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WYKAZ SKROTOW I OZNACZEN

BDE energia dysocjacji wigzania

Brdu 5’-bromo-2’-deoksyurydyna

CCCP karbonylocyjanek-3-chlorofenylo-hydrazonu, protonofor

CM-H2DCFDA | ester acetylowy dioctanu 5-(i-6)-chlorometylo-2°7’
dichlorodihydrofluoresceiny — sonda fluorescencyjna do pomiaru
poziomu nadtlenku wodoru

Cu/ZnSOD ang. copper-zinc superoxide dismutase; miedziowo-cynkowa
dysmutaza ponadtlenkowa

D lub Dai daidzeina

DMEM ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium; pozywka ptynna

DMSO dimetylosulfotlenek

Drpl ang. Dynamin-related protein 1; GTPaza odpowiedzialna za
fragmentacj¢ mitochondriéw

ER ang. Endoplasmic reticulum; siateczka $rodplazmatyczna

FBS ptodowa surowica bydleca

GPx ang. Glutathione peroxidasa; peroksydaza glutationowa

GRXx ang. Glutathione Reductase; reduktaza glutationowa

GSH glutation

GSSG disiarczek glutationu

H20:2 nadtlenek wodoru

HAT ang. Hydrogen atom transfer; przeniesienie atomu wodoru

IMM ang. Inner Mitochondrial Membrane; blona wewnetrzna
mitochondriow

IP potencjat jonizacji

JC-1 jodek 5,5°6,6’-tetrachloro
1,1°,3,3 tetractylobenzoimidazolokarbocyjanku — sonda
fluorescencyjna do pomiaru potencjatu wewnetrznej btony
mitochondrialnej

LC3 (MAPLLC3) | ang. Microtubule associated proteins 1A/1B light chain; lekki
fancuch 3 bialek zwigzanych z mikrotubulami 1A/1B

L-Opal ang. Long optic atrophy 1; dluga izoforma biatka Opal

MCU ang. Mitochondrial calcium uniporter; mitochondrialny
uniporter wapniowy

Mff ang. Mitochondrial fission factor; biatko uczestniczace we
fragmentacji mitochondriow

Mfn1/2 ang. Mitofusin 7; mitofuzyna %>— biatko uczestniczace w fuz;ji
zewnetrznej btony mitochondrialne;j

Mirol/2 ang. Mitochondrial Rho GTPase ,; biatko kompleksu
transportujacego mitochondria




MitoSOX Red

ang. Mitochondrial superoxide indicator; sonda fluorescencyjna
do pomiaru poziomu anionorodnika ponadtlenkowego

MitoTracker

ang. Benzoxazolium, 2-[3-[5,6-dichloro-1,3-bis[[4

Green FM (chloromethyl) phenyl]methyl]-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-
ylidene]-1-propenyl]-3-methyl-, chloride; benzoksazolium, 2-
[3- [5,6-dichloro-1,3-bis [[4- (chlorometylo) fenylo] metylo] -
1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-ilideno] -1-propenyl] -3-
metylo, chlorek, znacznik fluorescencyjny do pomiaru masy
mitochondriow

MnSOD ang. manganese superoxide dismutase; manganowa dysmutaza
ponadtlenkowa, izoforma mitochondrialna

MtDNA mitochondrialne DNA

MWCNTSs ang. Multi-walled Carbon Nanotube; wielo$cienne nanorurki
weglowe

NnDNA jadrowe DNA

nPt ang. Platinum nanoparticles; nanoczastki platyny

Nrfl/2 ang. Nuclear respiratory factor %:; jadrowe czynniki
transkrypcyjne

02 anionorodnik ponadtlenkowy

OH- rodnik hydroksylowy

OMM ang. Outer Mitochondrial Membrane; btona zewnetrzna
mitochondriéw

Opal ang. Optic atrophy protein 1; GTPaza odpowiedzialna za fuzje
btony wewngtrznej mitochondriow

p62/SQSTM1 ang. Sequestosome 1 protein; sekwestosom 1/p62

PBS bufor fosforanowy

PGC-1 ang. Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1
(alp); koaktywator 1 (a/p) receptora y aktywowanego przez
proliferatory peroksysomow

PINK1 ang. PTEN-induced putative kinase 1; mitochondrialna kinaza
serynowo-treoninowa

POLG ang. Polymerase gamma; mitochondrialna polimeraza y

RFT reaktywne formy tlenu

SA-p-GAL ang. Senescence-Associated-f-galactozydaze; zwigzana ze
starzeniem B-galaktozydaza

SASP ang. Senescence-Associated Secretory Phenotype; fenoty
sekrecyjny zwigzany ze starzeniem

SDS dodecylosiarczan sodu, detergent jonowy




SDS-PAGE elektroforeza wykonywana w zelu akrylamidowym w obecno$ci
SDS

SET ang. Single electron transfer; transfer pojedynczego elektronu

SIPS ang. Stress-induced premature senescence; indukowane stresem
przyspieszone starzenie

SOD1/2 ang. Superoxide dismutase :; dysmutaza ponadtlenkowa Y5

S-Opal ang. Short optic atrophy 1; kréotka izoforma Opal

TBH wodoronadletnek t-butylu

TBS wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowane;j
Tris

TBST TBS z dodatkiem detergentu Tween 20

TEMED N’,N’,N’ N’-tetrametyloetylenodiamina

TFAM ang. Mitochondrial transcription factor A; mitochondrialny
czynnik transkrypcyjny A

Trakl/2 ang. Trafficking kinesin protein :; biatko kompleksu
transportujgcego mitochondria

Tris tris(hydroksymetylo)aminometan

Triton X-100 eter tert-oktylofenylowy glikolu polietylenowego, detergent
niejonowy

Tween 20 ang. Polyoxyethylenesorbitam monolaurate; monolaurynian
polioksyetylenosorbitamu — detergent niejonowy

AY potencjat elektryczny na wewnetrznej blonie mitochondrialnej




STRESZCZENIE

Mitochondria sa wyspecjalizowanymi, wielofunkcyjnymi i dynamicznymi
organellami, ktére sg zaangazowane w wiele procesow zachodzacych w komorce. Sa
glownym miejscem powstawania energii chemicznej (ATP) jak réwniez powstawania
reaktywnych form tlenu (RFT). Ze wzgledu na szereg pelnionych funkcji odgrywaja
istotng rol¢ w przekazywaniu sygnatu w obrebie komorki. Mitochondria w komorce jako
pierwsze reagujg na warunki stresowe, a jedng ze $ciezek sygnalizacyjnych, ktora
pozwala na ich adaptacj¢ do warunkow stresowych, jest mitochondrialna wsteczna
kaskada sygnatowa czyli sygnalizacja mitochondria — jadro komorkowe — mitochondria.
Proces adaptacji mitochondriow pozwala na utrzymanie komorki w dobrej kondycji.

Zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw zaobserwowano w wielu chorobach
oraz w procesie starzenia komorkowego. Jednak wcigz brakuje badan dotyczacych
metabolizmu mitochondriow we wczesnym etapie starzenia. Dodatkowo poszukuje si¢
zwigzkow naturalnych, ktore poprzez swoje wihasciwosci moga przyczyni¢ si¢ do
op6znienia procesu starzenia. Celem pracy jest zbadanie, jak mitochondria adaptujg si¢
we wczesnym okresie starzenia indukowanego (ktore byto wywotane krotkotrwatym
stresem oksydacyjnym przez wodoronadtlenek tert-butylu) i replikacyjnego (zaleznego
od skracania telomeréw) w pierwotnej linii fibroblastow oraz zbadanie wpltywu
fitoestrogenu — daidzeiny na te procesy. Aby zrealizowac ten cel, scharakteryzowano
elementy prowadzace do adaptacji mitochondriéw poprzez regulacj¢ wstecznej kaskady
sygnatowej. Zbadano procesy dynamiki mitochondriow, takie jak: reorganizacja sieci,
biogeneza mitochondriow i autofagia/mitofagia.

We wczesnych etapach starzenia, zarowno przyspieszonego i replikacyjnego,
nastgpuje indukcja wstecznej kaskady sygnatowej poprzez podniesiony poziom RFT
w komorce. W odpowiedzi na stres spowodowany starzeniem adaptacja mitochondriow
jest odmienna dla modelu starzenia indukowanego i replikacyjnego. Badania wptywu
daidzeiny na proces starzenia wykazaty, ze ma ona pozytywny wplyw na funkcjonowanie
mitochondriow w obu typach starzenia.

Whikliwa analiza zaburzen w funkcjonowaniu mitochondriow moze okazaé si¢
atrakcyjna strategia, ktora pozwoli op6zni¢ starzenie oraz wystgpowanie chorob
zwigzanych z wiekiem.



ABSTRACT

Mitochondria are specialized, multifunctional and dynamic organelles involved in
many processes in the cell. They are the main place for the generation of chemical energy
(ATP) as well as the formation of reactive oxygen species (ROS). Due to the wide range
of performed functions, mitochondria play a key role in signal transduction in the cell.
For instance, they are first to react to stress conditions, and one of the signalling pathways
that enables them to adapt to those changes is the mitochondrial retrograde signalling
cascade, i.e. the mitochondria— nucleus—mitochondria signalling. Such feedback
signaling and mitochondrial adaptation allow to keep the cell in good condition.

Mitochondrial dysfunction has been observed in many diseases and in the process
of cellular ageing. However, research on mitochondrial metabolism in early ageing is still
lacking. In addition, natural compounds are sought that, through their properties, can
contribute to delaying the aging process. The study aims to investigate how mitochondria
adapt in the early stage of phase of induced (which was caused by short-term oxidative
stress by tert-butyl hydroperoxide) and replicative (depending on telomere shortening)
ageing in the primary line of fibroblasts and to investigate the influence of the
phytoestrogen - daidzein on these processes. Therefore, the elements leading to
mitochondrial adaptation through regulation of the retrograde signalling cascade were
characterized and mitochondrial dynamics processes such as network reorganization,
mitochondrial biogenesis and autophagy/mitophagy were investigated.

In the early stages of ageing, both accelerated and replicative, a reverse signalling
cascade is induced by elevated levels of ROS in the cell. In response to stress caused by
ageing, mitochondrial adaptation is disparate for the model of induced and replicative
ageing. Studies on the effect of phytoestrogen daidzein on the ageing process have shown
that it has a positive influence on the functioning of mitochondria in both types of ageing.

A complete and thorough analysis of mitochondrial dysfunction may become an
attractive strategy to delay ageing and age-related diseases.
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1.WSTEP

1.1 Budowa i funkcje mitochondriow

Mitochondria to wyspecjalizowane organella, ktorych glownag funkcjg jest
konwertowanie energii w komoérce. Organella te sg ztozone z dwoch bton biatkowo-
lipidowych, ktore otaczaja macierz mitochondrialng, za§ pomi¢dzy nimi uksztaltowata
si¢ przestrzen migdzybtonowa. Wewngtrzna btona jest pofaldowana, tworzy uwypuklenia
zwane grzebieniami mitochondrialnym (facina:cristae). W wewngtrznej btonie
mitochondrialnej potozone sa kompleksy tafcucha oddechowego oraz syntaza ATP. W
macierzy mitochondrialnej sg migdzy innymi enzymy cyklu Krebsa oraz DNA
mitochondrialne (MtDNA) (McCarron i in., 2013). W mtDNA u ludzi znajduje si¢ 37
genow: 13 gendéw kodujacych biatka bedace podjednostkami kompleksow tancucha
oddechowego isyntazy ATP, 2 rRNA oraz 22 tRNA. Wigkszo$¢ genow biatek
mitochondrialnych jest kodowana w jadrowym DNA (Friedman & Nunnari, 2014,
Jeandard i in., 2019).
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Ryc.1 Budowa mitochondrium. Zmodyfikowano na podstawie (Davis & Williams, 2012;
Shibata i in., 2009).

Mitochondria petnig wiele funkcji w komorce. Sg zaangazowane W liczne procesy
metaboliczne 1 odgrywaja znaczaca role w sygnalizacji komorkowej. Najwazniejsza
funkcja jaka pelnia to synteza ATP z ADP wykorzystujac energi¢ z utleniania substratow
cyklu Krebsa oraz kwasow thuszczowych. Odgrywajg tez znaczacg role w homeostazie
wapnia w komorce (buforujac jony Ca?') oraz sa gléwnym miejscem w komorce
powstawania reaktywnych form tlenu (RFT). Biorg udziat w takich procesach jak: -
oksydacja kwasow ttuszczowych, cykl kwasoéw trojkarboksylowych, biosynteza hemu,
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centrow zelazo-siarkowych oraz steroidow. Mitochondria sa miejscem, gdzie zachodzi
regulacja wewnetrznego szlaku apoptozy oraz proces termogenezy (Bhatti i in., 2017).

filamenty
aktynowe

sieC
mitochondrialna

jadro

komérk\

Ryc.2 Sie¢ mitochondrialna w komdérce (fibroblast).

