heksokinazy 2 (HK2), kodowanego przez nDNA.
W przypadku komorek inkubowanych z FC, zaobserwowano blisko dwukrotny spadek
stosunku mtDNA do nDNA wzgledem kontroli, co §wiadczy o zredukowanej liczbie
kopii mitochondrialnego DNA w tych komodrkach. Zatem, w przypadku obu analiz
zaobserwowano spadek poziomu markeréw, mogacych $wiadczy¢ o liczbie

mitochondriow w komorkach.
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Rysunek 14. Wplyw FC na zawartos¢ mitochondriow w postarzonych fibroblastach. (A) Analiza
zawartosci mitochondriow na podstawie immunofluorescencyjnego znakowania mitochondrialnego biatka
VDACI (kolor zielony) w komorkach postarzonych traktowanych FC i w kontroli (K). Jgdra komorkowe
wybarwiono za pomocq Hoechst (kolor niebieski). (B) Stosunek kopii mitochondrialnego (mtDNA) do
Jjadrowego DNA (nDNA) w komdrce okreslono metodg gPCR. Zastosowano dwa geny mitochondrialne,
COXI i ND2, oraz jgdrowy HK2. Wyniki przedstawiono wzgledem kontroli nietraktowanej (K) jako sredniq
+ SD z trzech eksperymentow. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01.
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Spadek poziomu oddychania komoérkowego oraz liczby mitochondriow moze
prowadzi¢ do upo$ledzenia bioenergetyki komorek. Z tego wzgledu, przeprowadzono
analiz¢ poziomu ATP w komorkach, po inkubacji przez 48 lub 72h z 1 mM FC.
Oznaczenie przeprowadzono metoda luminescencyjna wykorzystujac komercyjnie
dostepny zestaw odczynnikow (Thermo Fisher Sceintific). Jak pokazano na rysunku 15,
komorki inkubowane z FC, odznaczaty si¢ istotnie wyzszym poziomem ATP niz komorki
kontrolne. W przypadku 48 h inkubacji zaobserwowano wzrost 0 okoto 60%,
a w przypadku 72 h ekspozycji o okoto 90%, wzgledem kontroli. Wyniki wskazuja wiec,
ze mimo redukcji liczby mitochondriéw i1 poziomu oddychania komérkowego, nie doszto

do obnizenia stezenia ATP w komoérkach.
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Rysunek 15. Analiza wplywu FC na poziom ATP w komdérkach. Komorki inkubowano z FC przez 48
(czerwono-biaty stupek) lub 72 h (czerwony stupek) z 1 mM FC. Poziom ATP oznaczano metodg
luminescencyjng. Wyniki przedstawiono wzgledem kontroli nietraktowanej (K, szary stupek) jako srednig
+ SD z trzech eksperymentow. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****)
p <0.001, (****) p < 0.0001.

73



WYNIKI

4.1.4. Analiza Western blot bialek mitochondrialnych

Ze wzgledu na obserwowany wplyw FC na obnizeniec poziomu oddychania
komoérkowego i zawarto$ci mitochondriow w komorkach, przeprowadzono analizg
poziomu wybranych biatek zaangazowanych w homeostaz¢ mitochondriéw za pomoca
metody Western blot. Oznaczono poziom glownych biatek zewngtrznej blony
mitochondrialnej (VDAC1, TOMMZ20), oraz biatek zaangazowanych w procesy
autofagii, w tym mitofagii (LC3, BECLIN1, p62) i dynamiki mitochondriow (MFN2,
NRF1), w komorkach inkubowanych z 0,5 i 1 mM FC. Uzyskane wyniki przedstawiono
na rysunku 16. Zgodnie w poprzednimi eksperymentami, zaobserwowano obnizenie
poziomu biatka VDACI o ponad 50% oraz biatkka TOMM?20 o prawie 20% w przypadku
1 mM FC wzgledem kontroli, co sugeruje obnizenie masy mitochondriéw. Ponadto
odnotowano wzrost poziomu bialek zaangazowanych w mitofagi¢, a wiec LC3-I
i LC3-1I o okoto 80%, BECLIN1 o okoto 75% i p62 o okoto 25%, przy jednoczesnym,
okolo 45%, wzroScie poziomu bialkka NRF1, zaangazowanego w biogeneze
mitochondriéw. Wzrost o okoto 30% odnotowano réwniez w przypadku
zaangazowanego w fuzje mitochondriow biatka MFN2. Uzyskane wyniki wskazujg wigc

na aktywacje procesu mitofagi, co moze by¢ zwigzane z degradacja dysfunkcyjnych

mitochondriow.
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Rysunek 16. Analiza Western blot wplywu FC na poziom wybranych biatek. (A) Reprezentatywny Western
blot (B)Analiza densytometryczna. Wynik normalizowano do referencyjnego biatka GAPDH. Srednia + SD
z dwoch eksperymentow. Poziom biatek VDACI, TOMM20, LC3, BECLINI, p62, MFN2 i NRF2,
oznaczano po inkubacji postarzonych komorek z 0.5 (niebieskie) lub 1 mM FC (czerwone stupki). Istotnos¢
statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01
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4.1.5. Analiza zmian proteomicznych

W celu poznania wptywu FC na proteom komorek, postarzone komorki MRC-5
inkubowano z 1 mMFC przez 72 h, a nastgpnie wykonano niecelowang analiz¢
proteomiczng. Uzyskane dane poddano réznicowej analizie iloSciowej, uznajac za biatka
réznicujace te, w przypadku ktérych zostata stwierdzona istotna statystycznie (warto$¢
p < 0,05), minimum 1,2-krotna roznica iloSciowa. Jak przedstawiono na rysunku 17A,
analiza dostarczyta danych dotyczacych 1307 bialek (wszystkie punkty), wsrod ktorych
zidentyfikowano 216 biatek roznicujacych, w tym 83 biatka o obnizonej (niebieskie
punkty) i 133 biatka o podwyzszonej akumulacji (czerwone punkty) wzgledem kontroli.
Réznice pomigdzy badanymi grupami dodatkowo zobrazowano przeprowadzajac analize
gtownych sktadowych (ang. PCA, principal component analysis). Jak pokazano na
rysunku 17B, zaobserwowano wyrazny rozdzial pomigdzy probami kontrolnymi (kolor
szary) i traktowanymi FC (kolor czerwony). Na rysunku 17C przedstawiono wizualizacj¢
bialek réznicujacych w formie mapy cieplnej (ang. heatmap). Nastgpnie biatka
roznicujgce poddano analizie bioinformatycznej, w celu okreslenia ich lokalizacji
komorkowej i szlakow komorkowych, w ktore sg zaangazowane. Na rysunku 17D-E,
przedstawiono wszystkie istotnie statystycznie wyniki analizy lokalizacji komorkowej,
wykonanej za pomocg narzgdzia Panther GO - Slim. Stwierdzono, ze biatka
0 podwyzszonej akumulacji (rys. 17D), to biatka zwigzane z kompleksem proteasomu,
wloknem napre¢zeniowym, filamentami aktynowymi i rybosomami. Z kolei biatka
0 obnizonej akumulacji (rys. 17E), to bialka zwigzane z rybosomami, mitochondriami,
spliceosomem 1 z cytozolem. Analize¢ szlakéw komodrkowych wykonano za pomoca
narzedzia GeneCodis4 z wykorzystaniem bazy danych KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes). Na rysunku 17F-G przedstawiono wyniki o skorygowanej
warto$ci p <0,02, z pomini¢gciem jednostek chorobowych (choroba Parkinsona czy
Huntingtona). W przypadku biatek o podwyzszonej akumulacji (rys. 17F)
zaobserwowano wzbogacenie szlaku zwigzanego z aktywnoS$cig proteasomu oraz
metabolizmem aminokwasow, a w przypadku biatek o obnizonej akumulacji (rys 17G),
szlakéw zwigzanych z ekspresja gendéw (rybosom i spliceosom) oraz kancerogeneza

zwigzang z reaktywnymi formami tlenu.
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Rysunek 17. Analiza wplywu FC na zmiany W proteomie postarzonych komérek MRC-5. (A) Wykres typu
volcano-plot przedstawiajgcy wyniki roznicowej analizy ilosciowej zidentyfikowanych bialek. Kolorem
szarym zaznaczono bialka 0 niezmienionej akumulacji, kolorem niebieskim biatka o obnizonej,
a czerwonym o podwyzszonej akumulacji w wzgledem kontroli. Za istotnie rdéznicujqce uznawano biatka,
W przypadku ktorych zmiana wynosita minimum 20%. (B) Analiza gliéwnych sktadowych. Kolorem szarym
zaznaczono kontrole, a kolorem czerwonym komérki traktowane FC. PCI — skiadowa 1, PC2 — sktadowa
2. (C) Mapa cieplna z dendrogramami przedstawiajgca biatka o istotnie zmienionej akumulacji w prébach
kontrolnych i traktowanych FC. Kolorem niebieskim zaznaczono biatka o obnizonej, a czerwonym
0 podwyzszonej akumulacji. (D-E) Analiza ontologii genéw (GO) w kontekscie lokalizacji komorkowej
(CC), wykonana dla roznicujgcych biatek za pomocq narzedzia Panther-GO Slim. Wynik dla bialek
0 podwyzszonej (D) i obnizonej (E) akumulacji wzgledem kontroli. (F-G) Analiza szlakéw sygnatowych,
W ktore zaangazowane sq roznicujqce biatka o podwyzszonej (F) i obnizonej (G) akumulacji wzgledem
kontroli.
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4.1.6. Wlasciwosci antyoksydacyjne FC

Wiasciwosci antyoksydacyjne FC badano wykorzystujac lini¢ komodrkowa
keratynocytow cztowieka HaCaT. Jest to linia unie$miertelniona 1 z tego wzgledu nie
nadaje si¢ do badan nad starzeniem, jednak zostata zastosowana w badaniach nad
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi zwigzku ze wzgledu na tatwo$¢ hodowli i szybkie

tempo wzrostu.

Komérki HaCaT inkubowano przez 24 h w obecnosci 1 mM FC, a nast¢pnie
indukowano stres oksydacyjny (SO) arseninem sodu (NaAsO2). Arsenin sodu jest
toksycznym zwigzkiem, indukujacym gwattowng produkcje RFT przez mitochondria
oraz aktywacj¢ oksydaz NADPH (NOX) [202]. Wplyw FC na przezywalnos¢
w warunkach SO badano za pomocg testu MTT. Jak pokazano (rys. 18), uprzednia
inkubacja z 1 mM FC istotnie zwigkszyla przezywalnos¢ komorek, zwiekszajac srednie
stezenie NaAsOy, przy ktorym zywotno$¢ zostaje zahamowana o 50% wzgledem
warunkow nie stresowych (IC50), z 47,68+0,71 uM do 57,34+1,31 uM NaAsO..
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Rysunek 18. Wplyw FC na stres oksydacyjny indukowany arseninem sodu w komdrkach HaCaT.
(A) Test przezywalnosci MTT. Komorki inkubowano przez 24h z 1 mM FC, a nastegpnie traktowano
NaAsO, przez kolejne 24 h. Kolorem szarym zaznaczono kontrole, a kolorem czerwonym komorki
inkubowane z FC.
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Nastepnie sprawdzono wptyw FC i NaAsOz na stres mitochondrialny. W tym
celu, komorki transfekowano wektorem pMitoTimer, kodujacym fluorescencyjne biatko
lokalizujgce si¢ w mitochondrium. Nowo zsyntetyzowane biatko emituje zielony sygnat,
ktory pod wptywem utlenienia nieodwracalnie przesuwa si¢ w kierunku czerwonego, co
umozliwia ocen¢ poziomu uszkodzen mitochondriow [203]. Komorki po transfekcji
inkubowano z 1 mM FC przez 16 h, a nastepnie inkubowano z 5 lub 10 uM NaAsO: przez
kolejne 24 h. W wyniku analizy mikroskopowej (rys. 19A) zaobserwowano wyraznie
zwigkszenie intensywnos$ci czerwonej fluorescencji na skutek inkubacji z NaAsO., co
$wiadczy o akumulacji uszkodzen mitochondrialnych na skutek indukcji SO, przy czym
efekt ten byl obnizony w przypadku komorek uprzednio inkubowanych z FC. Podobny
wynik uzyskano w analizie cytometrycznej (rys. 19B-C), w ktorej odnotowano istotnie
wyzszy stosunek fluorescencji zielonej do czerwonej, co $wiadczy o nizszym poziomie
uszkodzen mitochondriow w komoérkach uprzednio inkubowanych z FC. Wyniki
wskazuja na ochronny wpltyw FC na mitochondria komoérek w warunkach

indukowanego SO.
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Rysunek 19. Wplyw FC na stres mitochondrialny indukowany arseninem sodu. (A) Analiza
mikroskopowa komorek HaCaT transfekowanych wektorem kodujgcym mitochondrialne biatko
pMitoTimer, ktérego fluorescencja zmienia sie z zielonej na czerwong pod wplywem RFT. Polgczone
obrazy przedstawiono na prawych panelach. (B) Rozklad stosunku zielonej do czerwonej fluorescencji
w analizie cytometrycznej. (C) Sredni stosunek zielonej do czerwonej fluorescencji wzgledem kontroli
nietraktowanej (K-). Kolorem szarym oznaczono kontrole, kolorem czerwonym komorki inkubowane z FC.
Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (***) p < 0,001.
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4.1.7. Wplyw FC na rozwoj starzenia przyspieszonego

W zwigzku z obserwowanym wplywem FC na poziom wewnatrzkomdrkowych
RFT, jako czynnik stresogenny indukujacy starzenie przyspieszone wybrano nadtlenek
wodoru (H202). Indukcje starzenia przeprowadzano dwukrotnie inkubujgc mtode
komorki MRC-5 z nadtlenkiem wodoru (150 uM lub 300 puM) przez 4 h, a nastgpnie
pozostawiano przez 72 h standardowych warunkach wzrostu i z dodatkiem 1 mM FC.