1.2 Dynamiczna natura mitochondriow

Mitochondria sa to dynamiczne organella tworzace mniej lub bardziej
rozbudowang sie¢, ktora ulega nieustannej przebudowie. W zaleznosci od typu komorki,
jej etapu rozwoju i wieku, czynnikow srodowiskowych, stanu chorobowego czy tez tta
genetycznego, uksztattowanie sieci mitochondrialnej jest rdéznorodne. Siec
mitochondrialna podlega cigglym procesom: fuzji i fragmentacji oraz dynamicznym
procesom jakimi sg biogeneza mitochondriow oraz mitofagia. Dynamika mitochondriow
jest odzwierciedleniem aktualnego stanu komorki, a aktywnos$¢ proceséw dynamicznych
jest czesto zwigzana z odpowiedzig na stres lub zmiany patofizjologiczne. Dlatego
zachowanie wlasciwej rownowagi miedzy procesami fuzji i fragmentacji oraz balansu
miedzy procesami biogenezy i mitofagii ma kluczowe znaczenie dla optymalnego
funkcjonowania komorki i jej przezycia (Adebayo i in., 2021; Chan, 2019; Meyer i in.,
2017).
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Ryc.3 Dynamiczne procesy swiadczgce o plastycznosci mitochondriow.

1.2.1 Dynamika sieci mitochondrialnej

1.2.1.1 Fuzja i fragmentacja mitochondriow

Podczas procesu fuzji mitochondriow dochodzi do potaczenia ze sobag
sgsiadujacych mitochondriow. Proces ten umozliwia wymiange mtDNA, biatek, lipidow
czy innych metabolitbw miedzy mitochondriami. Za fuzj¢ zewngtrznej blony
mitochondrialnej odpowiadajg biatka nalezace do grupy duzych GTPaz: zwane
mitofuzynami (Mfn). Obie izoformy Mfnl i1 2 s3 zbudowane podobnie; na N-koncu
znajduje si¢ domena GTP-azowa, w $rodku biatka sa 2 domeny transbtonowe oraz na C-
koncu znajduj¢ si¢ domena heptadowa HR2. Interakcja miedzy dwoma biatkami Mfnl i
2 poprzez domeng HR2 powoduje uwiezienie przylegajacych mitochondriéow przed
pdzniejsza fuzja indukowang hydroliza GTP (H. Lee & Yoon, 2016; Y. J. Liu i in., 2020;
Meyer i in., 2017).

Mfn 2 jest biatkiem siateczki §rodplazmatycznej, gdzie uczestniczy w potaczeniu
z mitochondriami umozliwiajac wydajny wychwyt jonow Ca®* przez mitochondria (de
Brito & Scorrano, 2008). Mfn 1 ma kluczowe znaczenie dla fuzji mitochondriow, za$
Mithn 2 ze wzgledu na nizszg aktywnos¢ domeny GTP-azowej prawdopodobnie stabilizuje
interakcje pomiedzy mitochondriami. Mutacje w genie kodujacym Mfn 2 u ludzi
powoduja chorobe Charcot — Marie — Tooth typu Il A oraz obwodowa neuropati¢
czuciowo — ruchowg (H. Chen i in., 2003; Meyer i in., 2017).

W proces fuzji wewngtrznej btony mitochondrialnej zaangazowane jest biatko
Opa 1 (ang. Optic artrophy-1). Biatko to sktada si¢ z 8 izoform, ktore sg produktami
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alternatywnego splicingu. Cigcie biatka prowadzi do powstania dtugich form L-Opa 1
(ang. Long — Opal), ktore moga by¢ rozszczepione proteolitycznie do krotkich form S-
Opal (ang. Short — Opal) przez proteazy OMAL i YMELL. Formy diugie promuja fuzje,

krotkie — fragmentacje mitochondriow. Biatko to uczestniczy takze w ksztattowaniu
grzebieni mitochondrialnych (Adebayo i in., 2021; Y. J. Liu i in., 2020).

)
(_@
©
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j o= Fuzja
menz  MFN

oPAT

Reorganizacja

J Depolaryzacja \»/)

Ryc.4 Schemat procesow fuzji i fragmentacji mitochondriow zaangaiowanych
W dynamike sieci mitochondrialnej. Zmodyfikowano na podstawie (A. W. Gao i in.,
2014).

Proces fragmentacji mitochondriow powoduje oddzielenie fragmentéw
mitochondriow od sieci. Pofragmentowane mitochondria sg transportowane wzdluz
cytoszkieletu mikrotubularnego do tych obszarow w komorce, gdzie jest zwigkszone
zapotrzebowanie na energi¢. Proces fragmentacji jest takze niezbedny dla prawidtowego
przebiegu mitofagii, procesu apoptozy czy mitozy i sluzy do tego by uszkodzone
fragmenty sieci zostaty oddzielone i usunigte od pozostatej sieci mitochondrialne;.

Jednym =z glownych biatek zaangazowanych we fragmentacje sieci
mitochondrialne;j jest biatko Drp 1 (ang. Dynamin releted protein 1) pochodzace z grupy
o duzej masie czasteczkowej GTPaz. Drpl jest zbudowane z domeny GTPazowej, ktora
znajduje si¢ na N-koncu, domeny $rodkowej, domeny zmiennej i domeny efektorowej
potozonej na C- koncu. Istnieje wiele bialek potozonych na zewngtrznej btonie
mitochondriéw zaangazowanych w rekrutacje Drpl. Jednym z nich jest najwczes$niej
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wykyre biatko Fisl (ang. Mitochondrial fission 1 protein), biatka Mff (ang.
Mitochondrial fission factor) oraz MiD49/50 (ang. Mitochondrial dynamics proteins
49/51 kDa). Przy zwewnegtrznej blonie mitochondrialnej nastepuje oligomeryzacja Drp1,
co powoduje powstawanie i zaciskanie pierScienia wokot mitochondrium (J. E. Lee i in.,
2016; Y. J. Liu i in., 2020). We fragemntacje¢ mitochondridw zaangazowane sg rowniez
biatka cytoszklietu - aktyna i motoryczne - miozyna oraz siateczka endoplazmatyczna.

1.2.2 Transport mitochondriow w komorce

Transport mitochondriow pozwala na dotarcie do odpowiednich przedziatlow
komorkowych (zwlaszcza tam gdzie zapotrzebowanie na energi¢ jest najwicksze).
Poniewaz mitochondria biorg udziat w sygnalizacji komorkowej, apoptozie oraz w wielu
szlakach biosyntezy, wigc ich rozmieszczenie w komorce jest takze bardzo wazne. Za
transport mitochondriow odpowiedzialny jest kompleks transportujacy, ktory sktada sig
z biatek motorycznych oraz biatek adaptorowych (Kruppa & Buss, 2021). Najwiecej
badan odno$nie transportu mitochondriow zostato wykonanych w komorce nerwowej, ze
wzgledu na to, ze stanowi dogodny model, gdzie mitochondria maja dlugg droge do
pokonannia, aby dotrze¢ do synapsy. W komodrkach spolaryzowanych ruch
mitochondriow odbywa si¢ w dwoch kierunkach. Biatkami motorycznymi sg kinezyna
I dyneina. Kinezyna jest biatkiem, ktore uczestniczy w ruchu postgpowym (ang.
Anterograde), czyli w kierunku plus konca mikrotubul, zas dyneina uczestniczy w ruchu
wstecznym (ang. Retrograde), czyli w kierunku minus konca mikrotubul. Jednymi z
najlepiej przebanych biatek adaptorowych sa biatka Miro1/2 oraz Trak1/2. Biatko Miro
uczestniczy w ruchu zaleznym zaroéwno od kinezyny jak i dyneiny. W swojej budowie
posiada domene transbtonowa poprzez ktora zakotwiczone jest w blonie zewnetrznej
mitochondrium oraz posiada 2 domeny EF-hand, po zwigzaniu jondw wapnia zmienia si¢
konfromacja Miro i ruch mitochondridow zostaje wstrzymany. Z kolei cytoplazmatyczne
biatko Trak oddziatuje bezposrednio z biatkiem Miro. Forma Trakl oddziatuje zarowno
z kinezyna jak i dyneina, za$ Trak2 oddziatluje jedynie z dyneing (Drabik, 2016). W ruchu
postepowym mitochondria sg rozprowadzane i dostarczane w odpowiednie przedziaty
komorkowe, natomiast w ruchu wstecznym dysfunkcyjne mitochondria s kierowane do
okolic okotojadrowych komorki, gdzie ulegaja mitofagii.
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Ryc.5 Biatka zaangazowane w transport mitochondriow w komorce. Zmodyfikowano
na podstawie (MacAskill & Kittler, 2010).

1.2.3 Proces biogenezy mitochondriow

Biogeneza mitochondriow jest ztozonym procesem, w ktorym nowe mitochondria
powstaja w wyniku wzrostu i podzialu wczesniej juz istniejacych organelli. Czynniki
transkrypcyjne oraz ich koaktywatory reguluja synteze biatek mitochondrialnych oraz
lipidow btonowych (P. A. Li i in., 2017; Popov, 2020).

Koaktywator PGC-1a (ang. [PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor)-
y coactivator-1a)]) indukuje biogenez¢ mitochondridow przez aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak NRF1 i NRF2 (ang. Nuclear respiratory factor?s)
(Jornayvaz & Shulman, 2010). Zarowno NRF1 jak i NRF2 reguluja ekspresj¢ genow
biatlek mitochondrialnych, wiazaCc si¢ zregionami promotora genoéw jadrowych
kodujacych  podjednostki  kompleksoéw  tancucha oddechowego 1 ATPazy
mitochondrialnej. Reguluja ekspresje genow zaangazowanych w synteze¢ hemu i innych
biatek mitochondrialnych. NRF2 kontroluje takze ekspresj¢ genow enzymow
antyoksydacyjnych (Itoh i in., 2015; Uittenbogaard & Chiaramello, 2014). Oba czynniki
transkrypcyje NRF1 i NRF2 zaangazowane sg w ekspresje biatkka TFAM (ang.
Mitochondrial transcription factor A) czynnika transkrypcyjnego kluczowego dla
regulacji transkrypcji i replikacji mtDNA. Proces transkrypcji mtDNA wymaga
obecnosci 3 biatek: polimerazy RNA (ang. Mitochondrial DNA-dependent RNA
polymerase, POLRMT), TFAM i TFB2M (ang. Mitochondrial transcription specificity
factor), ktory jest odpowiedzialny za interakcje TFAM-POLMRT, za$ w proces replikacji
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mtDNA zaangazowana jest mitochondrialna polimeraza y (ang. Mitochondrial DNA
polymerase gamma, POLG). Aktywno$¢ oraz obecnos¢ TFAM sa kluczowe w
bezposredniej regulacji liczby kopii mtDNA oraz dla innych funkcji genomu
mitochondrialnego (Picca & Lezza, 2015).

Biogeneza mitochondriow jest $ci$le regulowana przez wicle szlakow
sygnatowych w odpowiedzi na r6zne bodzce srodowiskowe i metaboliczne, takie jak np.:
dostepno$¢ tlenu, poziom jondéw wapnia, stosunek AMP/ATP czy NAD+/NADH,
temperatura czy hormony. Jednym ze szlakéw, ktory reguluje biogeneze jest szlak
zalezny od AMPK (kinazy zaleznej od AMP), ktoéry reguluje wewnatrzkomorkowy
metabolizm energetyczny w odpowiedzi na dostepnos¢ substratow energetycznych.
AMPK aktywuje biogenez¢ mitochondriéw poprzez stymulacje SIRT1 lub hamowanie
fosfodiesterazy cCAMP. Innym szlakiem biogenezy jest szlak zalezny od SIRT1, ktora jest
z kolei aktywatorem PGC-la. Szlak NO, w ktorym NO wytwarzany przez eNOS
aktywuje cyklaze guanylowa, zwigkszajac ilo$¢ obecnego cGMP, ktory przekazuje
sygnatl do jadra poprzez nieznany mechanizm, prowadzac w konsekwencji do indukcji
transkrypcji genu PGC-1a i biogenezy mitochondriow (Jornayvaz & Shulman, 2010).
Ponizej przedstawiono schemat (Ryc.6) Sciezek aktywacji wraz z aktywatorami procesu
biogenezy (P. A. Liiin., 2017).
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Ryc.6 Sciezki oraz aktywatory procesu biogenezy. Zmodyfikowano na podstawie (P. A.
Liiin., 2017).

1.2.4 Proces autofagii/mitofagii

Autofagia jest waznym procesem komérkowym, odpowiada nie tylko za $mierc
komorki, ale tez za jej przezycie. W tym procesie kontrolowane jest usuwanie
uszkodzonych fragmentow komorki, zuzytych organelli komoérkowcych takich jak
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mitochondria, siateczka $rodplazmatyczna i peroksysomy, czy tez zagregowanych
biomolekut. Autofagia stuzy takze eliminowaniu patogenéw wewnatrzkomorkowych (J.
Zhang, 2013). Znane s3 3 typy autofagii:

e Makro-autofagia, ktéra polega na dostarczeniu substratdow przeznaczonych do
usuni¢cia do lizosomu za posrednictwem autofagosomu, czyli pecherzyku
Z podwojng warstwa lipidowa. Ten taczy si¢ z lizosomem, tworzac autolizosom.

e Mikro-autofagia, ktéra polega na bezposrednim wychwyceniu przez lizosom
komponentow przeznachonych do degradacji, poprzez inwaginacj¢ btony
lizosomalnej

e Autofagia za posrednictwem biatek opiekunczych (chaperonéw), podczas ktorej
docelowe biatka sg przemieszczane przez btong lizosomalng w kompleksie
z biatkami opiekunczymi (takimi jak Hsc-70), ktore sa rozpoznawane przez
lizosomalny receptor btonowy zwigzany z lizosomalnym biatkiem btonowym 2A
(LAMP-2A), prowadzac do ich rozwinigcia i degradacji (Glick i in., 2010).

Mitofagia jest selektywng formg autofagii, ktora popularnie nazywana jest
mechanizmem  kontroli  jako$ci  mitochondridéw, umozliwiajacym  degradacje
uszkodzonych i zbednych mitochondriéw. Proces ten jest konieczny do utrzymania puli
funkcjonalnych mitochondriéw. Mitofagia nasila si¢ szczegdlnie w warunkach
stresowych dla komorki (np. stres oksydacyjny, niedotlenienie, spadek potencjatu
energetycznego mitochondriow czy nagromadzenia nie sfaldowanych biatek).
Dysfunkcyje w obregbie mitofagii obserwowane sg W wielu procesach patalogicznych np.
w chorobach neurodegeneracyjnych, sercowo-naczyniowych oraz w chorobach
nowotworowych (G. Chen i in., 2020).

Najlepiej scharakteryzowanym szlakiem mitofagii jest tzw. szlak PINK1/Parkin
zalezny. Parkin jest biatkiem cytozolowym, ligaza ubikwityny E3, a PINKI jest
mitochondrialng kinazg biatkowg. W zdrowych spolaryzowanych mitochondriach biatko
PINK1 lokalizuje si¢ w wengtrznej blonie mitochondrialnej. W przypadku
niespolaryzowanych mitochondriow (spadek AY) PINKI1 pozostaje na zewngtrznej
blonie mitochondrialnej. Tak zlokalizowany PINK1 jest sygnatem dla Parkin, ktore
z cytozolu jest rekrutowane do mitochondriow. Doktadna $ciezka przebiegu mitofagii jest
nastepujaca. Tranporst PINKI1 przez wewnetrzng blong mitochondrialng za
posrednictwem translokazy TIM S$cisle zalezy od AY. Depolaryzacja mitochondriow
zaburza ten transport i PINK1 tworzy wtedy kompleks z translokazag TOM. Biatko PINK1
ulega autofosforylacji, co powoduje rekrutacje biatka Parkin do zewngtrznej btony
mitochondrialnej i jego fosforylacje. Aktywne biatko Parkin katalizuje przytaczenie reszt
ubikwitynowych do biatek znajdujacych si¢ w zewngtrznej blonie mitochondrialnej
takich jak VDAC, TOM, Mfn i FIS1 (biatka odpowiedzialne za fuzj¢ mitochondriow,
ktore zmodyfikowane poprzez ubikwitynacje sa nieaktywne 1 nie tworzg pierscienia z
ER). Nastepuje rowniez rekrutacja biatka Drpl, ktore uczestniczy w procesie
fragmentacji mitochondriow (zaciskanie charakterystycznego pierscienia wokot
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fragmentu sieci przeznaczonych do oddzielenia), a tym samym uftatwia tworzenie
autofagosomu i degradacje (Yoo & Jung, b.d.).

Zdrowe
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Ryc.7 Schemat usuwania mitochondriow sciezkq PINK1/Parkin. Zmodyfikowano
na podstawie (Dorn, 2019).

Biatkiem, ktore jest zaangazowane zarowno W proces autofagii jak i mitofagii jest
biatko LC3 (ang. Microtubule associated proteins 1A/1B light chain). LC3 wystepuje W
2 formach: w formie cytozolowej (LC3-I) oraz lipidowej zwigzanej z btong fagoforu
(LC3-11). Cytoplazmatyczna forma biatka LC3 jest w formie nieaktywnej. Pod wptywem
impulsu stymulujgcego do autofagii dochodzi do cigcia proteolicznego tego bialka.
Cytosolowa posta¢ LC3 tworzy koniugat LC3 z fosfatydyloetanoloaming (LC3-II), ktory
jest rekrutowany do bton autofagosomalnych. Te z kolei tacza si¢ z lizosomami, tworzac
autolizosomy, a sktadniki wewnatrz autofagosomow sa rozktadane przez hydrolazy
lizosomalne. W tym samym czasie LC3-II w $wietle autolizosomu ulega degradacji.
Zatem stosunek formy LC3-11 do LC3-I odzwierciedla aktywnos$¢ autofagiczng (Tanida i
in., 2008).
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Dysfunkcyjne
mitochondria

PINK

W komorkach ssakoéw do zakotwiczenia biatka LC3
w blonie izolujacej przylacza si¢ biatko p62 zwane tez
biatkiem sekwestromu 1/SQSTMI, ktére jest
biatkiem adaptorowym autofagii. Biatko to peini
takze wiele funkcji — glownie sygnatowych
w komorce, ale potrafi tez zaznacza¢ wszystkie
sktadniki komorki przeznaczone do utylizacji. Uwaza
sig, ze p62 zaznacza uszkodzone mitochondria, a jego
dziatanie wlaczone jest w S$ciezke mitofagii tzw.
PINK1/Parkin zalezna, i jest ono modulatorem tego
procesu.  Bialko  p62  rozpoznaje  biatka
ubikwitynowane za posrednictwem mitochondriow,
inicjuje  formowanie  autofagosomu  poprzez
rekrutacje LC3. Fosforylacja Parkin (przez PINKI)
tez promuje taczenie p62 do LC3. Pokazano, ze
Parkin tez taczy si¢ bezposrednio do ubikwitowanego
p62 powodujac jego degradacje. Dlatego sugeruje sie,
ze Parkin i p62 s3 kluczowym komponentem w
mitofagii i funkcjonalnie sg bardzo ze soba powigzane
(Memme i in., 2021).

Biatko Beklina 1 odgrywa wazng role w indukcji
autofagii i jest czgsto stosowana jako marker do
monitorowania  tego procesu, uczestniczy
w tworzeniu omegasomu (Aryal i in., 2014). Beklina
1 jest cze$cia  kompleksu  kinazy  3-
fosfatydyloinozytolu (kinaza PI3) klasy III, ktory
indukuje autofagi¢. Pierwszym spos$rdod coraz
wigkszej liczby  zidentyfikowanych  biatek
oddziatujacych z  Beklin 1 jest biatko
przeciwapoptotyczne Bcl-2. Dysocjacja Beklin 1 od
Bcl-2 jest niezbg¢dna dla jej aktywnosci autofagicznej,
a Bcl-2 hamuje autofagie tylko wtedy, gdy jest obecna
w retikulum endoplazmatycznym (ER) (Driscoll &
Abdel Malek, 2015).

Dlatego nalezy podkresli¢, Zze proces mitofagii jest
synergistycznie regulowany z procesem biogenezy
mitochondriéw, oba te procesy oddzialuja na siebie.

Ryc.8 Schemat procesu autofagii/mitofagii. Zmodyfikowano na podstawie (Stetler i in.,

2013).
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1.3 Przyczyny i konsekwencje zaburzenia funkcjonowania
mitochondriow

Utrzymanie zdrowej puli mitochondriow ma ogromne znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania komorki. Nalezy jednak podkresli¢ fakt, ze wszystkie
organizmy zywe s3 narazone na dziatanie czynnikOw zewnetrznych oraz wewngtrznych,
ktére mogg indukowac stres komorkowy. Na schemacie zostaty przedstawione przyktady
czynnikow (stresorow), ktore mogg wywotaé stres mitochondrialny. W odpowiedzi na
zmiany fizjologiczne czy warunki stresowe, mitochondria wyksztalcity i rozwinety wiele
systemOow kontroli jakosci, aby  utrzyma¢ odpowiednig pule funkcjonalnych
mitochondriéw. Pozwala to komorce zaadaptowac si¢ do nowo panujacych warunkow
oraz sprosta¢ wymaganiom energetycznym komorki. Mechanizmy te maja na celu
usuni¢cie  dysfunkcyjnych — mitochondriow  przez  proces  autofagii/mitofagii
oraz odnowienie puli tych organellipoprzez synteze¢ biatek i lipidow w procesie
biogenezy (Memme i in., 2021; Onishi i in., 2021). Zréwnowazony proces fuzji i
fragmentacji mitochondriow umozliwia takze kontrole jakosci mitochondriow W obrebie
komorki (Yapa i in., 2021).

Wewnetrzne _ Genetyczne
Mutacje/delecje mtDNA
Mutacje nDNA
c Metaboliczne
7 Dostepnoéc substratow
y
n
n Biochemiczne
; Nadmiar Ca¥* 1 Fe
k Stres oksydacyjny
1 -
Srodowiskowe
Toksyny, chemioterapia,
UV, mhibitory OXPHOS
Infekcje
Wirusy
Zewngtrzne Bakterie

Ryc.9 Schemat przedstawiajgcy czynniki stresorowe majgce wplyw na funkcjonowanie
mitochondriow.
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1.3.1 Stres oksydacyjny i jego konsekwencje

Jedna z konsekwencji zaburzenia funkcjonowania mitochondriow jest stres
oksydacyjny. Uwaza si¢, ze mitochondria sg gldownym miejscem powstawania RFT
w komorce. Termin ten okresla nie tylko reaktywne pochodne tlenu, ale takze azotu czy
siarki, chociaz obecnie w literaturze wystepuja one pod nazwami: reaktywne formy azotu
— ang .Reactive Nitrogen Species (RNS) i reaktywne formy siarki —ang. Reactive Sulfue
Species (RSS). RFT powstajg rowniez wewnatrzkomérkowo w réznych przedziatach i
poprzez wiele mechanizméw. Do RFT nalezg np.: tlen singletowy (O.), anionorodnik
ponadtlenkowy (O2), nadtlenek wodoru (H202), tlenek azotu (NO°), rodnik
hydroksylowy (OH") i jon hydroksylowy (OH"). W komoérkach eukariotycznych waznym
miejscem powstawania RFT jest tancuch oddechowy. Podczas transportu elektronu przez
tancuch, ktorego ostatecznym etapem jest czteroelektronowa redukcja czateczki tlenu do
czasteczki wody, w niektorych centrach redoks tancucha moze dojs¢ do tzw. ,,wycieku”
elektronow. Podczas jednoelektronowej redukcji tlenu powstaje wysoce reaktywny
anionorodnik ponadtlenkowy (O2"), ktory znajduje si¢ zard6wno w przestrzeni
migdzyblonowej jak i macierzy mitochondrialnej. Rodnik O, moze ulec dalszym
przeksztatceniom np. w wyniku reakcji dysmutacji do H202 oraz O». Z kolei powstaty
nadtlenek wodoru moze ulec reakcji Fentona, ktéra prowadzi do powstania rodnika
hydroksylowego (*OH) oraz anionu wodorotlenowego (OH") (Turrens, 2003).

Przestrzen miedzyblonowa

4H" 2H* aH" L
2 ATP
-tv ‘
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NADH Cykl ADP+ ¥ ATP
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J
e =
}

Macierz mitochondrialna
Acetyl-CoA

Ryc.10 Schemat budowy i dziatania taricucha transportu elektronow oraz syntazy ATP
i translokazy ATP/ADP. Zmodyfikowano na podstawie (Lewis i in., 2019).