Schemat procedury przedstawionego na rysunku 20A.

Rozwoj starzenia przyspieszonego oceniano pomoca cytometrii przeptywowej
oraz barwienia histochemicznego, oznaczajac aktywnos$¢ B-galaktozydazy. Zaréwno
w analizie cytometrycznej (rys. 20D), jak i mikroskopowej (rys. 20E), zaobserwowano
istotny wzrost odsetka komorek f-gal+ w warunkach indukowanego stresu
oksydacyjnego, o ponad 6 razy w przypadku 150 uM i o ponad 9 razy w przypadku
300 uM H202, w pordéwnaniu z warunkami kontrolnymi. Efekt ten byt zredukowany
przez FC, przy czym w sposob istotny (p <0,05), o ponad 40%, przy wyzszym
z zastosowanych stgzen H202 (300 uM). Aby potwierdzi¢ uzyskany wynik, oznaczono
poziom innego markera starzenia, jakim jest biatko p16. W tym celu zastosowano 300 uM
stezenie H2O>2 i immunofluorescencyjng analiz¢ przy uzyciu cytometrii przeplywowe;.
Jak pokazano na rysunku 20B-C, poziom biatka p16 na skutek dziatania stresora (H20>)
byt wyzszy o okoto 70% niz w przypadku kontroli nietraktowanej (K-), a inkubacja z FC
obnizyla t¢ wartos¢ o okoto 25%. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowane podejscie
wywotato proces starzenia przyspieszonego, i ze zostal on ograniczony na skutek

dziatania FC.

79



WYNIKI

@ H,0, #1 Plytki 6-dotkowe
150/300 pM/4h Dodanie FC
MRC-5 p.<8 H,0,#2 Analiza
Butelki T75 150/300 pM/4h
m K- T K+ mm FC
B ¢ . D
A L 20q B o _ 25+
I I - &
\ g 154 % 207
£y g
2 40 \ 8E ¥ 157
i e §§ 1.0 E
es g 107
\ RS «
- — > 0.5 X
g ¥ *
E 3 .
p16-Alexa 488 K- 150 300
H:0: [uM]

Rysunek 20. Ocena komorkowego modelu starzenia przyspieszonego na podstawie wybranych markerow
starzenia. (A) Schemat przedstawiajgcy zastosowang procedure indukcji starzenia przyspieszonego. (B-C)
Cytometryczna analiza poziomu biatka pl6. Reprezentatywny histogram (B) oraz Srednia + SD
intensywnos¢ fluorescencji z trzech eksperymentow (C). (D-E) Aktywnosé f-galaktozydazy oznaczona za
pomocq cytometrii przeptywowej (D) oraz analizy histochemicznej (E). Kontrolg nietraktowang (K-)
oznaczono kolorem czarnym, kontrole pozytywng szarym (K+), a préby traktowane FC czerwonym (FC).
Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (**) p < 0,01, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001. Brak gwiazdki
oznacza brak istotnosci.

W nastepnej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ innych cech zwigzanych ze
starzeniem oraz stresem oksydacyjnym (SO) (rys. 21). Wewnatrzkomorkowy poziom
RFT okreslono za pomocg cytometrii przeptywowej i fluorescencyjnej sondy CellROX.
Zaobserwowano zalezny od stgezenia wzrost poziomu fluorescencji w probach
traktowanych H202 w stosunku do kontroli nietraktowanej (K-), co $wiadczy o wyzszym
poziomie RFT w tych probach. Zastosowanie FC wptyng¢to na redukcje RFT o okoto 15%
w przypadku 150 uM i o0 okoto 25% w przypadku 300 uM H202, a efekt istotny
statystycznie obserwowano ponownie przy wyzszym stezeniu H2Oz (rys. 21A).

80



WYNIKI

Podwyzszony poziom RFT moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego
I gromadzenia uszkodzen wewnatrzkomorkowych, w tym uszkodzen DNA. Gtownym
markerem oksydacyjnych szkodzen DNA jest 8-oksodeoksyguanozyna (8-oxodG).
Z kolei podwdjne pegkniecia nici DNA (DSB) stanowig jedng z podstawowych przyczyn
indukcji starzenia, a ich powstawanie moze by¢ wzmozone przez SO. Pojawienie si¢ DSB
w jadrze komorkowym wywoluje fosforylacje histonu H2AX w pozycji Serl39
(yYH2AX), co uruchamia proces DDR.

W celu okreslenia wptywu oksydacyjnych uszkodzen DNA, za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oznaczono poziom 8-0xodG, z kolei
poziom DSB w badanych probach stosujac immunofluorescencyjne znakowanie YH2AX.
Jak pokazano na rysunku 21B, zaobserwowano znaczny, niemal 2 lub 4 krotny wzrost
poziomu 8-oxodG w probach traktowanych odpowiednio 150 lub 300 uM H20.,
wzgledem kontroli nietraktowanej (K-). Zastosowanie FC znaczaco ograniczylo to
zjawisko (rys. 21B). Co warte odnotowania, liczba 8-oxoG w probach traktowanych FC
zostala zredukowana do poziomu kontroli nietraktowanej H202. Ograniczenie uszkodzen
DNA zaobserwowano rowniez w badaniu yYH2AX. Jak pokazano na rysunku 21C-D,
sygnat fluorescencji wzgledem kontroli nietraktowanej wzrost 0 80% w przypadku
komorek traktowanych wytacznie H2O, a po zastosowaniu FC jedynie o niecate 50%, co

oznacza ograniczenie powstawania DSB dzigki FC.

Kolejng cechg zwigzang ze starzeniem jest spadek globalnej metylacji genomu.
W celu obserwacji tego zjawiska, oznaczono poziom 5-metylodeoksycytozyny (5-mdC)
za pomocg HPLC (rys. 21E). Zauwazono, ze poziom 5-mdC faktycznie spadat w modelu
przyspieszonego starzenia komorkowego, z poziomu okoto 5,5% w przypadku komorek
kontrolnych, do okoto 4,5% w przypadku komorek traktowanych 150 uM i niecatych 4%
w przypadku komorek traktowanych 300 pM H>0,. Komoérki inkubowane z FC
odznaczaly si¢ poziomem metylacji wynoszacym powyzej 5%, co $wiadczy

0 ograniczeniu procesu demetylacji zachodzacego podczas starzenia przyspieszonego.
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Rysunek 21. Analiza wplywu FC na cechy zwigzane ze starzeniem w komoérkowym modelu starzenia
przyspieszonego. (A) Poziom wewngtrzkomérkowych RET wzgledem K- oznaczony za pomocq cytometrii
przeptywowej. (B) Analiza poziomu 8-oksodeoksyguanozyny (8-oxodG) wykonana za pomocq HPLC. (C-
D) Immunofluorescencyjna analiza poziomu yH2AX. Reprezentatywny histogram (C) oraz sredni poziom
intensywnosci fluorescencji wzgledem K- (D). (E) Poziom globalnej metylacji genomu oznaczony za
pomocg HPLC. Kontrole nietraktowang (K-) oznaczono kolorem czarnym, kontrole pozytywnq szarym
(K+), a proby traktowane FC czerwonym (FC). Istotnos¢ statystyczna wzgledem kontroli (test t-Studenta):
(**) p < 0,01, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001. Brak gwiazdki oznacza brak istotnosci.
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Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ zywotno$ci komoérek. W tym celu
wykorzystano barwnik 7-AAD, ktoéry wybarwia jadra komorek martwych na czerwono,
oraz aneksyne V skoniugowang z FITC (Aneksyna V-FITC), barwigcg komorki
apoptotyczne na zielono. Aneksyna V wykorzystywana jest do detekcji apoptozy ze
wzgledu na fakt, ze wigze si¢ ona z fosfatydyloseryng prezentowana na powierzchni
blony komoérkowej podczas apoptozy. Wyniki analizy przedstawiono na rysunku 22.
Zywotno$¢ komorek traktowanych H20; byla znaczaco niZzsza, niz komorek
nietraktowanych (K-). W przypadku komorek, w ktorych indukowano starzenie
zauwazono, ze po inkubacji z FC, wzrasta odsetek komorek apoptotycznych, a spada
odsetek komorek nekrotycznych. Obserwowany wzrost tego odsetka moze wynikaé
z faktu, ze komorki starzejace si¢ odznaczaja si¢ zahamowang apoptoza, a w przypadku

FC obserwowano mniejszy odsetek komorek starzejacych si¢ w catej populacji.
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Rysunek 22. Ocena Zywotnosci komdrek poddanych starzeniu przyspieszonemu. (A) Wynik
cytometrycznej analizy apoptozy i nekrozy komorek traktowanych H>O, i FC przy uzyciu podwdjnego
barwienia 7-AAD oraz aneksyna V-FITC. (B) Sredni odsetek komérek zywych (zielony), apoptotycznych
(czerwony) oraz nekrotycznych (czarny stupek). Dane przedstawiono jako Sredniq + SD trzech niezaleznych
eksperymentow. Istotnos¢ statystyczna wzgledem kontroli: (nS) brak istotnosci, (*) p < 0,05, (***)
p < 0,001, (****) p < 0,0001.

Podsumowujac, na skutek dziatania FC, zauwazono zahamowanie procesu
starzenia przyspieszonego indukowanego stresem oksydacyjnym oraz zwigzanych z nim
negatywnych dla komorki konsekwencji. Moze to wskazywa¢ na potencjalne

wlasciwosci senomorficzne zwigzku.
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4.2.Model drozdzowy
4.2.1. Wplyw FC na wzrost i CLS drozdzy

Wptyw FC na zywotno$¢ drozdzy badano z wykorzystaniem dzikiego szczepu
drozdzy S. cerevisiae - BY4741, poprzez analize chronologicznej dtugosci zycia (CLS)
oraz kinetyki wzrostu. W tym celu, wykorzystano barwienie jodkiem propidyny (PI)
I analiz¢ komorek za pomoca cytometrii przeptywowej. Pl jest barwnikiem, ktory
interkaluje do DNA komorek o uszkodzonej btonie, wykazujac czerwong fluorescencje.
Zatem, komorki wybarwione uznawano za martwe, a niewybarwione za zywe. Wykazano
(rys. 23A), ze suplementacja FC wydluza CLS drozdzy, a efekt ten jest zalezny od dawki.
Istotne statystycznie réznice w zywotnosci drozdzy wzgledem kontroli zaobserwowano
w 12, 14 i 17 dniu analizy, w przypadku odpowiednio 1, 0,5 i 0,25 mM FC (tab. 3).
W obrebie grup eksperymentalnych, zauwazono istotne roznice jedynie miedzy
drozdzami hodowanymi w obecnos$ci 0,25 oraz 1,0 mM FC w dniach 17 i 19. W ostatnim
dniu analizy (dzien 19) zaobserwowano ponad 50% wigksza liczbe zywych komorek

drozdzy hodowanych w obecnosci 1 mM FC, niz w przypadku kontroli.