W usuwanie szkodliwych RFT jest zaangazowany system obrony
antyoksydacyjnej. W sklad tego systemu wchodzg enzymy w tym rodzina
metaloenzyméw zwanych dysmutazami ponadtlenkowymy (SOD), ktore przeksztatcaja
anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru. Rozktad nadtlenku wodoru odbywa
si¢ dzigki aktywnosci katalazy (CAT) oraz peroksydazy glutationowej (GPXx).
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Katalizowanej przez GPx redukcji H20. do wody towarzyszy utlenianie glutationu (GSH)
do disiarczku glutationu (GSSG). Zredukowana forma glutationu jest nastepnie
odtwarzana przez reduktazg glutationowg (GRx) (Kudryavtseva i in., 2016).

OH +OH*
H,0+0,
CAT .. — RFT
Fe Badane enzymy
e . S0D1
0, > 0, soD2 H,0, FeZ*
GSH NADP*
GPx GRx
GS5G NADPH + H*
H,0+0,

Ryc.11 Schemat dzialania enzymow antyoksydacyjnych. Zmodyfikowano na podstawie
(Garrel i in., 2010).

W przypadku prawidtowo funkcjonujagcych komorek istnieje rownowaga
pomiegdzy tworzeniem a usuwaniem RFT. W odpowiednim st¢zeniu RFT odgrywaja
istotng role w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Brak rownowagi migdzy tworzeniem
a usuwaniem RFT powoduje nagromadzenia RFT, co moze skutkowaé powstawaniem
uszkodzen oksydacyjnych biatek, lipidow, polisacharydow czy kwasow nukleinowych, a
w konsekwencji zaburzeniami licznych procesow wewnatrzkomorkowych. Uszkodzenia
oksydacyjne nici DNA zarowno mtDNA jak i nDNA moga powodowa¢ mutacje i
przyczynia¢ si¢ do powstawania chordb, a sag wywotane przede wszystkim przez
bezposrednie dziatanie rodnika hydroksylowego (OH®) z nukleotydami DNA oraz na
skutek wprowadzania uszkodzonego nukleotydu do DNA w procesie replikacji (Turrens,
2003).

1.4 Adaptacja funkcji mitochondriow do zmienionych warunkow

Mitochondria indukuja w komorce wiele $ciezek sygnatowych, w odpowiedzi na
warunki stresowe. Jedng z tych $ciezek, ktora odpowiada za adaptacje mitochondriow
jest tzw. wsteczna kaskada sygnalowa (ang. Mitochondrial retrograde pathway).
Mitochondrialna wsteczna kaskada sygnatowa, czyli sygnalizacja mitochondria — jadro
komoérkowe — mitochondria (ang. Retrograde signaling), pozwala na przekazanie
z mitochondriéw do jadra komodrkowego informacji o stanie mitochondriéow i ich
ewentualnych defektach. W odpowiedzi na ten sygnal, w jadrze uruchamiana jest
ekspresja gend6w majacych na celu dostosowanie mitochondriéw do obecnie panujacych
warunkéw w komoérce, w nastgpstwie czego modernizowana jest m.in. sie¢
mitochondrialna, biogeneza i mitofagia. Sygnalizacja ta jest dodatkowo wazna ze
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wzgledu na koniecznos¢ koordynacji ekspresji biatek mitochondrialnych kodowanych
przez genom jadrowy oraz przez genom mitochondrialny.

Mitochondrialna wsteczna kaskada sygnalowa

adaptacja mitochondriow
w odpowiedzi na stres

— Zmiana dynamiki:
+ Zmiana procesow fuzji/fragmentacji

jadro komorkowe * Zmiana transportu mitochondriow

ekspresja gendw tzw. + Zmiana procesu biogenezy/mitofagii
~mitochondrialnych™

przekazywanie

sygnatu do jadra

komérkowego

np.: (Ca>*, RFT, mitochondrium

ATPAY)

Ryc.12 Schemat przedstawiajqcy dziatanie wstecznej kaskady sygnatowej.

W  przekazywaniu sygnalu z mitochondrium do jadra komorkowego
zaangazowane s3 takie elementy jak np. RFT, poziom ADP/ATP, NADP, poziom Ca®" a
przede wszystkim AW (ktory jest pierwszym czynnikiem sygnatowym). W odpowiedz
$ciezki jadro komorkowe — mitochondria nastepuje reorganizacja si¢ mitochondrialnej,
zmiana aktywacji procesu biogenezy czy mitofagii, czyli adaptacja mitochondrium do
zmiany warunkow.

1.4.1 Zaburzenia funkcjonowania mitochondriow

Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriow wystepuje W chorobach
mitochondrialnych, neurodegeneracyjnych, sercowo-naczyniowych, metabolicznych
atakze w starzeniu. To, jak wazne dla komoérki i calego organizmu sg prawidtowo
funkcjonujace mitochondria wida¢ na przyktadzie choréb genetycznych wywotanych
mutacjami w genach bialek mitochondrialnych.

Choroby mitochondrialne sa grupa zaburzen genetycznych, ktore charakteryzuja
si¢ defektami fosforylacji oksydacyjnej: tancucha oddechowego i syntazy ATP, w skutek
mutacji w genach nDNA i mtDNA (Gorman i in., 2016). Choroby te dajg rézne objawy,
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ale przede wszystkim rzutujg na prac¢ uktadu nerwowego oraz migsniowego. Ustalenie
diagnozy dla choréb mitochondrialnych jest trudne, poniewaz mitochondria znajdujg si¢
pod podwojng kontrolg genetyczng — kodowane sg zarowno przez genomy jadrowe jak i
mitochondrialne (Ng i in., 2021). Wigkszo$¢ ze znanych terapii tylko tagodzi objawy
choroby (Bartnik i in., 2018).

Zaburzenia w  funkcjonowaniu mitochondriow s3 jedng z cech
charakterystycznych dla starzenia. Starzeniu si¢ organizmu towarzyszy postgpujaca
utrata funkcji komorkowych oraz degradacja wielu tkanek (X. Gao i in., 2022).
Mitochondria odgrywaja zasadnicza role w rozwoju chordéb zwigzanych ze starzeniem
si¢, takich jak choroby neurodegeneracyjne czy sercowo-naczyniowe (Amorim i in.,
2022). NajczeSciej spotykanymi chorobami neurodegeneracyjnymi, w ktorych
znaleziono zmienione funkcjonowanie mitochondriéw sg: choroba Parkinsona (PD),
choroba Alzheimera (AD), choroba Huntingtona (HD), ataksja Friedreicha (FRDA)
I stwardnienie zanikowe boczne (ALS). Stres oksydacyjny moze inicjowac uszkodzenia
oksydacyjne wielu biatek i komponentéw komorkowych, a nawet przyczynia¢ si¢ do
tworzenia kaskady prowadzacej do $mierci komorek. Dlatego poznanie dzialania
mitochondriow w réznych warunkach stresowych wydaje si¢ by¢ podstawa do uznania
ich za dobry cel terapeutyczny (Y. Wu i in., 2019).

1.4.2 Starzenie koméorkowe

Starzenie komodrkowe jest definiowane, jako ztozony proces podczas ktérego
zostaje zatrzymany cykl komorkowy na skutek uszkodzen lub stresu. Starzenie
komorkowe jest takze przyczyna Starzenia organizmu oraz wystgpowania chordb
zwigzanych z wiekiem. Mozna wyrdzni¢ starzenie replikacyjne, ktore jest zalezne od
skracania telomerow podczas procesu replikacji DNA oraz starzenie przyspieszone, ktore
postepuje niezaleznie od skracania telomerdéw, na skutek dziatania stresu oksydacyjnego,
uszkodzen DNA czy innych czynnikow/zwiazkow (Alster & Korwek, 2014).

Starzenie jest zwigzane z pogorszeniem funkcji fizjologicznych i integralno$ci
komorek 1 tkanek, co prowadzi do zwigkszonej podatnosci na niektore choroby zwigzane
z wiekiem np.: cukrzyca, miazdzyca, niewydolnos¢ serca, nadci$nienie, zaéma, choroby
neurodegeneracyjne. Obecnie nie ma jednej konkretnej zdefiniowanej teorii starzenia.
Mozna wyr6ézni¢ mitochondrialng teori¢ starzenia, ktora glosi ze wraz z wiekiem
produkcja ATP zmniejsza sie, zwicksza si¢ poziom RFT i powstaje wigcej uszkodzen,
mitochondria s3 mniej efektywne, a tym samym zapotrzebowanie energetyczne komorek
nie jest zaspokojone, co prowadzi do ich dysfunkcji. Istnieje takze teoria uszkodzenia
somatycznego DNA (ang. Somatic DNA Damage Theory), ktéra postuluje, ze
uszkodzenia DNA zachodza w sposob ciagly w komoérkach zywych organizmow.
Wigkszo$¢ tych uszkodzen jest naprawiana, jednak nie wszystkie z powodu
niedoskonato$éci mechanizméw naprawczych DNA. Prowadzi to do mutacji
genetycznych kumulujacych si¢ wraz z wiekiem, powodujac dysfunkcje komorek. Jak
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réwniez zaproponowana przez Johan Bjorksten w 1942 r. teoria sieciowania (ang.Cross-
linking theory). Zgodnie z nig z wiekiem nastgpuje nagromadzenie zagregowanych
biatek, co uszkadza komorki i tkanki (Jin, 2010).

W swojej pracy skupitam sie na teorii opracowanej przez D. Harmana. Denham
Harman, jako jeden z pierwszych zaproponowal mitochondrialng wolnorodnikowg teori¢
starzenia si¢ (ang. Mitochondrial Free Radical Theory of Aging, MFRTA), w ktorej
glowna role odgrywaty mitochondria, jako zrodta wolnych rodnikow. Teoria ta postuluje,
ze starzenie si¢ wynika z nagromadzenia szkodliwych skutkéw dziatania wolnych
rodnikow wywotanych przez RFT. Zgodnie z tg teorig W starzejacych si¢ komorkach i
tkankach, czesto wykrywa si¢ zwigkszong produkcje RFT w mitochondriach oraz
zwigkszong zawarto$¢ 8-oksy-dG (nukleozydu 8-oksy-2’-deoksyguanozyny) w mtDNA
(Cui i in., 2012). Bledy w procesie replikacji mtDNA i niedostateczna skutecznosé
mechanizméw naprawczych mtDNA moga powodowa¢ akumulacje mutacji, co prowadzi
do dysfunkcji mitochondriow, takich jak zmniejszona aktywno$¢ tancucha oddechowego
czy nadmierne powstawanie RFT. Ponadto agregowane czy nieprawidtlowo sfaldowane
biatka przyczyniaja si¢ rowniez do zaburzen neurodegeneracyjnych i procesu starzenia
si¢ (Sas i in., 2018).

Jednymi z powazniejszych uszkodzen DNA sg te, ktore prowadzg do uszkodzenia
lub rozerwania podwdjnej nici DNA (ang. Double-Strand Breaks, DSB). W konsekwencji
w komorce moze dojs¢ do zahamowania proliferacji poprzez aktywacje biatka p53, ktore
jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za mechanizm naprawy DNA,
ktoremu zwykle towarzyszy ekspresja biatka p21 — inhibitora cyklu komorkowego. W
roznych typach komorek uszkodzenia DNA réwniez moga wywotac ekspresje biatka p16,
ktory takze jest inhibitorem cyklu komorkowego (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007).

—

Mitochondria s3 gtéwnym miejscem
w komodrce powstawania RTF, ich

nadmiar powoduje powstanie stresu Mutacje
oksydacyjnego, ktory napedza proces ; mitochondrialnego DNA
starzenia g~ (mtDNA) gromadza sig
podczas starzenia
\
Mitochondrialna produkcja
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Ryc.13 Schemat przedstawiajgcy zdarzenia zachodzgce w mitochondriach wedlug
wMitochondrialnej teorii starzenia”.
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Badania procesu starzenia wykazaty, ze wiele cech jest charakterystycznych dla
tego procesu. Najczesciej wykorzystywane markery starzenia zostaty przestawione na
Ryc.14.

Wzrost
masy
lizosomdw

SA-B-GAL

Dysfunkcje
mitochondridw
Uszkodzenia DNA

Ryc.14 Schamat przedstawiajgcy charakterystyczne znaczniki komdrek starych.
Zmodyfikowano na podstawie (Sikora i in., 2018).

Jedna z cech starzejgcych si¢ komorek jest zmiana ich morfologii. Komorki stare
sa wigksze 1 bardziej ptaskie niz komorki mlode. Zwigksza si¢ masa lizosomow
w komorkach, co jest widoczne jako wzrost ziarnistosci komoérek. Wystepuja zmiany
W cytoszkielecie, glownie reorganizacji ulegaja filamenty aktynowe, tubulinowe oraz
wimentynowe. W komorkach starych dochodzi do zahamowania proliferacji na skutek
wzrostu poziomu biatek p53, p21 i pl6, z czego dwa ostatnie sa inhibitorami cyklu
komorkowego. Dodatkowo w komorkach starych zmienia si¢ funkcjonowanie
mitochondriéw, co skutkuje zwigckszong produkcjg RFT. Zwigksza si¢ rowniez poziom
uszkodzen DNA (mutacje w nDNA i mtDNA) oraz aktywno$¢ enzymu [3-galaktozydazy
zwigzanej ze starzeniem (ang. Senescence-Associated-f-galactozydaze, SA-f-GAL).
W komorkach obniza si¢ tez poziom laminy B1, co powoduje wystepowanie skupisk
chromatyny w cytoplazmie. Pojawia si¢ zwigkszona aktywno$¢ wydzielnicza zwana
fenotypem sekrecyjnym zwigzanym ze starzeniem (ang. Senescence-Associated
Secretory Phenotype, SASP). Fenotyp sekrecyjny pojawia si¢, gdy dochodzi do trwate;j
aktywacji szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA, w konsekwencji komoérki stare
wydzielaja na zewnatrz czynniki wzrostu, cytokiny czy proteazy (Alster & Korwek,
2014).
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Poza szeregiem negatywnych skutkdw starzenia komorkowego, jakimi sa glownie
choroby wystepujace wraz z wiekiem, starzenie komorkowe ma tez korzystny wplyw na
wiele procesoOw:

e pozwala na prawidlowe ksztaltowanie narzadow w procesie organogenezy,

e ochrona przed nowotworzeniem, czyli komorka, w ktorej wystepuja mutacje czy
uszkodzenia DNA starzeje si¢, jednoczesnie nie ulega podziatom i nie przekazuje
zmutowanego materialu genetycznego kolejnym komoérkom,

e proces regeneracji tkanek zostaje zachowany (Mufioz-Espin i in., 2013).

Mimo wielu lat badan wcigz poszukiwane sg strategie, ktore pozwolg opdznié
proces starzenia komorkowego. Najczesciej poszukuje sie nowych srodkow/substancji,
ktore mogtyby selektywnie eliminowa¢ komorki stare. Takie substancje nazywane sg
senolitykami. Do nich nalezg np.: kwercetyna czy fisetyna. Atrakcyjng strategia
pozwalajacg na opodznienie starzenia staje si¢ celowanie w sirtuiny — biatka, ktore
spowolniajg procesy starzenia i obumierania komoérek (Grabowska i in., 2017).

Wiadomo, ze mitochondria, ze wzglgdu na swoja role pelniong w komorce,
odgrywaja takze ogromng role w procesie starzenia komorkowego. Na tle ostatnich
doniesien okazuje si¢, ze to suma btedow podczas procesu replikacji mtDNA w czasie
rozwoju jest glownag przyczyng starzenia, (a nie tylko wzrost mutacji mtDNA
spowodowany akumulacjg uszkodzen np. przez RFT) (Bratic & Larsson, 2013).Warto
podkresli¢, ze mutacje mtDNA takze promujg fenotypy starzenia. Lecz wcigz doktadne
przyczyny starzenia si¢ s3 slabo poznane. OczywiScie mitochondria reguluja wiele
roznych szlakow zardéwno tych metabolicznych jak i sygnalizacyjnych, a wraz z wiekiem
ich funkcjonowanie pogarsza si¢ (Shigenaga i in., 1994). Obserwowana jest wzmozona
produkcja RFT oraz zaburzenia funkcjonowania tancucha oddechowego. Ponadto szereg
procesOw, w tym proces biogenezy mitochondriow jest regulowany takze przez hormony
np. estrogeny (ang. Estrogen related receptor, ERR), ktorych z wiekiem spada poziom.
ERR jest koaktywatorem ekspresji czynnikow tranksrypcyjnych np.: NRF (Bratic &
Larsson, 2013; Fernandez-Vizarra i in., 2008). Dlatego w badaniach w niniejszej pracy
szczegolnie skupiono sie na funkcji mitochondriéw w starzejacych si¢ fibroblastach.

1.5 Fitoestrogeny

Fitoestrogeny sg to zwigzki organiczne, ktérych gldéwng biologiczng funkcjg jest
ochrona ro$lin przed stresem i/lub dziatanie jako cze$¢ mechanizmu obronnego.
Fitoestrogeny budowa przypominajg estrogeny, dzieki czemu wykazujg aktywnos$c
estrogenowa.
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1.5.1 Charakterystyka estrogenow

Estrogeny naleza do grupy hormonow steroidowych, ktore wydzielane sg gtownie
Z jajnikow oraz nadnerczy. Znane sg, jako sterydy C18, poniewaz ich podstawowa
struktura sktada si¢ z 18 atoméw wegla (C18H2402). Zbudowane sg z jednego
pierscienia benzenowego, fenolowej grupy hydroksylowej i grupy ketonowej (estron) lub
jednej (17B-estradiol), dwoch (estriol) lub trzech (estetrol) grup hydroksylowych
(Ryc.15). Sa to mate lipofilowe substancje, ktore poprzez wplyw na ekspresje
odpowiednich genow, reguluja wiele funkcji komorek i tkanek. Estrogeny wiaza si¢ z
receptorami estrogenowymi (ERRa lub ERRP). Receptor estrogenowy zwigzany z
estrogenem tworzy dimer i wigze si¢ z elementami odpowiedzi estrogenowej (ang.
Estrogen response elements, ERE) na genomie, regulujac w ten sposob transkrypcje
genow zaleznych od estrogenu (Fuentes & Silveyra, 2019; Ikeda i in., 2019; Simpkins i
in., 2008). Istnieje takze receptor estrogenowy 1 sprzgzonym z biatkiem G (ang. G
protein-coupled estrogen receptor 1, GPER1), ktory jest genetycznie i strukturalnie
niezwigzany z ERRa i ERRp (Vrtaénik i in., 2014).

Estron (E,) Estradiol (E;)

Estriol (E,)

Ryc.15 Struktury chemiczne endogennych estrogenow. Estron (E1; pomaranczowy),
estradiol (E2; niebieski), estriol (E3; zielony) i estretrol (E4; zotty) Zmodyfikowano na
podstawie (Fuentes & Silveyra, 2019).

Obecnos¢ ER a/p wykazano w mitochondriach. Genom mitochondrialny zawiera
sekwencje DNA, ktore przypominaja potowg palindromicznej jadrowej sekwencji ERE.
ERa oraz ERp bezposrednio wigzg si¢ z mtDNA poprzez mitochondrialne ERE, a ich
oddziatywanie wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia estrogenéw (Rettberg i in., 2014).
Estrogeny w stezeniach fizjologicznych (poprzez aktywacj¢ ERa) biorg udziat np. w
neuroprotekcji (Dubal, 2001). Estrogeny moga wptywac¢ na funkcj¢ mitochondriow
poprzez zwigkszenie ekspresji gendow niektorych biatek tancucha oddechowego
(cytochrom c, podjednostki w kompleksie IV-COX7RP). Wynika to z obecnosci ERE w
promotorze tych gendéw, ale takze z koordynacji transkrypcji mtDNA poprzez jadrowe
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czynniki transkrypcyjne, ktore sg regulowane przez estrogeny (Chmielewska i in., 2017;
Torrens-Mas i in., 2020).

Wiele zmian hormonalnych jest zwigzanych ze starzeniem si¢ np. menopauza
u kobiet. Estrogeny pelnig rdézne i wazne funkcje np.: w tkance kostnej, w mozgu,
w migsniach szkieletowych, tkance tluszczowej, okr¢znicy, ukladzie naczyniowym
I skorze. Utrata estrogenow podczas starzenia si¢ ma szkodliwy wptyw na te tkanki, co
powoduje osteoporoze czy tez zwigkszone ryzyko chorob sercowo — naczyniowych
(Thornton, 2013). Estrogeny wykazuja dziatanie ochronne, co zostato potwierdzone przez
grupe Bottai i in. Uzycie 17B-estradiolu (E2) moze chroni¢ komorki skory (HDF) przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi wywotanymi przez H.O2, a w unieSmiertelnionych
keratynocytach (HaCaT) E2 zwigksza synteze prokolagenu-l (Bottai i in., 2012;
Wilkinson & Hardman, 2017). Wiadomo, ze u kobiet we wczesnym okresie
pomenopauzalnym elastycznos¢ skory zmiejsza sie, a stostowanie estrogenow zwigksza
ilo§¢ i pogrubia wtdkna sprezyste (Thornton, 2013).W warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego zwiazki podobne do estrogenow sg w stanie chroni¢ przed uszkodzeniem
oksydacyjnym. Uwaza si¢, ze wlasciwosci cytoprotekcyjne moga by¢ zalezne od
wlasciwos$ci przeciwutleniajagcych i struktury fenolowej estradiolu (Richardson i in.,
2011).

1.5.2 Charakterystyka fitoestrogenow

Fitoestrogeny potrafig dziata¢ poprzez interakcje z receptorami estrogenowymi,
jak réwniez s3 w stanie wywiera¢ swoje dzialanie w sposob niezalezny od ERR.
Fitoestrogeny wykazuja dziatanie przeciwutleniajagce oraz przeciwzapalne. Dzigki tym
wlasciwosciom moga wplywac na prawidtowe funkcjonowanie narzagdoéw a tym samym
ingerowa¢ w molekularne podtoze chordb (Torrens-Mas i in., 2020).
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Ryc.16  Struktura molekularna najbardziej powszechnych fitoestrogenow.
Zmodyfikowano na podstawie (Sirotkin & Harrath, 2014)

Sa obecne w owocach, warzywach i produktach petoziarnistych. Glownymi
grupami fitoestrogenow, obecnych w naszej diecie oraz suplementach, sg izoflawony,
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prenyflawonoidy, kumestany i lignany. lzoflawony znajduja si¢ w roslinach
straczkowych przede wszystkim w soi. Flawonoidy 8-prenylowe sa powszechne
w warzywach, chmielu i piwie. Glownym zrédtem lignanow jest siemi¢ Iniane, z kolei
kumestany sg znacznie obecne w koniczynie i kietkach soi (Rietjens i in., 2017; Sirotkin
& Harrath, 2014).

Fitoestrogeny sa metabolizowane przez bakterie jelitowe, wchtaniane, kraza
w 0soczu i wydalane sg wraz z moczem. Jednak warto podkresli¢, ze jest to proces
zréznicowany miedzyosobniczo. Flawonoidy naturalnie wystepuja w formach
glikozydowych i tak sa wchtaniane, natomiast glikozydy izoflawonoidow muszg by¢
hydrolizowane do aglikonow przez B-glukozydazy jelitowe (gléwnie powstaja ekwol
oraz O-desmetyloangolenina). Absorpcja tych zwigzkéw zachodzi poprzez wychwyt
przez enterocyty. Izoflawonoidy sg szybko wchlaniane, ze znacznym wzrostem poziomu
W 0soczu po 15-30 minutach od zazycia i szczytem miedzy 3 a 7 godzing po spozyciu.
Po wchlonieciu aglikony izoflawonoidéw podlegaja dalszym procesom: glukuronidacji i
siarczanowania w gornym odcinku jelita cienkiego (Branca & Lorenzetti, 2005).

Fitoestrogeny oprocz zdolnosci wigzania si¢ z receptorami estrogenowymi moga
tez wykazywac dziatanie bez posrednictwa estrogenéw np. moga aktywowacé receptory
serotoninergiczne, moga reagowa¢ z wolnymi rodnikami, mogg uczestniczy¢
w modyfikacja histonéw, moga indukowaé¢ metylacje DNA, jak réwniez mogg mieé
wplyw na ekspresja RNA czy inne wewnatrzkomorkowe regulatory cyklu komorkowego.
To wlasnie dzigki tym zdolnosciom wigzania si¢ z ré6znymi czasteczkami mogg by¢
wielofunkcyjne i wykazuja dziatanie: przeciwutleniajace, antyproliferacyjne,
antymutagenne i antyangiogenne, a zatem promujg przezywalno$¢ komoérek miodych
opdzniajaC proces starzenia si¢ organizmu czlowicka (Sirotkin &Harrath, 2014).
Fitoestrogeny sa waznym skfadnikiem diet azjatyckich (15-50 mg dnia w poréwnaniu z
<2 mg w krajach zachodnich). Badania wykazaty korelacje miedzy wysokim spozyciem
soi 1 izoflawonow a zmniejszeniem objawOw menopauzy, 0Steoporozy, zmniejszong
resorpcja kosci, poprawg uczenia si¢ 1 zmniejszeniem ryzyka raka prostaty, okreznicy i
piersi (Mayo i in., 2019).