Wydhizenie CLS moze by¢ spowodowane inhibicja wzrostu drozdzy, co
prowadzi zaréwno do opo6znionego rozpoczecia fazy stacjonarnej, jak i przedtuzenia
dostepnosci sktadnikow odzywcezych. W celu zbadania wptywu FC na Kinetyke wzrostu
drozdzy, przeprowadzono pomiary gestosci optycznej (ODeoo) hodowli w fazie
logarytmicznego wzrostu, w takich samych warunkach, jak w analizie CLS. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze FC nie hamuje wzrostu drozdzy w przypadku zadnego
z zastosowanych stezen, a moze go delikatnie zwigkszac¢ (rys. 23B). Roznice jednak nie

sg istotne statystycznie.
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Rysunek 23. Analiza wplywu FC na CLS i kinetyke wzrostu droidiy. (A) CLS drozdzy w obecnosci
0,25 (niebieskim), 0,5 (zielony A) lub 1 (czerwony Y ) mM FC, oraz kontroli (czarny e), badano za pomocq
cytometrii przeplywowej barwienia PI. Za zywe uznawano komaorki niewybarwione. Dane przedstawiono
Jjako Sredni procent komdrek niewybarwionych w cafej analizowanej populacji (10000 komorek) += SD
Z trzech niezaleznych eksperymentéw. (B) Kinetyka wzrostu drozdzy w fazie logarytmicznego wzrostu
okreslona na podstawie pomiaréw ODgy. Dane przedstawiono jako srednig = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. (C) Mikroskopowa wizualizacja komorek w 14 dniu CLS z wykorzystaniem barwienia
Hoechst 33342 i PI. Fluorescencja niebieska (wzbudzenie/emisja: 405/435-480 nm) i czerwona
(wzbudzenie/emisja: 543/585-640 nm) odpowiada odpowiednio Zywym i martwym komorkom. Polgczone
obrazy przedstawiono na prawych panelach.
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Tabela 3. Wplyw FC na CLS drozdzy. Sredni odsetek ([%], £ SD) komérek zywych w analizowanej
populacji (10000 komorek) w kolejnych dniach CLS. Dane pochodzq z trzech niezaleznych
eksperymentow. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p <

0,0001.
FC [mM]
Dzien
Kontrola 0,25 0,5 1,0

3 99,4 + 0,001 99,6 + 0,007 99,7 £ 0,002 100,0 + 0,000

5 98,1 + 1,285 98,8 £ 0,957 98,4 + 1,603 98,8 + 1,341

7 93,9 + 3,893 96,3 +£2,813 95,9 + 3,553 98,3 +1,192
10 92,1+2,616 92,1+2,616 93,3 +2,951 96,2 + 1,259
12 81,9 + 6,879 84,6 £ 9,620 88,0 + 8,443 91,5 + 3,888"
14 74,1 + 1,401 81,7 + 6,798 84,5+ 7,386" 90,5 + 1,050™
17 62,6 + 6,130 73,5+ 5,770™ 80,8 + 6,503 88,8 £ 0,656
19 53,1 + 14,623 70,6 £ 2,512 73,2 + 4,595 81,1 + 0,403

W 14. dniu CLS zaobserwowano istotne roznice dla dwoch najwyzszych stezen
FC (110,5 mM) oraz pozytywny trend dla najnizszego stosowanego st¢zenia (0,25 mM),
w poroéwnaniu z kontrolg. Dlatego, wybrano ten dzien do analizy mikroskopowej. W tym
celu zastosowano podwojnie barwienie barwnikiem Hoechst 33342 i PI (rys. 23C).
Podczas gdy PI moze przenikna¢ tylko do komorek przepuszczalnych (czerwona
fluorescencja), Hoechst wiaze si¢ z DNA (niebieska fluorescencja) niezaleznie od stanu
btony komoérkowej. Dlatego komorki wykazujace czerwong fluorescencj¢ uwazane sg za
martwe, a niebieskg - za zywe. Zaobserwowano wigcej komorek zabarwionych na
niebiesko i mniej zabarwionych na czerwono w probkach traktowanych FC, a efekt ten
zalezny jest od stezenia. Wskazuje to na wyzsza niz w kontroli zywotno$¢ komorek

traktowanych FC, co jest zbiezne z danymi cytometrycznymi.

W celu dalszej mikroskopowej analizy komorek w 14. dniu CLS, zastosowano
barwniki TMRE oraz koniugat WGA-Alexa Fluor 488. TMRE to kationowy barwnik,
ktory kieruje si¢ do aktywnych mitochondriow, gdzie gromadzi si¢ proporcjonalnie do
potencjalu btony mitochondrialnej (A¥m), emitujac czerwong fluorescencje. WGA to
lektyna, ktora wigze si¢ z resztami N-acetylo-glukozaminy, bedacymi gloéwnym
sktadnikiem bruzd podziatowych drozdzy S. cerevisiae. Zatem, WGA-Alexa Fluor 488
barwi bruzdy podzialowe na zielono. Jak pokazano na rysunku 24A-B, w grupach
traktowanych 1 i 0,5 mM FC zaobserwowano wyzszg intensywnos¢ fluorescencji TMRE,
wskazujacg na wyzszy AYm w poroéwnaniu do kontroli. Co wigcej, w obecnosci FC
zauwazono, ze najstarsze replikacyjnie komodrki w populacji (komorki z catkowicie
zabarwiong $ciang komorkowa przez WGA), wykazuja intensywny sygnal TMRE, co
sugeruje ich aktywnos$¢ metaboliczng. Efekt ten byt bardziej widoczny wraz ze wzrostem
stezen FC i nie obserwowany w warunkach kontrolnych.
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Rysunek 24. Potencjatl blony mitochondrialnej i wielkos¢ komorek drozdiy w 14 dniu CLS. (A) Analiza
mikroskopowa A¥m i obecnosci bruzd podziatowych. Intensywnosé¢ czerwonej fluorescencji (TMRE)
zwieksza si¢ wraz ze wzrostem A¥m. Kolorem zielonym (WGA-Alexa Fluor 488) wybarwione zostaly
bruzdy podziatowe. (B) Srednia intensywno$¢ fluorescencji TMRE przedstawiono jako Srednig + SD
Z trzech niezaleznych eksperymentow. (C) Wielkos¢ komdrek obliczona za pomocq funkcji ROL. Liczba
komorek dla kazdego z warunkow: K = 544,; 0,25 mM FC = 485; 0,5 mM FC = 342; 1,0 mM FC = 541.
Istotnos¢ statystyczna wzgledem kontroli: (ns) brak istotnosci, (*) p < 0,05, (**) p < 0,001, (***) p < 0,001,
(****) p < 0,0001.
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Nastepnie, zostata 0szacowana wielkos$¢ drozdzy, poprzez oznaczanie obszarow
zajmowanych przez kazda komorke na obrazach mikroskopowych, za pomoca funkcji
ROI (rys. 24C). Zaobserwowano, ze rozmiar komoérek zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem
stezenia FC. Sredni obszar zajmowany przez komoérki kontrolne wynosit okoto 16 pm2,
podczas gdy komoérek hodowanych w obecnosci 1 mM FC wynosit 12,18 um?, co
wskazuje na redukcje wielkosci komoérek o okoto 25%. W przypadku drozdzy
hodowanych w obecnosci 0,25 1 0,5 mM FC, réznica w poréwnaniu z kontrolg wynosita
okoto 10%. Podsumowujac, w dniu 14 CLS, komorki drozdzy traktowane FC
wykazywaty wyzszy A¥m niz kontrola, a efekt FC byl zalezny od dawki. W hodowlach
traktowanych FC, najstarsze replikacyjnie komoérki zachowywaty aktywne mitochondria,
podczas gdy w kontroli komorki te nie wykazywaty aktywnosci mitochondrialne;j.
Wyniki te sugeruja, ze wzrost zywotnosci drozdzy dzigki FC jest zwigzany z jego

pozytywnym wplywem na aktywno$¢ mitochondrialng.

4.2.2. Wplyw FC na aktywnos$¢ mitochondriéw

W kolejnym kroku zbadano status bioenergetyczny nienaruszonych komorek
drozdzowych, uzywajac systemu Oxygraph+. Do tej analizy wybrano najefektywniejsze
stezenie FC z poprzedniego eksperymentu (1 mM) i zastosowano te same warunki
hodowli. Analize przeprowadzono we wczesnej fazie stacjonarnej wzrostu. Rysunek 25A
przedstawia reprezentatywne zapisy pomiaréw zuzycia tlenu, ktore postuzyty do dalszych

obliczen parametrow oddechowych.

Podstawowe parametry oddechowe wskazujg na wyraznie wyzszg aktywnos$¢
oddechowa drozdzy hodowanych w obecnosci FC, niz w warunkach kontrolnych
(rys. 25B). Znaczacy wzrost podstawowego oddychania (o okoto 30%) byt
spowodowany glownie ponad 70% wzrostem poziomu stanu 3 (zuzycie tlenu zwigzane
z syntezg ATP w mitochondriach), podczas gdy stan 4 (zuzycie tlenu spowodowane
przeciekiem protonéw przez blong mitochondrialng) wzrést tylko o 10%.
Zaobserwowano rowniez wzrost wartosci stanu U (oddychanie maksymalne) o prawie
50%. Oznacza to, ze w komorkach traktowanych FC podstawowe oddychanie stanowito

okoto 41% maksymalnego oddychania, podczas gdy w kontroli byto to okoto 48%.
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Rysunek 25. Analiza wplywu FC na parametry bioenergetyczne komdorek droidiy w poiywce YPD.
(A) Przyktadowy zapis pomiaru szybkosci zuzycia tlenu. (B) Stany oddechowe obliczone dla drozdzy
hodowanych w warunkach kontrolnych (czarne stupki) oraz obecnosci FC (czerwone stupki), na podstawie
wykonanych pomiarow. (C-E) Parametry posrednie obliczone na podstawie wartosci stanéw
oddechowych. Dane przedstawiono jako srednig + SD trzech niezaleznych eksperymentow. Istotnosc
statystyczna wzgledem kontroli: (nS) brak istotnosci, (*) p < 0,05, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001.

Jak przedstawiono na rysunku 25C-E, istotnemu zwigkszeniu ulegly rowniez
parametry posrednie. Stosunek stanu 3 do oddychania podstawowego, wyrazajacy
rzeczywiste sprzg¢zenie energetyczne komorek, jest wigkszy o okoto 30%, co oznacza, ze
dochodzi do wzmozonej syntezy ATP w mitochondriach. Podobng zmiang
zaobserwowano w przypadku potencjalnego sprzezenia energetycznego komorek,
wyrazonego przez stosunek stanu U do stanu 4. Ponad 40% wzrost zauwazono
w przypadku rezerwowej pojemnosci oddechowej. Powyzsze wyniki sugeruja, ze
obecno$¢ FC wymusito zmiang metabolizmu w kierunku fosforylacji oksydacyjnej

I wyraznego wzmocnienia aktywnosci mitochondriow w komorkach drozdzowych.
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W obecnosci glukozy, drozdze S. cerevisiae, preferencyjnie przetwarzaja energi¢
na drodze fermentacji alkoholowej. Przej$cie na fosforylacje oksydacyjng zachodzi, gdy
zasoby glukozy w srodowisku zostang wyczerpane, a zwigzki nie ulegajgce fermentacji,
takie jak etanol, mleczan lub glicerol, zaczynajg pehi¢ rolg zrodta wegla [204, 205].
Wykorzystujac to zjawisko, wykonano analize¢ wpltywu FC na mitochondria drozdzy
w warunkach sprzyjajacych metabolizmowi oksydacyjnemu, zastepujac glukoze

W pozywce glicerolem.

Przeprowadzono analiz¢ zuzycia tlenu przez komorki drozdzy na pozywce
zawierajacej glicerol (YPG), w sposob analogiczny do eksperymentu przeprowadzonego
zpozywka YPD. Nie zaobserwowano jednak zadnego istotnego wpltywu FC na parametry

bioenergetyczne komoérek hodowanych w tych warunkach (rys. 26).
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Rysunek 26. Analiza wplywu FC na parametry bioenergetyczne komorek drozdzy w poiywce YPG. Stany
oddechowe obliczone dla drozdzy hodowanych w warunkach kontrolnych (czarne stupki) oraz obecnosci
FC (czerwone stupki). Dane przedstawiono jako srednig £ SD trzech niezaleznych eksperymentow. Nie
odnotowano zmian istotnych statystycznie.