Poza szeregiem dziatan przeciwutleniajacych, przeciwnowotworowych,
przeciwzapalnych czy probiotycznych nalezy rowniez podkreslic, ze niektore
fitoestrogeny -  polifenole ro$linne zawierajace ugrupowania katecholowe i/lub
pirogalolowe w pewnych warunkach moga wykazywac¢ wtasciwosci prooksydacyjne
(Quideau i in., 2011). W konsekwencji roslinne polifenole katecholowe (i pirogalolowe)
moga indukowa¢ pekanie nici DNA (w obecnoséci 2021 zwigzkow zelaza lub miedzi,
przede wszystkim jonéw miedzi(Il), ze wzgledu na ich nizszy standardowy potencjat
redukcyjny: Cu?*/Cu* = 0,15 V w poréwnaniu z Fe**'Fe?*= 0,77 V).
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Ryc.17 Proponowany mechanizm prooksydacyjny uszkodzenia DNA za posrednictwem
miedzi (II) przez katecholowe (lub pirogalolowe) roslinne polifenole. Zmodyfikowano
na podstawie (Quideau i in., 2011)

1.5.2.1 Daidzeina

Daidziena  (7-hydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on),  jest
fitoestrogenem, ktory gtownie wystepuje w nasionach soi. Ten naturalnie wystepujacy
zwiazek zaliczany jest do grupy modulatoréw receptorow estrogenowych, ktore sg zdolne
do wywierania estrogenopodobnego dziatania (Filipovi¢ i in., 2010). W roslinach
izoflawony wystepujg gltownie (>80%) w postaci glikokoniugatow, w przypadku
daidzeiny jest to daidzyna (ang. daidzin). Glikozydy wykazuja zarowno niskg aktywnos¢
estrogenowa jak i sg trudno wchtanialne w jelitach, wigc aby staly si¢ one biodostepne
musza zosta¢ zhydrolizowane do aglikonow. W przypadku daidzyny odpowiadajagcym
aglikonem jest daidzeina. Na podstawie spozycia soi nie mozna przewidzie¢ ilosci
aglikonow w osoczu, gdyz zarowno czynniki wewnetrze (np. mikroflora jelitowa) oraz
zewnetrzne (np. zrodto izoflawonoidow) wplywaja na ich dostepnos¢ (Mayo i in., 2019).
Szlak metabolizmu daidzeiny przez mikroflore jelitowa przedstawiono na Ryc.18.
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Ryc.18 Metabolizm glikozydu daidzeiny przez mikroflore jelitowq czlowieka oraz szlak
biosynezy ekwolu. Zmodyfikowana na podstawie (Mayo i in., 2019).

Ekwol jest jednym z najbardziej stabilnych i tatwo wchtanialnych metabolitow
daidzieny. Jest zwigzkiem fenolowym, ktory jest takze czynny optycznie (posiada
asymetryczny atom wegla w pozycji C3 dajacy poczatek enancjomerom R i S). Jego
budowa jest odpowiedzialna za jego fizjologiczna aktywnos$¢. Wykazuje on dziatanie
antyandrogenne poprzez wigzanie i sekwestracj¢ Sa-dihydrotestosteronu oraz silne
dziatanie przeciwutleniajace. Jednak warto podkresli¢, Zze nie u wszystkich osobnikow
ekwol jest tworzony posrednio. W tym przypadku daidzeina jest przeksztalcana w O-
desmetyloangolensyne (O-DMA), czyli metabolit bez aktywnosci estrogenowe;.
Przyczyng wytwarzania tych dwoch réznych metabolitow daidzeiny s3 roznice
w sktadzie gatunkowym mikroflory jelitowej oraz na zdolnosc moga mie¢ wplyw
czynniki srodowiskowe (Mayo i in., 2019).

Poniewaz daidzeina jest zwigzkiem nalezacym do grupy izoflawonoidow, czesto
przeksztalcana jest przez bakterie jelitowe w substancje takie jak 3'-OH-daidzeina i 6'-
OH-daidzeina, jak rowniez jej nieprzeksztalcona posta¢ wykazuje silny charakter
przeciwutleniajacy (Singh i in., 2023). Jednym z gtéwnych mechanizmoéw dziatania
polifenoli jest jednoetapowy mechanizm HAT (ang. Hydrogen atom transfer, HAT).
Mechanizm ten polega na bezposrednim przeniesieniu atomu wodoru z czgsteczki
przeciwutleniacza na czasteczke rodnika. Inny mechanizm to SET (ang. Single electron
transfer, SET), ktory zaktada przeniesienie elektronu z reszty hydroksylowej zwigzku
fenolowego na reagujacy znim rodnik, w wyniku tej reakcji powstaje kationorodnik
fenoksylowy. W obu przypadkach produktami reakcji sg rodniki fenoksylowe, ktore
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moga ulega¢ dalszym reakcjom (jednak stanowig mniejsze zagrozenie dla komorki)
(Quideau i in., 2011).

HAT R* + A'OH —= RH + AO" BDE

SET R* + AIOH —= R~ + AOH'' P

Ryc.19 Mechanizmy dziatania polifenoli. Transfer atomu wodoru (HAT) i transfer
pojedynczego elektronu (SET). Energia dysocjacji (BDE) i potencjat jonizacji (IP)
fenolu to dwa podstawowe parametry fizykochemiczne, ktére mozna wykorzystaé

odpowiednio do okreslenia potencjalnej skutecznosci kazdego procesu (Quideau i in.,
2011).

Spozywanie izoflawonéw (w tym daidzeiny) moze przynosi¢ korzysci zdrowotne
1 zmniejsza¢ ryzyko niektorych choréb zwigzanych z wiekiem, w tym osteoporozy,
choréb uktadu krazenia i czy pewnych typow nowotwordw, a takze zmniejszaé¢ objawy
zwigzane z menopauzg (Alshehri i in., 2021). Jednak wcigz istnieje wiele obaw, ktore
dotycza mozliwego, zwigkszonego ryzyka zachorowania na raka po ekspozycji na
izoflawony. Opierajac si¢ w duzej mierze na badaniach, ktore wykazaty, ze w niektorych
przypadkach genisteina lub genistyna w dawce na poziomie 750 mg/kg diety moze mie¢
dziatanie rakotworcze (Rietjens i in., 2013).

Kolejng cechg starzenia jest spadek funkcji poznawczych oraz zaburzona
percepcja. Hernandez i Schneider przetestowali takze wspotdzianie PhytoSERM
(mieszaning sktadajaca si¢ z genisteiny, daidzeiny i ekwolu) przez 12 tygodni u kobiet w
okresie okoto menopauzalnym (45-60 lat). Okazato si¢, ze w odpowiednich stgzeniach
substacje te powodowaly zmniejszenie objawow menopauzy i poprawe funkcji
poznawczych (Alshehri i in., 2021; Hernandez i in., 2018). Réwniez wykazano, ze
genisteina, daidzeina i glicyteina w odpowiednich st¢zeniach mogg doprowadzi¢ do
retencji wapnia w osteoporozie (Pawlowski i in., 2015).
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2. CEL PRACY

Mitochondria to organella dynamiczne, ktéore moga adaptowaé si¢ do
zmieniajacych si¢ wymagan energetycznych komorki. Zwykle w proces adaptacji
mitochondriow jest zaangazowana S$ciezka sygnalizacyjna mitochondria — jadro
komorkowe — mitochondria tzw. wsteczna kaskada sygnalowa. Ze starzeniem
komoérkowym wynikajacym ze stopniowego skracania telomerow w trakcie kolejnych
podzialéw komoérkowych (starzenie replikacyjne) wiaze si¢ wystepowanie w komorce
przewlektego stresu. Procesy starzenia komodrkowego moga byé¢ indukowane
| przyspieszone przez zewnetrzne stresory, takie jak oksydanty czy czynniki uszkadzajace
DNA (starzenie indukowane).

Glownym celem pracy byto zbadanie, jak mitochondria adaptuja si¢ na drodze
wstecznej kaskady sygnalowej we wczesnym okresie starzenia indukowanego
i replikacyjnego, w pierwotnych fibroblastach oraz zbadanie wptywu fitoestrogenu —
daidzeiny na te procesy.

Do realizacji celu wytyczono nastgpujace zadania:

1. Charakterystyka fizjologii mitochondriow we wczesnym okresie starzenia
indukowanego i replikacyjnego;

2. Zbadanie dynamicznych proceséw prowadzacych do adaptacji mitochondriéw na
drodze wstecznej kaskady sygnalowej;
a) Morfologii sieci mitochondrialnej
b) Biogenezy mitochondriow
c) Autofagii/mitofagii mitochondriow

3. Zbadanie, czy fitoestrogen — daidzeina ma wplyw na funkcjonowanie
mitochondriow we wczesnym okresie starzenia;
a) Charakterystyka daidzeiny (o wlasciwosciach  antyoksydacyjnych

I estrogenowych)

b) Wplyw daidzeiny na dynamike mitochondriow

Starzenie indukowane —krétkotrwaly, silny stres oksydacyjny (TBH)
Starzenie replikacyjne —dlugotrwaly lagodny stres replikacyjny (p18-25)

jadro
komérkowe ADAPTACIJA
Przekazywanie
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Ryc.20 Graficzne przedstawienie celu pracy.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Odczynniki chemiczne

Odczynnik Producent
Akrylamid Bio-Rad
Albumina z surowicy Gibco, Life Technologies
bydlecej
Alexa Fluor 488™ phalloidin/falloidyna | Thermo Scientific
Antymycyna Sigma-Aldrich
APS Bio-Rad
Bolt MES SDS Thermo Scientific
Bolt MOPS SDS Thermo Scientific
Bolt 4-12% Bis-Tris Invitrogen
plus gels — zele gradientowe
Bradford Bio-Rad
CCCP Sigma Aldrich
CM-H2DCFDA Thermo Scientific
Daidzeina Abcam
DMSO Sigma Aldrich
DsRed2-Mito Clonetech
Etanol POCH
Fluo4-AM Molecular Probes
Glicerol Sigma-Aldrich
Glicyna BioShop
Glukoza Gibco, Life Technologies
Glutaminian Sigma-Aldrich
Hoechst Thermo Scientific
Inhibitory proteaz Sigma-Aldrich
Inhibitory fosfataz Sigma-Aldrich
Izopropanol POCH
JC-1 Molecular Probes
Jonomycyna Sigma-Aldrich
Kanamycyna Sigma-Aldrich
Kwas chlorowodorowy POCH

Live Imaging Medium

Thermo Scientific

Marker biatkowy Novex
Sharp Pre-stained Protein Standard

Thermo Scientific

Marker biatkowy PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, 10 — 250 kDa

Thermo Scientific

Metanol

Chempur
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MitoRed Sigma-Aldrich
MitoSOX Molecular Probes
Mitotimer Addgene
MitoTracker Green FM Molecular Probes
Mounting medium Sigma-Aldrich
Chlorek sodu BioShop
Nadtlenek wodoru VWR

Odyssay Blocking Buffer Li-Cor
Opti-MEM pozywka Thermo Scientific
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection | Millipore

Kit

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
PBS (s6l fizjologiczna buforowana IITD Wroctaw
fosforanami)

Penicylina i streptomycyna Sigma

Plodowa surowica

Gibco, Life Technologies

bydleca (FBS)

Pozywka hodowlana PAN Biotech
DMEM (glukoza 4,5 g/L) bez

pirogronianu

RIPA (bufor do lizy komorek) Sigma-Aldrich
SDS Sigma-Aldrich
TEMED Sigma-Aldrich
TransfeX ATCC
Tris-HCI BioShop
Triton-X Sigma-Aldrich
Trypsyna Invitrogen
Tween-20 Sigma-Aldrich
Wodoronadtlenek tert-butylu (TBH) Sigma- Aldrich
B-merkaptoetanol Sigma-Aldrich

3.2 Prowadzenie hodowli komorkowej oraz wyprowadzone z nich
linie pochodne

W badaniach wykorzystywano pierwotne fibroblasty ludzkie pochodzace z banku
komorek ATCC (PCS-201-012). Komorki hodowano w temperaturze 37°C w warunkach
95% wilgotnosci oraz 5% obecnosci CO2 na podtozu hodowlanym DMEM zawierajagcym
glukoze w stezeniu 4,5 g/L oraz L-glutaming o stezeniu 4 mM. Dodatkowo pozywke
uzupetniano 10% ptodowa surowicg bydleca (FBS), penicyling 100 j/ml i streptomycyng
100 pg/ml.
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Pasazowanie komorek rozpoczynano przeptukiwaniem ich w PBS. Nastgpnie
fibroblasty inkubowano z 0,05% roztworem trypsyny (Invitrogen). Po odklejeniu si¢
komoérek od podiloza trypsyne inaktywowano dodajac pozywke hodowlang. Takag
zawiesine wirowano przez 3,5 min przy 200 x g. Powstaly supernatant usuwano, a osad
komorek zawieszano w nowej porcji pozywki hodowlanej przygotowujac do dalszej
hodowli.