Zauwazono jednak istotny, zalezny od stezenia FC, wzrost AYm wzgledem
kontroli, o czym $wiadczy wyzsza intensywno$¢ fluorescencji barwnika TMRE
w analizach zaréwno cytometrycznych, jak i mikroskopowych (rys. 27). W przypadku
1 mM FC, wzrost ten wynidst okoto 35%.
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Rysunek 27. Analiza zmian A¥Ym w komdérkach droidiy pod wplywem FC. (A,B) Wyniki analizy
cytometrycznej przedstawiono jako sredniq + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (A) oraz
reprezentatywny histogram (B). (C,D) Analiza mikroskopowa przedstawiona jako reprezentatywne obrazy
(C) oraz srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (D). Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli:
(ns) brak istotnosci, (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001.
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4.2.3. Wlasciwosci antyoksydacyjne FC

Metabolizm tlenowy prowadzi do generowania RFT, gléwnie w postaci
anionorodnika ponadtlenkowego (O*"), jako produktu ubocznego oddychania, czyniac
tym samym mitochondria jednym z gltéwnych zrodet RFT [206]. Akumulacja RFT
przyczynia si¢ do powstawania uszkodzen mitochondrialnych i komoérkowych, promujac
zarowno replikacyjne, jak i chronologiczne starzenie si¢ drozdzy [207]. Jednakze,
poprawne dziatanie tancucha oddechowego zapobiega niekontrolowanemu wyciekowi
protonéw, a tym samym redukuje produkcj¢ RTF [208, 209]. Innym zrodtem RFT
w drozdzach jest aktywno$¢ oksydaz NADPH, ktore produkuja O*~, nadtlenek wodoru
(H20>) oraz rodnik hydroksylowy (‘OH) podczas fermentacji [205].

Aby okresli¢ wptyw FC na poziom RFT, drozdze hodowano w obecnosci 0,25,
0,5 lub 1 mM FC i przeprowadzono analize¢ za pomocg cytometrii przeptywowej
I barwnika Ho.DCFDA. Sonda ta, na skutek reakcji z RFT emituje zielong fluorescencje.
Wykazano, ze FC w sposob zalezny od dawki zmniejsza poziom RFT w komoérkach
drozdzowych, co zaobserwowano jako spadek intensywnosci fluorescencji do 20%

w przypadku komorek traktowanych 1 mM FC, w poréwnaniu z kontrola (rys. 28A-B).

Nastepnie, za pomocg cytometrii przeptywowej i barwnika TMRE, oceniono
wplyw FC na potencjal btony mitochondrialnej w warunkach stresu oksydacyjnego (SO)
indukowanego H20.. W tym celu zastosowano dwa podejscia. W podejsciu ochronnym,
drozdze hodowano przez noc w obecnosci 0,5 mM FC, a nastgpnie inkubowano
z dodatkiem H2O2 przez 2 godziny. Z kolei w podej$ciu regeneracyjnym, drozdze
inkubowano z H202 przez 2 godziny, a nastepnie z FC przez kolejna godzing. Wykazano,
ze w zakresie stezen 1-3 mM H20;, drozdze hodowane w obecnosci FC, wykazuja AYm
na poziomie wyzszym niz kontrola 1 zblizonym do kontroli niestresowanej.
Obserwowany efekt ma charakter zarowno ochronny (rys. 28C) jak i regeneracyjny
(rys. 28D). W przypadku wyzszych stezen H2O02 (powyzej 3 mM), efekt nie byt

obserwowany.

Na koncu przeprowadzono analiz¢ zywotnosci drozdzy hodowanych
w warunkach indukowanego SO, polegajaca na obserwacji wzrostu kolonii na szalce
z pozywka stata YPD lub YPG (rys. 28E). Zaobserwowano, ze w warunkach SO, drozdze

hodowane w obecnos$ci FC wykazujg wyzsza zywotnos¢, niz kontrola.
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Rysunek 28. Analiza wlasciwosci antyoksydacyjnych FC w modelu droidiowym. (A-B) Cytometryczna
analiza wplywu FC na poziom RFT. Dane przedstawiono jako Srednig = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow (A), oraz reprezentatywny histogram (B). (C-D) Cytometryczna analiza wptywu FC na
AWPm. Podejscie ochronne (C) oraz regeneracyjne (D). (E) Analiza Zywotnosci drozdzy hodowanych
w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (ns) brak
istotnosci, (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p < 0,0001
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4.2.4. Wplyw FC na poziom ekspresji wybranych genéow

W ostatnim etapie zbadano wptyw FC na poziom ekspresji wybranych genow
przy uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym (rys. 29; tabela 4). Wybrano geny
zaangazowane w odpowiedz na dostgpnos¢ sktadnikéw odzywcezych | drozdzowy szlak
TORC1 (Gtrl, Sch9, Rim15), odpowiedz przeciwko stresowi oksydacyjnemu (Sod2
i Ccsl), aktywacje oddychania mitochondrialnego (Hap4), proces replikacji (Fobl) oraz

wydhluzanie chronologicznej dtugosci zycia (Ecll).
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Rysunek 29. Analiza wptywu FC na poziom ekspresji wybranych genéw u drozdzy. Dane dla warunkéw
eksperymentalnych wzgledem kontroli przedstawiono jako sredniq + SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. Istotnosé statystyczna wzgledem kontroli: (ns) brak istotnosci, (**) p < 0,01, (***)
p < 0,001, (****) p < 0,0001.

Zauwazono réznorodny wpltyw FC na poziom ekspresji gendw zwigzanych
z obrong antyoksydacyjng. Ekspresja genu kodujacego mitochondrialng dysmutaze
ponadtlenkowa (Sod2) pozostala niezmieniona, pomimo zwigkszonej aktywnoSci
oddychania komorkowego. Natomiast poziom ekspresji genu, kodujacego biatko
opiekuncze dla dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 (Ccsl), zostat zredukowany o ponad
25%. Biatko Ccsl jest konieczne dla aktywnosci cytoplazmatycznej dysmutazy Sod1,
ktora procz neutralizacji RFT, jest zaangazowana w zalezng od glukozy represj¢
oddychania tlenowego [30,31]. Podobnie, zaobserwowano redukcj¢ ekspresji dwoch
genow (Gtrl, Sch9) zaangazowanych w szlak TORC1, promujagcy metabolizm

fermentacyjny i szybki wzrost komorek w odpowiedzi na dostepnos¢ glukozy. Gen Gtrl
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jest zaangazowany w aktywacje TORCI1, a gen Sch9 koduje bezposrednio zalezng od
niego kinazg¢. Zmniejszenie ekspresji obu tych gendow sugeruje zahamowanie szlaku
TORC1 pod wptywem FC. Potwierdza to rowniez zaobserwowany wzrost inhibowanej
przez TORCL1 ekspresji genu Riml15, odgrywajacego kluczowa rol¢ dostosowaniu
drozdzy do warunkéw ograniczonej dostepnosci sktadnikéw odzywczych. Wzrost
poziomu ekspresji zaobserwowano rowniez w przypadku genu Hap4, ktory aktywuje
metabolizm mitochondrialny poprzez kontrole ekspresji gendéw zaangazowanych
w fosforylacje oksydacyjng. Znaczacemu zmniejszeniu (okoto 40%) ulegla ekspresja
genu Fobl. Gen ten, uznawany za gen dlugowiecznosci, zaangazowany jest
W generowanie pozachromosomowych kolistych czasteczek rDNA
(ang. extrachromosomal rDNA circles, ERCs). Akumulacja ERC w komorkach
drozdzowych jest uznawana za znak starzenia si¢. Natomiast nie zaobserwowano
zadnych zmian w przypadku ekspresji genu Ecll (ang. extender of the chronological
lifespan).

Tabela 4. Zestawienie zmian w poziomie ekspresji genow u drozdzy pod wplywem FC.

Znaczenie komorkowe Gen Zmiana ekspresji Funkcja produktu
Bialko opiekuncze dla SOD1,
Ccsl !
) konieczne dla aktywno$ci SOD1
Ochrona antyoksydacyjna
) Dysmutaza ponadtlenkowa 2,
Sod2 Brak zmian ) ) )
zlokalizowana w mitochondriach
GTPaza odpowiedzialna za
Gtrl L ‘
aktywacje szlaku TORC1
. Kinaza bezposrednio zalezna od
Odpowiedz na sktadniki Sch9 L
TORC1
odzywcze i szlak TORCI
Kinaza zaangazowana w adaptacje
Rim15 " drozdzy do warunkoéw niedoboru
sktadnikéw odzywczych
o Biatko zaangazowane w blokade
Replikacja Fobl ! o o
replikacji w rejonie rDNA
Aktywacja ekspresji genow
Oddychanie komérkowe Hap4 1
zwigzanych z oddychaniem
Nieznana Ecll Brak zmian Zwiazek z wydtuzong CLS drozdzy
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4.3. Model mysi
4.3.1. Wprowadzenie

Rozpoczynajac od 14 miesigca zycia, przez 6 kolejnych miesiecy, myszom
podawano FC (grupy FC1 i FC2) lub kinetyne (grupa Kin) w postaci rozpuszczonej
w wodzie pitnej. Grupie kontrolnej (K/K20) podawano czysta wodg pitng. Schemat
eksperymentu przedstawiono na rysunku 30. Osobne grupy, stanowigce kontrole dla
zmian zachodzacych z wiekiem w cz¢sci eksperymentow, ztozone byly z myszy 6- i 12-

miesi¢gcznych (grupy K6 1 K12).

T@ _; \ .

Testy behawioralne
FC lub Kinetyna

w wodzie pitnej . . Pobor tkanek R P
Pomiary masy cialta
I
e —
Start SUPL| Terminacja  Analizy molekularne

0 mies. 14 mies. 20 mies.

Rysunek 30. Plan eksperymentu 7 udziatem myszy.

Ze wzgledu na sposob podawania zwigzkoéw, przy kazdorazowej wymianie
ptynéw, monitorowano ich wypita objetos¢. Jak pokazano na rysunku 31, tygodniowa
objetos¢ ptyndw, wypijanych przez osobniki przebywajace w jednej klatce hodowlane;j,
wynosita srednio ok. 185 ml, co stanowito ok. 74% przygotowanej dawki. Objetos¢ ptynu

wypijanego przez osobniki nie rdznita si¢ pomigdzy grupami eksperymentalnymi.

FC1
FCc2

Kin

T T T T 1
0 50 100 150 200 250

woda / tydzien [ml]

Rysunek 31. Srednia objetos¢é plynéw wypijanych tygodniowo przez myszy C57BL/6J. Wykres
przedstawia sredniqg + SD objetos¢ plynu, ktorqg kazdego tygodnia wypijata grupa myszy (5 osobnikow)
przebywajgcych w jednej klatce hodowlanej i nalezqcej do danej grupy eksperymentainej. Brak istotnosci
statystycznej.
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W celu zbadania, czy FC pokonuje bariere krew-moézg, przygotowano ekstrakty
Z moézgu myszy suplementowanych FC oraz kontrolnych, a nastgpnie przeprowadzono
oznaczanie za pomocg Wysokorozdzielczej spektroskopii NMR. Jak pokazano na rysunku
32, w zarejestrowanych widmach uzyskanych z ekstraktow mozgéw myszy
suplementowanych FC (widmo $rodkowe, kolor czerwony), =zidentyfikowano
charakterystyczne dla FC sygnaty (widmo dolne, kolor niebieski), nieobecne
w ekstraktach uzyskanych z mozgéw myszy kontrolnych (widmo gorne, kolor zielony).
Uzyskany wynik wskazuje wiec, ze FC obecne jest w mozgu suplementowanych

zwierzat, a wigc pokonuje bariere krew-mozg.

Kontrola

FC1

N\ u ' Widmo FC

ppm

Rysunek 32. Analiza obecnosci FC w maozgu. Reprezentatywne widma analizy NMR przeprowadzone
Z ekstraktow mézgu myszy kontrolnej (kolor zielony) i suplementowanej FC (kolor czerwony). Widmo
charakterystyczne dla FC przedstawiono kolorem niebieskim.
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4.3.2. Analiza zmian masy i kompozycji skladu ciala

Przez caly okres trwania eksperymentu, myszy byly regularnie wazone. Zmiany
sredniej masy ciala osobnikéw nalezacych do poszczegdlnych grup przedstawiono na
rysunku 33. Srednia masa ciata osobnikéw we wszystkich grupach spadta w trakcie
trwania eksperymentu (rys. 33B). Roznica pomig¢dzy wartoScig poczatkowa, a koncowa
wynosita 0,85; 1,36; 11 2,1 g dla grup odpowiednio K, FC1, FC2 i Kin. Nie odnotowano
jednak istotnych statystycznie zmian w tempie utraty masy ciala pomiedzy

poszczegdlnymi grupami (rys. 33A)

A 50— o K FC1 —— FC2 —¥ Kin B .
K = ? *kkk
04 1+ . _
FErw ¥ £ 5 L 3 .
= P60 o 5 :
) 1 *F F x =
2 30 FC1— ° ﬁ%«v % *x
g :
5 .
©
@ 20— FC2— 8 etk
E -
10— o :
Kind o h’}?} P
0 T T T T T 1 T 1 T 1
60 65 70 75 80 85 90 -12 -6 0 6 12
Wiek [tydzien] Zmiana masy ciata (g)

Rysunek 33. Wykres zmian masy ciata myszy biorgcych udzial w eksperymencie. (A) Zmiany sredniej
masy ciata osobnikéow nalezgcych do grup eksperymentalnych. (B) Zmiana Sredniej masy ciata myszy
pomiedzy poczgtkiem a kovicem eksperymentu. oznaczone kolorami: K — szary; FC1 — niebieski; FC2 —
czerwony; Kin — zielony. Istotnosé statystyczna: (*) p < 0,05, (*) p < 0,01, (****)p < 0,0001.

Istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami odnotowano jednak w przypadku
kompozycji sktadu ciata (rys. 34A). Analiz¢ przeprowadzono po zakonczeniu
suplementacji, na dziesigciu losowo wybranych osobnikach z kazdej grupy badawczej,
oraz dla 6- i 12-miesiecznych (K6 i K12) myszy jako odniesienia co do kierunku zmian
zachodzacych z wiekiem. Osobniki nalezace do grupy FC1 odznaczaly si¢ nizsza
zawartoscia tkanki thuszczowej, a wyzsza tkanki migsniowej, niz grupa kontrolna (K20).
Co cickawe, wartoSci te byly zblizone do grupy K12, co moze sugerowaé spowolnienie
zmiany zachodzacej z wiekiem. Podobny trend zaobserwowano w przypadku grupy FC2,

jednak ze wzgledu na rozrzut wynikow w grupie, nie stwierdzono istotnosci statystyczne;.
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Rysunek 34. Analiza sktadu ciata myszy. (A) Wyrazona w procentach zawartosé tkanki tuszczowej (Zolty
stupek) oraz masy miesniowej (zielony stupek) (B) Stosunek masy miesniowej (mg) do masy ciata (g).
Wyniki przedstawione jako srednia = SD, N = 20 na grupe. Istotnosé¢ statystyczna wzgledem K20:
(*) p<0,05, (***) p < 0,001.

Na podstawie uzyskanych wynikow analizy sktadu ciata, obliczono stosunek
masy mi¢sniowej do catkowitej masy ciala (rys. 34B), ktorego nizsze warto$ci moga
swiadczy¢ o sarkopenii [210, 211]. Faktycznie, zaobserwowano, ze z wiekiem warto$¢
tego stosunku spada, o czym §wiadcza r6znice pomigdzy grupami K6, K12 1 K20. Myszy
z grup FC1, FC2 oraz Kin odznaczaty si¢ wyzsza warto$cia tego parametru, niz myszy
kontrolne (K20), zblizajac si¢ do wartosci uzyskanej dla myszy 12-miesiecznych (K12).
Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢ o zahamowaniu zwigzanej z wiekiem utraty silty

mig$niowe;.

4.3.3. Ocena aktywnosci i funkcji lokomotorycznych badanych zwierzat

Starzenie zwigzane jest ze stopniowg utratg sity sprawnos$ci ruchowej, co
zwigzane jest m.in. z postepujacg sarkopenig [212, 213]. W celu oceny funkcji
lokomotorycznych zwierzat, po 6 miesigcach podawania zwigzkéw, przeprowadzono
seri¢ testow behawioralnych, obejmujaca monitoring aktywnosci dobowej, test pretow

statycznych, biezni obrotowej 1 sity chwytu oraz test zlewkowy.
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Monitoring aktywnosci dobowej myszy przeprowadzono korzystajac z klatki
ActiMot. Zwierz¢ umieszczano w klatce, a nastepnie rejestrowano jego aktywno$é
lokomotoryczna przez 24 h. Sredni dystans, jaki w poszczegodlnych godzinach pomiaru

przebywaly osobniki nalezace do danej grupy, przedstawiono na rysunku 35A.

A 00—
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Rysunek 35. Analiza dobowej aktywnosci myszy 7 wykorzystaniem systemu ActiMot. (A) Sredni dystans
przebyty przez osobniki nalezqce do danej grupy w kolejnych godzinach eksperymentu. (B) Sredni dystans
przebyty przez osobniki w trakcie calej doby oraz w fazie ciemnej i jasnej. (C) Srednia predkosé, z ktorg
poruszafy sie myszy w fazie ciemnej. Wyniki przedstawione jako srednia + SD, N = 10 (na grupe). Istotnosé
statystyczna wzgledem K: (*) p < 0,05. Brak gwiazdek swiadczy o braku istotnosci.

W pierwszych godzinach obserwowano wysoka, lecz malejaca aktywno$¢
ruchowg we wszystkich grupach, co z pewnos$cig miato zwigzek z adaptacjg myszy do
nowego otoczenia. W fazie $wietlnej, ktéra u gryzoni jest faza spoczynku, nie
zaobserwowano zadnych réznic pomiedzy grupami. Wzrost aktywnos$ci zaobserwowano
w fazie ciemnej. Myszy zarowno z grupy FC1, jak i FC2, pokonywaly w tej fazie wigkszy
dystans oraz poruszaty si¢ z wicksza srednig predkoscia (rys. 35B-C). Jednakze, istotnos¢
statystyczng stwierdzono jedynie w przypadku $redniej predkosci poruszania si¢ myszy

z grupy FC1, w poroéwnaniu z grupa kontrolng.
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Wyniki pozostatych testow behawioralnych, a wiec testow pretow statycznych,
biezni obrotowej, sity chwytu oraz zlewkowego, przedstawiono na rysunku 36. Zgodnie
z oczekiwaniami zauwazono, ze osobniki z kontrolnych grup starszych, uzyskaty gorsze
wyniki od osobnikow mtodszych. Z kolei myszy stare, ktorym podawano FC, osiggatly
istotnie lepsze wyniki od myszy kontrolnych w tym samym wieku (K20), tj. w krotszym
czasie przechodzity po precie (rys. 36A) oraz odznaczaly si¢ wicksza sitg chwytu
(rys.36C). W przypadku testu pretow obrotowych, odnotowano odwrocenie
obserwowanego z wiekiem trendu skrocenia czasu utrzymywania si¢ na precie, jednak
uzyskane réznice $rednich wynikow nie sg istotne statystycznie (rys. 36B). W tescie
zlewkowym, w ktorym na podstawie liczby uniesien na tylne konczyny, oceniano cheé
poznawania otoczenia przez zwierz¢ zaobserwowano, ze myszy z grupy FC1 unosily si¢
wigkszg liczbg razy w ciggu trwania eksperymentu, niz myszy kontrolne (rys. 36D).
Myszy suplementowane kinetyng rowniez uzyskiwaly lepsze srednie wyniki niz myszy
kontrolne (K20), jednak istotne statystycznie réznice odnotowano jedynie w przypadku

czasu przejscia przez pret o srednicy 17 mm w tecie pretow statycznych.
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Rysunek 36. Wyniki testéw behawioralnych myszy. (A) Test pretow statycznych (staticrod). (B) Test biezni
obrotowej (rotarod) (C) Sifa chwytu (D) Test zlewkowy. Wyniki przedstawiono jako srednia = SD, N > 20
na grupe. Istotnosé statystyczna wzgledem K20: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001,
(****) p < 0,0001.
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Wyniki testow behawioralnych pokazaty, ze FC korzystnie wptywa na poprawe
funkcji poznawczych i1 lokomotorycznych u starych osobnikéw (20 miesigcy)
suplementowanych badanym zwigzkiem w poréwnaniu do grypy zwierzat kontrolnych,
bedacych w tym samym wieku. Nalezy podkresli¢, ze w obu grupach zwierzat
przyjmujacych FC sprawno$¢ fizyczna i1 funkcje poznawcze przewyzszaly Iub
utrzymywaty si¢ na poziomie wynikéw osiaganych przez nietraktowane 12-miesi¢gczne
osobniki. W grupie zwierzat suplementowanych kinetyng réwniez zaobserwowano
poprawe ogolnego stanu psychofizycznego zwierzat, jednak osiggane wyniki testow

behawioralnych byly na nizszym poziomie, w poréwnaniu do myszy przyjmujacych FC.

4.3.4. Analiza zmian w parametrach biochemicznych krwi

Po zakonczonych eksperymentach, z krwi pobranej przy usmiercaniu zwierzat
oddzielano surowice, w celu oznaczenia parametréw biochemicznych krwi, takich jak
poziom glukozy, kreatyniny, cholesterolu catkowitego oraz lipoprotein 0 wysokiej (HDL)

I niskiej gestosci (LDL).
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Rysunek 37. Badanie parametréw biochemicznych krwi. W badaniu oznaczono poziom (A) glukozy, (B)
kreatyniny, (C) catkowitego cholesterolu, (D) HDL i (E) LDL we krwi myszy. Wyniki przedstawione jako
Srednia + SD, N > 10 na grupe. Istotnosé statystyczna wzgledem K20: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01,
(***) p < 0,001, (****) p < 0,0001.
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Pomigdzy poszczegélnymi grupami eksperymentalnymi, w przypadku myszy
starych, nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w poziomie glukozy
(rys. 37A) i kreatyniny (rys. 37B). Natomiast u zwierzat przyjmujgcych FC odnotowano
wyzszy poziom cholesterolu catkowitego (rys. 37C) oraz HDL (rys. 37D), przy
niezmienionym poziomie LDL (rys. 37E), w poréownaniu do osobnikow kontrolnych
bedacych w tym samym wieku. Nalezy podkresli¢, ze wyniki oznaczenia u osobnikow
suplementowanych FC byly zblizone do tych uzyskanych dla milodszych,
12-miesi¢cznych osobnikéw kontrolnych. W odniesieniu do starych myszy kontrolnych,

nie odnotowano istotnych réznic w przypadku osobnikéw suplementowanych kinetyna.

4.3.5. Analiza funkcji ukladu odpornosciowego

Analiza cytometryczna markerow CD3, CD4 i CD8 jest standardowg metoda
identyfikacji limfocytow T pomocniczych oraz cytotoksycznych (rys. 38A). Prawidlowy
stosunek limfocytow T pomocniczych do cytotoksycznych w zdrowej populacji myszy

wynosi okoto 2, przy czym z wiekiem obserwuje si¢ spadek tej wartosci [214].
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Rysunek 38. Cytometryczna analiza komdrek jgdrzastych krwi myszy. (A) Schemat przeprowadzonej
analizy. Limfocyty T z wyizolowanych PBMC identyfikowano na podstawie markera CD3, a nastepnie,
sposrod komorek CD3+, wyrézniano limfocyty T pomocnicze (CD4+) oraz cytotoksyczne (CD8+). (B)
Sredni odsetek limfocytéow T pomocniczych w populacji limfocytow T. (C) Sredni odsetek limfocytow T
cytotoksycznych w  populacji limfocytow T (D) Sredni stosunek limfocytéw T pomocniczych do
cytotoksycznych. Wyniki przedstawiono jako srednig £ SD, N = 10 na grupe. Brak istotnosci statystycznej.
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Zaobserwowano, ze we krwi badanych myszy, w populacji komorek CD3+, $redni
odsetek komorek CD4+ wynosi okoto 45%, z kolei komorek CD8+ okoto 37% (rys. 38B-
C). Warto$ci te sg zblizone dla kazdej z badanych grup. Rowniez stosunek jednych
komorek do drugich jest podobny i wynosi >1 w kazdej z grup (rys. 38D). Uzyskane
wyniki sugeruja wigc brak wplywu badanych zwiazkéw na ten aspekt uktadu

odpornosciowego.

4.3.6. Wplyw FC i kinetyny na poziom markerow stresu oksydacyjnego

W procesie starzenia dochodzi do akumulacji uszkodzen zwiagzanych z RFT, co
wynika nie tylko z ich wzmozonej produkcji, lecz takze z uposledzenia mechanizmow
naprawczych. Do glownych markerow stresu oksydacyjnego naleza oksydacyjne
uszkodzenia DNA (glownie 8-oxodG), lipidow (peroksydacja lipidow) i bialek
(karbonylacja biatek).