W badaniach zastosowano trzy grupy doswiadczalne:

e Grupa | -komorki na wezesnych pasazach. Sa to komorki pochodzace
Z hodowli pomigdzy piatym a dziesigtym pasazem.

e Grupa Il — komorki na wczesnych pasazach poddane stresowi
oksydacyjnemu. Stanowig ja komoérki pochodzace z hodowli pomigdzy
piatym a dziesigtym pasazem, ktére inkubowano z wodoronadtlenkiem
tert-butylu (TBH) w stezeniu 100 uM przez 30 min w temperaturze 37°C.

e Grupa Il — komorki na podznych pasazach. Stanowia ja komorki
pochodzace z hodowli pomiedzy osiemnastym a dwudziestym pigtym
pasazem (schemat 1).

Tak przygotowane komorki traktowano daidzeing w stezeniu 0,1 nM i 0,5 nM przez 24
godziny.

W celach poréwnawczych czes¢ doswiadczen wykonywano réwniez na
komorkach z pasazu pieédziesigt dwa 1 piecdziesiat trzy. Komorki te pochodzity od
zdrowego pacjenta w wieku ok. 30 lat i zostaty uzyczone przez Pracownig Molekularnych
Podstaw Starzenia IBD PAN. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzano co najmniej
trzykrotnie.

Igrupa 1l grupa (TBH)
Il grupa
Kontrola / Miode p5-10 p18-25
p>-10 TBH t=30min, C=100uM
0,1nM 0,5nM 0,1nM 0,5nM 0,1nM 0,5nM
kontrola daidzeiny daidzeiny kontrola daidzeiny daidzeiny kontrola daidzeiny daidzeiny
t=24 godziny | | t=24 godziny t=24 godziny | | t=24 godziny t=24 godziny | | 1=24 godziny

Czesc¢ doswiadczen
Komorki (p52-35)
p52-53

Schemat 1. Grupy doswiadczalne zastosowane w badaniach.
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3.3 Proliferacja komorek

Fibroblasty wysiewano na ptytki 24-dotkowe w gestosci 12 tys komorek/dotek.
Po uptywie odpowiednio 24, 48, 72 i 96 godzin komorki odklejano od podioza,
zawieszano w 500 upl pozywki i liczono przy wykorzystaniu komory Neubauera.
Nastepnie na podstawie otrzymanych wynikow wyznaczano krzywa proliferacji, po czym
z warto$ci znajdujacych si¢ na liniowym fragmencie krzywej obliczano czas podwojenia
populacji zgodnie z ponizszym rownaniem:

log (2) *dt
CPP — og (2) *
log (N) — log(Ny)

Gdzie:

CPP — czas podwojenia populacji

dt — czas hodowli w godzinach

N — liczba komorek po czasie hodowli dt

No — liczba komorek na poczatku hodowli

3.4 Oznaczenie masy mitochondrialnej

Do okreslenia masy mitochondriow wykorzystywano sond¢ fluorescencyjna
Mitotracker Green FM. Sonda ta bez wzglgedu na wartos¢ potencjalu wewnetrznej btony
mitochondrialnej akumuluje si¢ w zywych komorkach, gdzie wigze kowalencyjnie
z biatkami mitochondrialnymi reagujac z wolnymi grupami tiolowymi reszt cysteiny
(Presley i in., 2003).

Komorki wysiewano na ptytki 24-dotkowe w gestosci 20 tys komorek/dotek. Po
48 godzinach usuwano podtoze hodowlane, a komoérki przeptukiwano roztworem PBS.
Fibroblasty inkubowano z sonda Mitotracker Green FM (200 nM) zawieszong w PBS
z Ca*" i Mg?" uzupelionym glukozg (4,5g/L) przez 20 minut, w 37°C w ciemnosci.
Nastepnie komorki przeptukiwano trzykrotnie roztworem PBS. Pomiary prowadzono
wPBS z Ca?* i Mg? uzupelionym glukoza (4,5g/L). Intensywno$¢ fluorescencji
mierzono z wykorzystaniem laserowego cytometru skaningowego iCys (CompuCyte
Inc., Cambridge, MA, USA. Wzbudzenie sondy przy dtugosci fali: 488 nm, emisja przy
dhugosci fali: 530/30 nm).
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3.5 Pomiar potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialne;

Pomiaru potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej dokonywano za pomoca
sondy JC-1 (jodek 5,5”,6,6’-tetrachloro 1,1°,3,3 tetractylobenzoimidazolokarbocyjanku)
(Cossarizza i in., 1993). Sonda ta jest lipofilowym kationem, ktérego pobieranie do
wnetrza mitochondriow jest zalezne od potencjatu w poprzek wewngtrznej btony. Sonda
w postaci monomeru po wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali 488 nm emituje zielone
swiatto o dlugosci fali 525 nm. Natomiast w organellach o wysokim potencjale
elektrycznym blony, barwnik JC-1 tworzy agregaty, co skutkuje przesunieciem emisji
fluorescencji w kierunku czerwonego swiatta 0 dtugosci fali 590 nm (Smiley i in., 1991).

Komorki wysiewano na ptytki 24-dotkowe w gestosci 20 tys komorek/dotek. Po
48 godzinach usuwano podloze hodowlane, a komorki przeptukiwano roztworem PBS.
Fibroblasty inkubowano z sondg JC-1 (2 uM) zawieszona w PBS z Ca®" i Mg*
uzupetnionym glukoza (4,5g/L) przez 30 minut w ciemno$ci w 37°C. Nast¢pnie komorki
przephlukiwano trzykrotnie roztworem PBS. Pomiary prowadzono w PBS z Ca?'i Mg?*
uzupetnionym glukoza (4,5g/L). Intensywnos$¢ fluorescencji zmierzono przy uzyciu
laserowego cytometru skaningowego iCys (CompuCyte Inc., Cambridge, MA, USA.
Wzbudzenie 488nm emisja: 530/30 i 580/30nm). W celu sprawdzenia prawidlowego
funkcjonowania sondy w kazdym doswiadczeniu wykonywano probe kontrolna,
inkubujac komorki z sonda JC-1 oraz 5 uM protonoforem CCCP, prowadzacym do
obnizenia potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialne;.

3.6 Pomiar cytosolowego poziomu jonow Ca®*

Do pomiaru poziomu jonéw Ca?* w cytoplazmie komoérek wykorzystywano sonde
fluorescencyjng Fluo4-AM (Molecular Probes). Jest ona modyfikacjg sondy Fluo3 — dwa
atomy chloru zastagpiono dwoma atomami fluoru, dzigki czemu uzyskano zwigkszong
absorbancje przy dlugosci fali 488 nm. Barwnik w swojej budowie zawiera resztg
acetometaksylowa (AM). Dzigki niej przenika pasywnie przez btony komorkowe do
cytoplazmy, gdzie nastepnie ulega deestryfikacji przez natywne enzymy komorkowe,
przez co zostaje uwieziony wewnatrz komorki. Po zwigzaniu jonéw Ca®* przez
komponenty chelatujace, sonda wykazuje silng fluorescencje, ktorej intensywnos$¢ jest
proporcjonalna do poziomu jonéw Ca®* w cytozolu (wzbudzenie przy dhugosci fali 488
nm; emisja przy dtugosci fali 530 nm) (Gee i in., 2000).

Komorki wysiewano na plytki 24-dotkowe w gestosci 20 tys komorek/dotek. Po
48 godzinach usuwano podloze hodowlane, a komorki przeptukiwano roztworem PBS.
Fibroblasty inkubowano z sondg Fluo4 — AM (2 pM) zawieszong w PBS z Ca?* i Mg?*
uzupetnionym glukoza (4,5g/L) przez 30 minut, w 37°C w ciemnosci. Nastepnie komorki
przeptukiwano trzykrotnie roztworem PBS. Pomiary prowadzono w PBS z Ca?" i Mg?"
uzupelionym glukoza (4,5g/L). Intensywnos$¢ fluorescencji mierzono przy uzyciu
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laserowego cytometru skaningowego iCys (CompuCyte Inc., Cambridge, MA,
USA.Wzbudzenie/emisja: 488 nm/530/30 nm.). W celu sprawdzenia prawidtowego
funkcjonowania sondy, w kazdym doswiadczeniu wykonywano probe kontrolng:
komorki inkubowano z sondg Fluo4 — AM oraz 1 uM jonomycyng, czyli jonoforem
wapniowym powodujacym wyrazny wzrost cytosolowego poziomu jonéw Ca?*,

3.7 Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu (RFT)

Do pomiaru poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) wykorzystywano dwie
sondy fluorescencyjne: CM — Ho.DCFDA oraz MitoSOX Red. Sonda CM — H,DCFDA
jest pochodng H2DCF (2'7'-dichlorodihydrofluoresceiny), ktorg poddano dodatkowym
modyfikacjom jak: przeksztatcenie tego zwigzku do estru (dioctan, DA) oraz
wprowadzenie grup chlorometylowych (CM), w celu utatwienia szybszego 1 pasywnego
przenikania przez btony do cytoplazmy komorek oraz zahamowania wyciekaniu jego
utlenionej formy z komorki. Wskaznik dyfunduje przez bton¢ komodrkowa nastepnie
zostaje przeksztalcony przez wewnatrzkomorkowe esterazy do formy CM — H2DCF,
ktora nie wykazuje wlasciwosci fluorescencyjnych. Tak powstaly zwigzek jest utleniany
przez RFT, wskutek czego powstaje produkt o silnej fluorescencji CM — DCF (dtugosé
fali wzbudzenia: 492—495 nm, dhugos¢ fali emisji: 517-527 nm) (Forkink i in., 2010;
Oparka i in., 2016). Stwierdzono, ze nat¢zenie fluorescencji CM — DCF jest wprost
proporcjonalne do poziomu nadtlenku wodoru H>O2 w komorce, jednak wskaznik moze
by¢ utleniany takze w sposob niezalezny od nadtlenku wodoru, np.: poprzez reaktywne
formy azotu (RFN) czy tez anionorodnik ponadtlenkowy O™ Curtin i wspotpracownicy
wykazali bardzo niskie powinowactwo do anionorodnika ponadtlenkowego (Curtin i in.,
2002).

W celu okre$lenia poziomu anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach
zastosowano sond¢ MitoSOX Red. Znacznik ten jest zmodyfikowang forma
dihydroetydyny (DHE), ktory posiada tadunek dodatni, dzigki czemu ulega selektywnej
akumulacji w macierzy mitochondrialnej. Tam jest utleniany przez anionorodnik
ponadtlenkowy a produkt tej reakcji po zwigzaniu z kwasami nukleinowymi emituje
fluorescencje (wzbudzenie przy dtugosci fali: 488 nm, emisja przy dlugosci fali: 580nm)
(Mukhopadhyay i in., 2007).

Komorki wysiewano na plytki 24-dotkowe w gestosci 20 tys komorek/dotek. Po
48 godzinach usuwano podloze hodowlane, a komorki przeptukiwano roztworem PBS.
Fibroblasty inkubowano z sondg CM — H,DCFDA (5 uM) lub MitoSOX Red (5 puM)
zawieszong w PBS z Ca?* i Mg?* uzupelionym glukoza (4,5g/L) przez 30 minut, w 37°C
w ciemnosci. Nastepnie komorki przeptukiwano trzykrotnie roztworem PBS. Pomiary
prowadzono w PBS z Ca?" i Mg?" uzupelionym glukoza (4,5g/L). Intensywno$é
fluorescencji mierzono przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego i1Cys
(CompuCyte Inc., Cambridge, MA, USA. Wzbudzenie przy dtugosci fali: 488 nm, emisja
przy dlugosci fali: 530/30 nm dla CM — H.DCFDA oraz emisja przy dtugosci fali: 580/30
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nm dla MitoSOX). W celu sprawdzenia prawidlowego funkcjonowania sond, w kazdym
z doswiadczen wykonywano proby kontrolne: komoérki inkubowano zsonda CM —
H.DCFDA i 1 mM H2O;, czyli substancja powodujaca wzrost RFT lub z sonda MitoSOX
RED i1 2 pug/ml antymycyng A, czyli substancja powodujaca podwyzszenie poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach wskutek hamowania przeptywu
elektrondw przez kompleks III tancucha oddechowego.