Poziom oksydacyjnych uszkodzen kwasow nukleinowych okreslano oznaczajac
zawarto$¢ 8-0xodG w DNA izolowanym z tkanek mysich za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 39.
Zaobserwowano, ze u myszy suplementowanych FC, poziom 8-oxodG we wszystkich
tkankach, a wigc mozgu, miesni szkieletowych, serca, watroby, nerki i $ledziony, jest
Znaczaco nizszy niz w grupie kontrolnej, co $wiadczy o obnizeniu stresu oksydacyjnego
pod wptywem badanych zwigzkow. Najsilniejszy efekt stwierdzono w prébach
pochodzacych z mig$ni, watroby i nerek, gdzie zaobserwowano ponad dwukrotnie nizsza
zawartos¢ 8-oxodG, niz w grupie kontrolnej. W przypadku osobnikow
suplementowanych kinetyng rowniez stwierdzono znaczaco nizszy poziom 8-0xodG niz
w kontroli, za wyjatkiem prob pochodzacych z migéni szkieletowych, gdzie odnotowano

istotnie wyzsza zawarto$¢ 8-0xodG.
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Rysunek 39. Wplyw FC i kinetyny na poziom 8-oxodG w tkankach mysich. Poziom 8-oxodG w DNA
izolowanym z tkanek mozgu, miesni szkieletowych, serca, wqtroby, nerki oraz sledziony oznaczano za
pomocg HPLC. Kolorem szarym zaznaczono kontrole, niebieskim FCI, czerwonym FC2, a zielonym
kinetyne. Wyniki przedstawiono jako srednia = SD, N = 10 (mdzg), oraz N > 20 (pozostate tkanki). Istotnosci
statystyczna wzgledem kontroli: (****) p < 0,0001.

Poziom peroksydacji lipidow w probkach moczu, osocza 1 migsni szkieletowych
oznaczano metoda opierajaca si¢ na kolorymetrycznym pomiarze st¢zenia substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS, ang. thiobarbituric acid reactive
substances), do ktorych naleza peroksydowane lipidy. Wyniki analizy przedstawiono na
rysunku 40. Zaobserwowano, ze w MoCzu, osoczu oraz lizatach migsni szkieletowych
myszy suplementowanych FC, stezenie TBARS jest istotnie nizsze niz w u myszy
kontrolnych, co $wiadczy o nizszym poziomie peroksydacji lipidow u tych osobnikow,
a obserwowany efekt jest zalezny od podawanej dawki. Najwigksza roznice odnotowano
w przypadku miegs$ni, gdzie stwierdzono niemal dwukrotnie nizsze st¢zenie TBARS, niz
u zwierzat kontrolnych. W przypadku myszy suplementowanych kinetyng, obnizenie
stezenia TBARS wzgledem grupy kontrolnych stwierdzono w prébach moczu, nie
zaobserwowano jednak zmian w 0soczu oraz lizatach migsni szkieletowych. Uzyskane
wyniki sg wigc tozsame z tymi uzyskanymi dla 8-oxodG i sugerujg obnizenie stresu

oksydacyjnego pod wptywem FC oraz niejednoznaczny efekt w przypadku Kinetyny.
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Rysunek 40. Wplyw FC na poziom peroksydacji lipidéw u myszy. Oksydacyjne uszkodzenia lipidow
(peroksydacja) oznaczano metodq kolorymetryczng z wykorzystaniem kwasu tiobarbiturowego (TBARS)
W tkance migsniowej (A), w 0soczu krwi (B) oraz moczu (C). Kontrole oznaczono kolorem szarym, FC1
niebieskim, FC2 czerwonym, a kinetyng zielonym. Wyniki przedstawiono jako srednia = SD, N = 10.
Istotnos¢ statystyczna wzgledem kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p < 0,0001.

Poziom karbonylacji biatek (PCO, ang. protein carbonyls) w surowicy krwi oraz
migsniach szkieletowych myszy oznaczano kolorymetryczng metoda z wykorzystaniem
2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH). Metoda ta opiera si¢ na reakcji DNPH z grupami
karbonylowymi obecnymi w oksydacyjnie uszkodzonych biatkach. Jak pokazano na
rysunku 41A, zaobserwowano wyraznie nizsze st¢zenie PCO w probach osocza
pochodzacych od osobnikéw suplementowanych FC lub kinetyng, w odniesieniu do
osobnikéw kontrolnych. Wptyw FC na stezenie PCO byt silny niezaleznie od podawanej
dawki. W probach pochodzacych z migséni szkieletowych (rys. 41B), podobnie jak w
przypadku uszkodzen DNA i peroksydacji lipidow, istotnie nizsze warto$ci wzgledem
kontroli odnotowano w grupach traktowanych FC, natomiast nie stwierdzono istotnych
réznic w przypadku grupy suplementowanej kinetyng, mimo silnego efektu w prébach

osocza tych osobnikow.
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Rysunek 41. Wplyw FC i kinetyny na poziom karbonylacji bialek u myszy. Oksydacyjne uszkodzenia
biatek (karbonylacja, PCO) oznaczano metodg kolorymetryczng z wykorzystaniem DNPH w osoczu krwi
(A) oraz tkance miesniowej (B). Kontrole oznaczono kolorem szarym, FC1 niebieskim, FC2 czerwonym,
a kinetyne zielonym. Wyniki przedstawiono jako srednia £ SD, N = 10. Istotnos¢ statystyczna wzgledem
kontroli: (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p < 0,0001.

Podsumowujac, myszy suplementowane FC odznaczaly si¢ istotnie obnizonym
poziomem wszystkich analizowanych markerdéw stresu oksydacyjnego w calym ustroju.
Wplyw FC byt silny w przypadku obu zastosowanych dawek zwiazku. Z kolei
w przypadku kinetyny, mimo obnizenia markeréw SO w wigkszosci ograndéw, nie
odnotowano obnizenia w mig$niach szkieletowych. Co ciekawe, u myszy
suplementowanych kinetyng zaobserwowano zwigkszong zawarto$¢ 8-0xodG

w migéniach w porownaniu do grupy kontrolnej.

4.3.7. Wplyw FC i kinetyny na poziom metylacji genomu

Wiedzac, ze poziom globalnej metylacji DNA z wiekiem spada, postanowiono
okresli¢ procentowy udzial 5-metylodeoksycytozyny (5-mdC) w DNA izolowanym
z tkanek myszy (rys. 42). Stwierdzono, ze W przypadku myszy kontrolnych, poziom
5-mdC w zalezno$ci od tkanki, miescit si¢ w zakresie 2,5 a 2,8%. Z kolei w przypadku
myszy suplementowanych FC, wartosci te byly istotnie wyzsze, wynoszac srednio od 3,1
do 3,4%. Silniejszy efekt zaobserwowano u myszy przyjmujacych kinetyne, u ktorych w
kazdej tkance, za wyjatkiem $ledziony, poziom 5-mdC wynosit od 3,5 do 4%.
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Rysunek 42. Wplyw FC i kinetyny na zmiany epigenetyczne w tkankach myszy. Poziom 5-mdC oznaczano
w DNA izolowanym z mozgu, serca, migsni, wgtroby, nerki i sledziony myszy. Kontrole oznaczono kolorem
szarym, FC1 niebieskim, FC2 czerwonym, a kinetyng zielonym. Wyniki przedstawiono jako Srednia £+ SD,
N = 10. Istotnos$¢ statystyczna wzgledem kontroli: (**) p < 0,01, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001.
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5. Dyskusja

5.1. Model komoérkowy

Wyniki wstepne, na ktorych opierat si¢ caly projekt, wskazywaty, ze
suplementacja 4-N-furfurylocytozyng (FC) komorek ,.starych”, rozumianych jako
komoérki po wielu pasazach, wptywa na zwiekszenie proliferacji, obnizony poziom
reaktywnych form tlenu (RFT), czy ograniczenie spadku potencjalu btony
mitochondrialnej (A¥m) wzglgdem komorek niesuplementowanych, a efektu tego nie
obserwowano w przypadku ,,mlodych” komorek. Jednakze, obserwowana poprawa
dobrostanu  komorek,  niekoniecznie  musiata  wynika¢ z = wlasciwosci
przeciwstarzeniowych zwigzku. Fundamentalnym zadaniem byto wiec ustalenie, czy FC
faktycznie wptywa na proces starzenia biologicznego. W tym celu jako model wybrano
komorki MRC-5, ktore jako prawidtowa linia ludzkich fibroblastow, stanowig dobry
model w badaniach podstawowych nad starzeniem. Przeprowadzono szereg doswiadczen
majacych na celu okreslenie wptywu FC na rozwdj procesu starzenia, na komorki
starzejace si¢ oraz na funkcje biologiczne komorki, ze szczegdlnym uwzglednieniem

aktywnos$ci mitochondriéw oraz stresu oksydacyjnego.

W niniejszej pracy oznaczano uznane markery starzenia komorkowego, czyli
aktywno$¢ B-galaktozydazy oraz poziom biatka p16 [215]. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze FC ogranicza akumulacje komorek starzejgcych si¢ w dlugotrwatej hodowli (rys. 9),
co nie jest jednak zwigzane z eliminacja komorek starzejacych sie (rys. 10), lecz raczej
z hamowaniem rozwoju procesu starzenia poprzez ograniczenie stresu komorkowego
(rys. 9B, 11). Na podstawie tych obserwacji wykluczono wigc senolityczne dziatanie
zwigzku, przypisujac mu wlasciwosci senomorficzne. Twierdzenie to dodatkowo
potwierdzono, obserwujac zahamowanie starzenia przyspieszonego (SISP)
indukowanego nadtlenkiem wodoru (rys. 20). Ten sposob indukcji starzenia jest znany
I czgsto stosowany w badaniach, gdyz H202, wywotujac silny stres oksydacyjny (SO),
prowadzi do akumulacji uszkodzen wewnatrzkomoérkowych dotykajacych gldownie DNA,
a w nastgpstwie do indukcji starzenia [91, 216-218]. Literatura wskazuje, ze
zastosowanie antyoksydantow hamuje SISP wywotany przez H20», jednak jedynie
w przypadku pierwotnego stresu, tj. uprzedniej inkubacji komoérek z antyoksydantem

[219]. W niniejszej pracy, FC podawano po dwukrotnej inkubacji komorek z H2O»,
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a wigc obserwowano wptyw zwigzku na stres wtorny. Uzyskane wyniki wskazujace na
zahamowanie SISP, nie moga by¢ wigc zashugg jedynie wlasciwos$ci antyoksydacyjnych
FC, cho¢ faktycznie zwigzek takie wlasciwosci wykazuje (rys. 18-19). Co istotne, procz
ograniczenia odsetka komorek starzejacych sie, zaobserwowano réwniez zmniejszenie

poziomu uszkodzen DNA (rys. 21), co jest jedng z pierwotnych cech starzenia.

Wiedzac, ze FC wykazuje dziatanie senomorficzne, w nastgpnych krokach
podjeto si¢ analiz wpltywu FC na funkcjonowanie komoérek postarzonych. Wiadomo, ze
starzejace si¢ fibroblasty ludzkie odznaczaja si¢ zwigkszonym poziomem RFT oraz
akumulacjg markeroéw stresu oksydacyjnego, takich jak uszkodzenia DNA i biatek [220,
221]. Jednym z gtownych zrodet RFT w komorkach starzejacych si¢ sa dysfunkcyjne
mitochondria, nieefektywne w produkcji ATP. Starzejace si¢ komorki odznaczaja si¢
zwigkszong masg mitochondriow i poziomem zuzycia tlenu, przy proporcjonalnie
wyzszej zawarto$ci mitochondriow o nizszym A¥m, niz komoérki mtode, co pokazano
m.in. na prawidtowych fibroblastach izolowanych z ludzkiej skory [166, 222—-224]. W tej
pracy wykazano, ze FC odwraca wspomniane cechy fenotypu komorek starzejacych sig.
Dotyczy to zaré6wno uszkodzen DNA (rys. 11), jak i utraty AWm (rys. 12) w tych
komorkach. Odnotowano rowniez zalezne od czasu inkubacji ograniczenie poziomu
oddychania komorkowego (rys. 13), co zwigzane jest z obnizeniem zawartosci
mitochondriow w komorkach (rys. 14). Zwazywszy, ze po inkubacji z FC, starzejace si¢
komorki odznaczaja si¢ zwickszonym AWm oraz zawartoscig ATP (rys. 15), FC zdaje sig
stymulowa¢ usuwanie dysfunkcyjnych mitochondriéw (mitofagi¢) lub hamowac
mitogenezg, jednocze$nie wplywajac na poprawe ich efektywnosci. Dane literaturowe
wskazuja, ze oba procesy, to znaczy zarowno uposledzona mitofagia, jak i nadaktywna
mitogeneza, moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju starzenia [225]. Ponadto zostato
wykazane, ze mitochondria sg niezbedne w rozwoju fenotypu typowego dla komorek
starzejacych sie, w tym dla SASP [226]. Zgodnie z tymi doniesieniami, grupa kierowana
przez Jodo Passosa pokazata, Zze kompletne usunigcie mitochondriow z komorek
starzejgcych si¢ hamuje SASP, nie odwracajac jednak aresztu cyklu komérkowego [227].
Majac na uwadze istotng rol¢ mitochondriow w wielu procesach komorkowych,
rozwigzanie to wydaje si¢ by¢ zbyt radykalne, aby wprowadzi¢ je w praktyke kliniczna.
Ukazuje jednak warty uwagi mechanizm, pozbawiajacy komorki starzejace sig
szkodliwego fenotypu, przy zachowaniu ich roli w supresji nowotworowej [225].

Podazajac tym kierunkiem, aktywacja mitofagii wydaje si¢ by¢ interesujgcym podejsciem
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terapeutycznym. Faktycznie doniesienia literaturowe wykazuja, ze aktywacja mitofagii
przez urolityne A, zapobiega starzeniu przyspieszonemu, ktore indukowano czy to za
pomocg H2O», czy tez za pomocg promieniowania [228, 229]. Podobnie, bogate
w polifenole ekstrakty zielonej herbaty, wykazuja wiasciwosci przeciwstarzeniowe
poprzez indukcje mitofagii [230]. Proces ten pobudza réwniez restrykcja kaloryczna
(CR), ktorej przeciwstarzeniowe dziatanie jest dobrze udokumentowane. CR, polegajaca
na zmniejszeniu stezenia glukozy w pozywce, ogranicza starzenie replikacyjne ludzkich
fibroblastow [231], w tym komérek MRC-5 [232]. Nadmiar glukozy z kolei, przyspiesza
starzenie replikacyjne przez aktywacje szlaku mTORI1 i wzrost poziomu RFT [233].
W przypadku CR, obserwuje si¢ wzrost poziomu bialek zwigzanych z autofagia
| mitofagia, takich jak LC3-1l, p62 czy NRF1 [234], co zaobserwowano rowniez w tej
pracy pod wptywem FC (rys. 16).

W celu glebszego zrozumienia proceséw zachodzacych w komorkach na skutek
inkubacji z FC, przeprowadzono analiz¢ zmian proteomicznych. Analiza tego typu
dostarcza dane dotyczace jakosciowych i ilosciowych zmian w profilu biatkowym
w komorkach, co umozliwia identyfikacje szlakow sygnatlowych i kompartmentow
komorki dotknigtych dziataniem zwigzku [235]. Przeprowadzona analiza wykazata
zmniejszong ilo$¢ bialek mitochondrialnych (rys. 17E) oraz zwigkszong ilo$¢ biatek
proteasomu (rys.17D), a zwigkszong aktywnos$¢ proteasomu wykazata rowniez analiza
szlakow sygnatowych (rys. 17F). Biorgc pod uwage wyniki dyskutowane wczesniej
mozna postawi¢ teze, ze zaobserwowane zmiany swiadczg o aktywacji mechanizmow
naprawczych komorki, dotyczacych gtownie degradacji dysfunkcyjnych mitochondriow.
W rzeczywistosci, dysfunkcja mitochondriéw zwigzana jest z agregacja biatek [20, 236],
a proces mitofagii wymaga aktywnosci proteasomu [237, 238]. Co istotne, utrata
proteostazy, bedagca m.in. skutkiem spadku aktywno$ci proteasomu [239], jest jedng

z pierwotnych cech starzenia.

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze FC wykazuje wlasciwosci
przeciwstarzeniowe in vitro. Inkubacja komorek z FC mityguje objawy cech pierwotnych
1 antagonistycznych starzenia, takich jak niestabilno$§¢ genomowa, utrata proteostazy
I sprawnej autofagii, dysfunkcja mitochondridw, czy wreszcie starzenie komorkowe. Tak
szeroki wptyw zwigzku na cechy charakterystyczne dla starzenia daje solidne podstawy
by przypuszczac, ze obserwowane dziatanie senomorficzne moze okaza¢ si¢ skuteczne

réwniez na poziomie organizmalnym.
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5.2. Model drozdzowy

Jako drugi model badawczy zastosowano drozdze Saccharomyces cerevisiae.
Cho¢ drozdze odznaczaja si¢ odmiennym od ssakow metabolizmem, stanowig uznany
model w badaniach nad starzeniem, ze wzgledu na zachowane konserwatywne szlaki
starzeniowe i odpowiedzi na stres. Przeprowadzono szereg eksperymentow w celu oceny
wlasciwoéci FC potencjalnie przeciwdziatajagcych starzeniu wykorzystujac szczep
BY4741. W pierwszym kroku oceniono wptyw FC na chronologiczng dtugos¢ zycia
(CLS) drozdzy w bogatej w sktadniki odzywcze pozywce YPD. Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazaty, ze FC wydtuza zywotnos¢ drozdzy (rys. 23A, tab. 3). Ponadto
stwierdzono, ze zadne z zastosowanych stezen (0,25-1 mM), nie wykazuje toksycznosci
ani nie hamuje wzrostu komorek drozdzy (rys. 23B). Podobny efekt obserwuje si¢
w przypadku restrykcji kalorycznej (CR) lub ekstraktow z Rhodiola rosea, ktorych
zastosowanie wydtuza CLS, nie wptywajac na kinetyke wzrostu drozdzy. Z kolei
inhibitor szlaku TORC1, rapamycyna, wydluza CLS jednoczes$nie hamujac wzrost
komorek w fazie logarytmicznej [240, 241].

Dane literaturowe wskazuja na S$ciste powiagzanie procesu starzenia
z mitochondriami i zmianami metabolicznymi. Zmniejszenie poziomu oddychania
tlenowego u drozdzy prowadzi do wzrostu poziomu RFT i skraca CLS [242, 243],
a interwencje przeciwdziatajace starzeniu, takie jak CR czy suplementacja réznymi
zwigzkami, dziataja poprzez zapobieganie dysfunkcji mitochondriow i gromadzeniu RFT
[140, 244-246]. Ponadto, zarowno rapamycyna, jak i CR, zwigkszaja tempo konsumpcji
tlenu przez komorki drozdzy oraz ekspresj¢ gendw zwigzanych z metabolizmem
mitochondrialnym [241, 245, 247]. Uzyskane dane eksperymentalne wskazuja, ze FC
zapobiega utracie potencjatu btony mitochondrialnej (AYm) w komorkach drozdzy
podczas starzenia si¢ (rys. 24A-B) i zwigksza tempo oddychania (rys. 25), przy
jednoczesnym obnizeniu poziomu RFT (rys. 28A-B). Wyniki te sa zgodne z badaniami
Barrosa, ktory wykazat, ze wyzsza aktywno$¢ mitochondriéw zmniejsza produkcje RFT
I wydtuza dlugosc¢ zycia u S. cerevisiae [248]. Zebrane dane pozwalaja przypuszczaé, ze

FC moze dziata¢ poprzez nasladowanie efektow CR.
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CR jest jedyng interwencjg przeciwstarzeniowg, ktoéra wydtuza zarowno dtugosé¢
zycia, jak i1 okres zycia w zdrowiu w wielu organizmach modelowych, od drozdzy po
myszy. Jednak poniewaz utrzymanie surowego rezimu dietetycznego przez cate zycie jest
niemal niemozliwe, obiecujacym rozwigzaniem wydaja si¢ zwigzki nasladujgce efekty
CR [17, 249]. W przypadku drozdzy, CR hamuje szlaki sygnatowe TORC1 oraz Ras2
I indukuje przekierowanie metabolizmu w kierunku oddychania tlenowego [250]. Szlak
TORC1-Sch9 jest kluczowym regulatorem CLS u drozdzy. Gdy jest aktywny, hamuje
kinaz¢ bialkowg Rim15, odpowiedzialng za odpowiedz komoérki na roznego typu Stres
srodowiskowy, taki jak szok cieplny, stres oksydacyjny (SO) czy niedostgpno$é
sktadnikow odzywczych [138, 251].

Aby sprawdzi¢ wptyw FC na aktywnos$¢ szlaku TORC1-Sch9, analizie poddano
poziom ekspresji wybranych gendéw z nim zwigzanych (rys. 29, tab. 4). Stwierdzono
zmniejszong ekspresje genu Sch9, co potwierdza przypuszczenia 0 ograniczeniu
aktywnosci szlaku TORC1-Sch9. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze delecja genu
Sch9 zwigksza oddychanie, obniza poziom ROS i przedtuza CLS u drozdzy [252].
Ponadto, drozdzowe mutanty Asch9 sg mniejsze niz komorki typu dzikiego (WT) [253,
254], co rowniez zostato zaobserwowane w przypadku drozdzy WT w warunkach CR
[255, 256], oraz w niniejszym badaniu, w przypadku komoérek hodowanych w obecnosci
FC (rys. 24C). Zaobserwowano réwniez obnizenie ekspresji genu Gtrl pod wpltywem
FC. Bialko Gtrl jest podjednostka kompleksu TORC1, odpowiedzialng za jego aktywacje
w odpowiedzi na obecnos¢ skladnikow odzywczych [257]. Flawonoid korylina,
otrzymywany z Psoralea corylifolia, ogranicza aktywnosci TORC1 przez wigzanie
z Gtrl, co skutkuje wydluzeniem replikacyjnej dlugosci zycia drozdzy. Warto
wspomnie¢, ze przeciwstarzeniowe dzialanie koryliny, zostato stwierdzone réwniez
u myszy [258]. Obnizony pod wptywem FC poziom ekspresji genu Gtrl dodatkowo
potwierdza ograniczong aktywnos$¢ szlaku TORC1-Sch9. Zgodnie ze wspomnianym
wczesniej zwigzkiem migdzy szlakiem TORCI1-Sch9 a kinaza biatkowa RimlS5,
stwierdzono réwniez zwigkszong ekspresj¢ genu Rim15. Aktywacja Rim15, ze wzglgdu
na zaangazowanie w odpowiedz na stres oraz procesy makroautofagii, odgrywa kluczowsg
role w przedtuzaniu CLS w warunkach CR lub u mutantéw Asch9 [253, 259, 260].
Zaskakujacym moglby wiec by¢ fakt, ze nie zaobserwowano zwickszonej ekspres;ji
gendw zwigzanych z obrong antyoksydacyjna, takich jak Sod2 i Ccsl. Jednakze, wynik

ten jest zgodny z doniesieniami wskazujgcymi na brak zmian [261] lub obnizenie [262,
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263] ekspresji gendw zwigzanych z usuwaniem RFT w warunkach CR. Jednoczesne
zmniejszenie ekspresji Sod2 i Ccsl oraz poziomu RFT w cytoplazmie (Rys. 28A-B),
moze rowniez wyjasnia¢ fakt, ze TORC1 hamuje aktywno$¢ mitochondriow faworyzujac
fermentacje alkoholows. Zmniejszone zuzycie tlenu przez tancuch oddechowy zwigksza
dostepno$¢ tlenu wewnatrzkomorkowego, co prowadzi do zwickszenia generacji RFT
[264, 265]. Faktycznie, przeprowadzone eksperymenty wskazuja na zwigkszony poziom
oddychania tlenowego (rys. 25), oraz wyzszg ekspresj¢ genu Hap4 u drozdzy
hodowanych z FC. Czynnik transkrypcyjny Hap4 pemi role aktywatora oddychania
mitochondrialnego u drozdzy i jego zwigkszony poziom obserwuje si¢ w warunkach CR
[261]. Co ciekawe, niedawne badania wykazaly, ze zwigkszona ekspresja genu Hap4
ogranicza akumulacje pozachromosomowych kolistych rDNA (ERCs), a efekt ten
wzmacnia delecja genu Fobl [266], ktorego obnizenie rowniez zaobserwowano jako
skutek dziatania FC. Nalezy zaznaczy¢, ze akumulacja ERCs w komorkach, jako objaw
niestabilno$ci genomowej, uwazana jest za jedno z charakterystycznych zjawisk starzenia

drozdzy [267].

Ze wzgledu na zaobserwowany wplyw FC na poziom RFT i A¥m,
przeprowadzono dodatkowe eksperymenty majgce na celu ocen¢ wlasciwosci
antyoksydacyjnych zwiazku. Wiadomo, ze akumulacja RFT przyczynia si¢ do
powstawania uszkodzen mitochondrialnych i komorkowych, promujac zaréwno
replikacyjne, jak i chronologiczne starzenie si¢ drozdzy [207]. W tej pracy, jako induktor
SO, zastosowano nadtlenek wodoru (H202), a jako marker kondycji mitochondriéw
uznano A¥m. Zaobserwowane utrzymanie wysokiego A¥m przez komorki hodowane
z FC w warunkach SO, wskazuje na wiasciwosci antyoksydacyjne i mitoprotekcyjne
zwigzku (rys. 28C-D), co dodatkowo potwierdzaja wyniki przezywalnosci drozdzy (rys.
28E).

Przeprowadzone badania mialy na celu zbadanie  wlasciwosci
przeciwstarzeniowych FC w modelu drozdzowym. Wyniki pokazaty, ze badany zwigzek
istotnie wydtuza CLS drozdzy, co zwigzane jest ze zwigkszonym poziomem oddychania
I AYm oraz jego utrzymaniem w trakcie zycia oraz zmniejszonymi poziomem RFT
I aktywnoscig szlaku TORC1-Sch9. Obserwowane wigc zmiany fenotypowe i zmiany w
ekspresji wybranych genéw wskazuja, ze dziatanie FC nasladuje warunki CR. Fakt, ze
CR jest interwencjg przeciwstarzeniowg skuteczng u réznych gatunkow, czyni FC

obiecujacym zwigzkiem o potencjalnej skutecznos$ci takze u organizmoéw wyzszych.
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5.3. Model mysi

Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem ludzkich linii komoérkowych
oraz drozdzy wykazaty, ze FC istotnie wykazuje wlasciwosci przeciwstarzeniowe,
a uzyskane wyniki pozwalaty przypuszczaé, ze zwigzek ma potencjal terapeutyczny.
Koniecznym pozostalo wiec jego potwierdzenie na organizmie wyzszym. Jako model
wybrano mysz domowa, bedaca niezwykle popularnym modelem w badaniach

naukowych.

Liczaca 120 osobnikéw kohorta myszy ztozona byla z samcéw, u ktérych
obserwuje si¢ z jednej strony gwaltowniejsze, a z drugiej mniej zrdznicowane
miedzyosobniczo zmiany zwigzane z wiekiem, niz u samic [268, 269]. Zwierzeta
podzielono na grupy po 30 osobnikéw, CO uznawane jest za dobrg praktyke w badaniach
nad starzeniem z wykorzystaniem szczepu C57BL/6J [270]. Tak skonstruowane grupy

pozwolity na uzyskanie wiarygodnych wynikéw o odpowiedniej mocy statystyczne;.

Ze wzgledu na stwierdzony brak toksycznosci FC, zdecydowano si¢ na
suplementacj¢ zwigzkiem rozpuszczonym w wodzie pitnej, nieprzerwanie dostgpnej dla
zwierzat. Podawanie zwigzkow w sposob ciggly w wodzie pitnej lub pokarmie byto
z powodzeniem stosowane dotychczas w innych badaniach nad wlasciwosciami
przeciwstarzeniowymi réznych zwigzkow prowadzonych na myszach [181, 258, 271,
272]. Suplementacj¢ FC rozpoczeto w wieku uznawanym za wiek $redni (14 mies.),
a zakonczono po 6 miesigcach, w wieku uznawanym za wiek starczy (20 mies.) [145], co
umozliwito ocen¢ wplywu badanego zwigzku na opdznienie starzenia. Zastosowane
podejscie pozwolito na ciagla podaz FC, bez zbgdnego narazania zwierzat na stres, cho¢
kosztem precyzyjnej kontroli pobieranej przez zwierze dawki. W celu przyblizonego
oszacowania przyjmowane] iloSci zwiagzku, przez caly czas trwania eksperymentu
monitorowano tygodniowy pobor plynow przez myszy z kazdej z grup
eksperymentalnych. Na tej podstawie stwierdzono, ze rozpuszczone zwigzki nie mialy
wptywu na ilo$¢ ptyndow wypijanych przez zwierzeta, nie odnotowano tez zadnych
symptomow odwodnienia, a osobniki przyjmowaty $rednio okoto 75% zatozonej dawki
(rys. 31). W badaniach post mortem stwierdzono obecnos¢ FC w mdzgu (rys. 32), czym

wykazano, ze zwigzek pokonuje barier¢ krew-mozg.
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Utrzymanie prawidtowych funkcji zyciowych i zdrowia to gléwne obszary
zainteresowan w badaniach nad dlugowiecznoscig [273]. Wraz z wiekiem, tak
u cztowieka, jak i u myszy, dochodzi do stopniowej utraty zdolnoSci ruchowych
i umystowych. U myszy C57BL/6J poczatek obnizania funkcji lokomotorycznych
obserwuje si¢ juz w p6znym wieku dojrzatym, z kolei pogorszenie funkcji poznawczych
nastepuje gtownie wieku starczym [274]. W tej pracy, majac na celu oceng sprawnosci
ruchowej zwierzat, przeprowadzono szereg testow behawioralnych, obejmujgcych test
sity chwytu oraz badajace mozliwosci koordynacyjno-ruchowe testy pretow statycznych
I obrotowych (rys. 36A-C). W kazdym z przeprowadzonych testow, 20-miesigczne
myszy suplementowane FC osiagaly lepsze wyniki, niz myszy kontrolne w tym samym
wieku, zblizajac si¢ do rezultatow uzyskiwanych przez mtodsze osobniki kontrolne,
bedace w wieku $rednim (12 miesiecy). Zwazywszy na fakt, ze postgpujaca z wiekiem
utrata sity mig$ni 1 sprawnosci ruchowej, zwigzana jest z degeneracja migsni
I motoneuronéw [153], mozna przypuszczac, ze FC spowolnita ten proces. Faktycznie,
analiza kompozycji skladu ciala myszy wykazala, ze osobniki, ktore przyjmowaty FC,
odznaczaty si¢ zwigkszonym stosunkiem masy migsniowej do catkowitej masy ciata oraz
zmniejszonym odsetkiem tkanki ttuszczowej, wzgledem myszy kontrolnych (rys. 34), co
moze $wiadczy¢ o hamowaniu postepujacej sarkopenii [210, 211]. Teze te wspiera
réwniez fakt, ze w tkankach mig$ni myszy suplementowanych FC, stwierdzono nizszy
poziom wszystkich analizowanych markerow stresu oksydacyjnego, tj. 8-oxodG,
karbonylacji biatek oraz peroksydacji lipidow (rys. 39-41), podczas gdy w przypadku
sarkopenii obserwuje si¢ akumulacje kazdego z wymienionych markeréw [154, 156,

157].

Jedng z cech charakterystycznych starzenia, jest akumulacja oksydacyjnych
uszkodzen makroczasteczek w komorkach organizmu [275]. W przypadku myszy
suplementowanych FC zaobserwowano obnizenie markerow stresu oksydacyjnego
w kazdej z analizowanych tkanek (rys. 39-41), co $wiadczy o obnizeniu stresu
oksydacyjnego w catym ustroju. Co interesujace, w przypadku myszy suplementowanych
kinetyng, stwierdzono ich obnizenie w wigkszosci badanych tkanek, za wyjatkiem mig$ni
szkieletowych. Antyoksydacyjne dziatanie kinetyny jest znane i opisane w literaturze
[276]. Jednak w przeprowadzonym badaniu, nie zaobserwowano takiego dziatania

w przypadku migéni szkieletowych. Za wyjatkiem testu pretow statycznych, nie
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stwierdzono rowniez poprawy wynikow w testach behawioralnych. Zebrane wyniki

wskazuja wiec, ze kinetyna nie wptywa na zahamowanie postepu sarkopenii.

Analiza parametréw biochemicznych krwi wykazata, ze myszy suplementowane
FC odznaczaly si¢ zwickszonym poziomem catkowitego cholesterolu i lipoproteiny
0 wysokiej gestosci (HDL), wzgledem 20-miesi¢cznej grupy kontrolnej (rys. 37).
Z danych literaturowych wiadomo, ze zbyt niski poziom cholesterolu wptywa
niekorzystnie na pamie¢ i koncentracje oraz inne funkcje organizmu, gdyz jest on
istotnym sktadnikiem blon komorkowych, bierze udzial w wytwarzaniu hormondw,
witaminy D, kwasow zolciowych oraz w prawidtowym funkcjonowaniu mozgu [277].
Ponadto HDL zapobiega odktadaniu si¢ w S$cianach tetnic zwigzkow tluszczowych
przyczyniajacych si¢ do miazdzycy i chorob uktadu sercowo-naczyniowego [278], stad
tez niski poziom HDL jest silnym czynnikiem ryzyka u osob starszych [279]. Wyniki
oznaczenia, wskazujace na zblizony poziom cholesterolu catkowitego i HDL u starych
osobnikow suplementowanych FC i u 12-miesigcznych osobnikéw kontrolnych,
wskazuja na poprawg ogolnego stanu fizjologicznego starych zwierzat, ktore

przyjmowaty FC.

Z wiekiem specyficznym zmianom ulega réwniez epigenom organizmu. Na
podstawie zmian metylacji cytozyn w okreslonych fragmentach genomu, zaproponowano
roézne ,,zegary epigenetyczne”, majgce okresla¢ biologiczny wiek osobnika [11]. Oprocz
zmian lokalnych, obserwuje si¢ rOwniez zmiany globalne, polegajace na hipometylacji
genomu, przy jednoczesnej hipermetylacji regionéw promotorowych [280]. W niniejszej
pracy wykazano, ze poziom globalnej metylacji w tkankach zwierzat suplementowanych
FC lub kinetyna, jest wyzszy niz w przypadku myszy kontrolnych w tym samym wieku

(rys. 42). Co istotne, zmiany epigenetyczne nalezg do pierwotnych cech starzenia.

Zebrane wyniki pokazaty, ze dtugoterminowa suplementacja myszy FC od wieku
sredniego, poprawia stan tych zwierzat w wieku starczym, co przejawia si¢ zard6wno
poprzez zwigkszong sprawno$¢ fizyczng zwierzat, jak roOwniez poprzez zahamowang
degeneracj¢ mieg$ni 1 ograniczong akumulacj¢ markerow stresu oksydacyjnego.
Co waznie, nie odnotowano zadnych wyraznych skutkéw ubocznych stosowania FC.
Obserwowane efekty z pewno$cig wynikaja z, wykazanych na modelu 2D (rozdziat 5.1),
wlasciwosci senomorficznych zwigzku. Dane literaturowe wskazuja, ze zwigzki celujace

w komorki starzejace si¢, faktycznie opozniaja starzenie u myszy. Zostato to pokazane
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w eksperymentach, w ktorych wydtluzenie czasu zycia w zdrowiu osiggni¢to nie tylko
poprzez selektywng eliminacj¢ komorek starzejacych si¢ z organizmu myszy [160, 189,
281], lecz takze poprzez tagodzenie fenotypu tych komorek [282]. Suplementacja
rapamycyng wydiuza czas zycia oraz poprawia funkcje lokomotoryczne starych myszy,
ktérym podawano zwigzek od mtodosci lub wieku $redniego [283, 284]. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku dilugotrwatej podazy metforminy [181]. Zardéwno
rapamycyna, jak imetformina, s3 zwigzkami o potwierdzonym dziataniu
senomorficznym, z ktorymi wigze si¢ nadzieje terapeutyczne. Bioragc pod uwage
zgromadzone dane, FC wydaje si¢ by¢ zwigzkiem o wysokim potencjale

przeciwstarzeniowym.
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6. Podsumowanie

Niniejsza praca stanowi pierwszy obszerny opis aktywnos$ci biologicznej
4-N-furfurylocytozyny (FC). W pracy przedstawiono wlasciwosci przeciwstarzeniowe
zwiazku, uzyskujac obiecujgce efekty w kazdym z trzech zastosowanych modeli

badawczych. Na podstawie uzyskanych wynikow, stwierdzono, ze FC:

e Wydluza chronologiczng dlugos¢ zycia drozdzy, poprzez ograniczenie
aktywnosci szlaku TORCI1/Sch9, co skutkuje aktywacja metabolizmu

mitochondrialnego.

e Wykazuje wlasciwo$ci senomorficzne, ograniczajac rozwdj starzenia
komoérkowego w modelu 2D, co odbywa si¢ poprzez redukcje poziomu uszkodzen

DNA, stresu oksydacyjnego i aktywacj¢ proteasomul.

e Ogranicza poziom oddychania komérkowego w modelu 2D poprzez redukcje
mitochondriéw o zdepolaryzowanej blonie mitochondrialnej, co nie przektada sie

na zmniejszong zywotnos$¢ komorek lub obnizony poziom ATP.

e W zakresie zastosowanych nie jest toksyczna dla zwierzat oraz pokonuje barierg

krew-mozg.

e Ogranicza poziom markerow oksydacyjnych uszkodzen DNA, lipidéw 1 bialek,

we wszystkich analizowanych tkankach mysich.

e Opoznia zwigzang z wiekiem utrate funkcji lokomotorycznych starych myszy
oraz zwicksza stosunek masy mig$niowej do catkowitej masy ciata, co sugeruje

spowolnienie sarkopenig.

Ponadto odnotowano, ze:

e Mimo obserwowanego wspolnego efektu dzialania zwiazku (opdznienie
starzenia), mozna zaobserwowac¢ odmienne mechanizmy (zwigkszenie poziomu

oddychania u drozdzy, a zmniejszenie w przypadku modelu 2D).

W pracy zrealizowano wszystkie cele zatozone na poczatku projektu.
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