3.8 Analiza danych z laserowego cytometru skaningowego

Laserowy cytometr skaningowy (ang. Laser scanning cytometer, LSC) to
urzadzenie wykorzystujace mikroskop fluorescencyjny wraz ze zautomatyzowanym
stolikiem oraz oprogramowaniem do analizy obrazu, ktore pozwala na automatyczny
pomiar intensywnosci fluorescencji jednoczesnie w duzej ilosci adherentnych komorek.
Do analizy obrazu wykorzystywano oprogramowanie iCys (CompuCyte Inc., Cambridge,
MA, USA), w ktorym kazdy zarejestrowany obraz podzielono na mniejsze obszary
(fantomy), a nastgpnie dla kazdego fantomu okreslano intensywnos¢ fluorescencii.
Nastepnie okreslano progi fluorescencji odpowiadajacej sygnatowi, thu i miejscom
przeswietlonym 1 na ich podstawie wydzielano fragmenty obrazu odpowiadajace
analizowanym komoérkom (Oparka i in., 2016).

3.9 Test wbudowywania BrdU

W celu oceny ilo$ci komorek aktywnie proliferujgcych wykorzystywano test
wlaczania 5’-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU). BrdU jest analogiem nukleozydu
tymidyny, w zwigzku z czym jest wbudowywany w fazie S cyklu komorowego do de
novo zsyntetyzowanego DNA, jako substytut tymidyny. Przy uzyciu techniki
immunodetekcji wykrywano jadra komorkowe z wbudowanym BrdU, co pozwolito
okresli¢ liczbe aktywnie proliferujacych fibroblastow (Mead & Lefebvre, 2014).

Komoérki wysiewano na szkietka o $rednicy 12 mm na plytkach 24-dotkowych
w gestosci 15 tys komorek/dotek 1 hodowano w standardowych warunkach. Po 48
godzinach, bez wymiany podtoza hodowlanego, dodawano BrdU tak, aby stgzenie
koncowe w dotku wynosito 10 uM 1 inkubowano przez 20 godzin, w 37°C bez dostgpu
Swiatta. Nastepnie fibroblasty przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS i utrwalano
70% zimnym etanolem, po czym tak przygotowany material przechowywano w -20°C
przez 5 dni. Po tym czasie komorki poddawano barwieniu immunocytochemicznemu.
Komorki przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS zawierajacym 0,5 % Triton X-100,
a nastgpnie inkubowano w 2 M HCI przez 30 minut. Po tym czasie komorki ponownie
przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS oraz inkubowano w 0,1 M roztworze boraksu
przez 1 minute. Nastepnie fibroblasty przeptukiwano dwukrotnie PBS i inkubowano
w wilgotnej komorze przez 1,5 godziny z pierwszorz¢gdowym przeciwciatlem anty-BrdU
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w buforze PBS zwierajacym 0,5% Tween-20 1 1% BSA. Po uptywie 1,5 godziny komorki
przeptukano buforem PBS zawierajacym 0,5% Tween-20 i ponownie inkubowano przez
1,5 godziny z drugorzgdowym przeciwciatem. Po zakonczeniu inkubacji fibroblasty
przeptukiwano dwukrotnie w roztworze PBS zwierajacym 0,5% Tween-20 i znakowano
jadra komorkowe uzywajac barwnika Hoechst 33342 (1:10000) przez 10 minut.
Wybarwione komorki przeptukiwano trzykrotnie buforem PBS, a nast¢pnie
przygotowywano preparaty mikroskopowe, poprzez przytwierdzenie szkietek za pomoca
odczynnika Dako Mounting Medium do szkietka podstawowego. Komorki
wizualizowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica  Dmi8,
z zastosowaniem suchego obiektywu HCX PL FLUOTAR L 20x/0.40 DRY przy
rozdzielczosci zdjecia 1392 x 1040 pikseli (wielko$¢ pojedynczego piksela to 0,459 pm)
| nastgpujacych parametrow:

- wizualizacja jadra komorkowego (Hoechst 33342): wzbudzenie: 325-375 nm, emisja
435- 485 nm, wzmocnienie kamery: 2,4, czas ekspozycji: 104 ms,

- wizualizacja jadra komoérkowego z wbudowanym BrdU: wzbudzenie 450-490 nm,
emisja 500-550 nm, wzmocnienie kamery: 10, czas ekspozycji: 800 ms,

3.10 Oznaczanie aktywnosci SA-P — galaktozydazy (zwiazanej ze
starzeniem)

B — galaktozydaza (ang. Senescence-associated [-galactosidase, SA-f-gal) jest
enzymem lizosomalnym, ktorego aktywnos$¢ wzrasta w starzejacych si¢ komorkach.
W zwigzku z tym pomiar aktywnos$ci SA-B-gal jest wykorzystywany jako jeden
z markerow starzenia komorkowego. W badanych fibroblastach do pomiaru aktywnosci
SA-B-GAL uzyto chromogennego substratu 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D-
galaktopiranozydu (X-gal), ktory w wyniku enzymatycznego przeksztatcenia przez P —
galaktozydaze daje nierozpuszczalny w wodzie niebieski zwigzek (Itahana i in., 2007).

Komorki wysiewano na szkietka o §rednicy 12 mm na ptytkach 24-dotkowych
w gestosci 13 tys komorek/dotek i hodowano w standardowych warunkach. Po 48
godzinach przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS i inkubowano w temperaturze
pokojowej z roztworem utrwalajagcym (roztwdr PBS zawierajacy 2% formaldehyd oraz
0,2% glutaraldehyd) przez 5 minut. W kolejnym etapie fibroblasty plukano dwukrotnie
roztworem PBS i inkubowano roztworem barwigcym (1 mg/ml X-gal, 2,5 mM
heksacyjanozelazian potasu, 2,5 mM Zzelazocyjanianiu potasu, 150 mM NaCl, 2 mM
MgCl, w buforze fosforanowym pH 6,0) przez 20 godzin, w 37°C bez dostepu $wiatta
I powietrza. Po zakonczeniu inkubacji fibroblasty przeplukiwano dwukrotnie
w roztworze PBS zwierajacym 0,5% Tween-20 i znakowano jadra komorkowe uzywajac
barwnika Hoechst 33342 (1:10000) przez 10 minut. Wybarwione fibroblasty
przeplukiwano trzykrotnie buforem PBS, a nastgpnie przygotowywano preparaty
mikroskopowe, poprzez przytwierdzenie szkietek z komodrkami do szkietka
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podstawowego za pomoca odczynnika Dako Mounting Medium. Komorki
wizualizowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego szerokiego pola Leica Dmi
6000 z wykorzystaniem kamery RGB DCF 295, z zastosowaniem suchego obiektywu N
PLAN L 20.0x0.40 DRY, przy rozdzielczosci zdjecia 2048 x 1536 pikseli (wielkos$¢
pojedynczego piksela to 0,160 pm) i nastepujacych parametrow:

- wizualizacja jadra komorkowego (Hoechst 33342): wzbudzenie: 325-375 nm, emisja
435- 485 nm, wzmocnienie kamery: 4, czas ekspozycji: 500 ms,

- wizualizacja aktywnosci B — galaktozydazy z wykorzystaniem wigzki S$wiatla
przechodzacego, wzmocnienie kamery: 2,6, czas ekspozycji: 5 ms

3.11 Test karbonylacji biatek (OXYBLOT)

Do pomiaru poziomu uszkodzen oksydacyjnych wykorzystywano zestaw
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Millipore). W zestawie zawarte sg
odczynniki, ktére pozwalaja na immunodetekcje grup karbonylowych, bedacych
markerem modyfikacji oksydacyjnych bialek. Modyfikacja oksydacyjna biatek zachodzi
na skutek dziatania wolnych rodnikéw oraz innych reaktywnych form tlenu. W wyniku
utleniania reszt aminokwasowych powstaja zwiazki, ktore w swojej budowie posiadaja
grupe karbonylowa (Nakamura & Goto, 1996).

Do lizatéw komorkowych dodawano 12% SDS oraz 2,4- dinitrofenylohydrazyne
(DNPH) 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po zakonczeniu
inkubacji dodawano roztwor neutralizujacy oraz 5% - merkaptoetanol. Tak
przygotowane  probki  poddawano  elektroforezie na  gradientowym = Zelu
poliakrylamidowym, a nastepnie transferowi na btong nitrocelulozowa w celu detekcji
powstatego 2.4-dinitrofenylohydrazonu (DNP) przez specyficzne przeciwciata. Jako
kontrole¢ negatywna zastosowano probki bez dodatku DNPH.

3.12. Analiza morfologii sieci mitochondrialnej

Analizy morfologii sieci mitochondrialnej dokonano przy uzyciu narzedzi
z programu ImageJ: Analyze Particles i Analyze Skeleton. Analiza poprzedzona byta
wydzieleniem mitochondriéw z obrazu wyjSciowego poprzez zastosowanie odpowiedniej
wstepne] obrobki obrazu oraz progowania metoda Otsu, a nastgpnie ustalono maske
przedstawiajaca sie¢ mitochondrialng eliminujgc obiekty, ktore nie sg z nig zwigzane.
Wtyczka Analyze Particles poprzez zliczenie i zmierzenie osobnych elementow
tworzacych sie¢ mitochondrialng pozwala na oszacowanie stopnia fragmentacji sieci
mitochondrialnej oraz morfologii jej poszczegdlnych elementow. Z kolei Analyze
Skeleton umozliwia zmierzenie réznorodnych parametrow mitochondrialnej sieci tj. ilo$¢

44



rozgatezien mitochondrialnej sieci, $rednia dlugo$¢ pojedynczej galezi sieci, ilos$¢
punktow koncowych sieci.

Kolejne etapy analizy morfologii sieci mitochondrialnej zilustrowane sg na
Ryc.3.1. Dla kazdej linii komorkowej skwantyfikowano morfologi¢ mitochondriow
pochodzacych z co najmniej 20 komorek.

A
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Ryc.3.1 Schemat analizy morfologii mitochondriow. A) Przyktad komorki fibroblastu.
B) Obraz ,maski” sieci mitochondrialnej. C) Obraz przedstawiajacy podzial na
poszczegdlne elementy sieci mitochondrialnej z z zastosowaniem ,,wtyczki” Analyze
Particles. D) Obraz szkieletu sieci mitochondrialnej. E) Schemat przedstawiajacy stany
morfologii sieci mitochondrialnej z wykorzystaniem ,,wtyczki” Analyze Skeleton.

3.12.1 Badanie morfologii sieci mitochondrialnej

W celu analizy morfologii sieci mitochondrialnej, mitochondria w badanych
komorkach wyznakowanyo fluorescencyjnym znacznikiem MitoRed — barwnikiem na
bazie rodaminy, ktory akumuluje si¢ w mitochondriach (wzbudzenie: 569 nm, emisja:
594 nm) (Horinouchi i in., 2011; Joanny i in., 2012). Nast¢pnie preparaty wizualizowano
w mikroskopie konfokalnym i dokonywano ilo$ciowej analizy uzyskanych obrazow.

3.12.2 Barwienie i mikroskopia konfokalna

Komoérki wysiewano na szkietka o $rednicy 12 mm na plytkach 24-dotkowych
w gestosci 12 tys komorek/dotek 1 hodowano w standardowych warunkach. Po 48
godzinach usuwano podtoze hodowlane z fibroblastow i inkubowano z MitoRed (200
nM) zawieszonym w pozywce przez 30 minut w 37°C bez dostgpu $wiatla. Nastepnie
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komorki przeptukiwano trzykrotnie medium w celu usunigcia resztek znacznika oraz
utrwalano przy uzyciu 4% roztworu paraformaldehydu (NaCl (1,37 M), KCI1 (27 mM),
Na;HPO4-7H20 (43 mM), KH2PO4 (14 mM), pH 7,2) przez 15 min w temperaturze
pokojowej. W Kkolejnym etapie dokonywano permeabilizacji bton przez 10 minut
w buforze PBS/ Triton-X 0,5 %. Nastepnie ptukano komorki trzykrotnie po 5 minut
roztworem PBS/ Triton-X 0,1%, a blokowanie wykonano przy uzyciu buforu PBS /
Triton-X 0,1% / albumina (BSA) 2% przez 30 minut. Do wizualizacji filamentow
aktynowych wykorzystano falloidynge znakowang Alexa Fluor 488™ (1:150) firmy
Invitrogen, w tym celu komorki inkubowano przez 60 minut w buforze PBS / Triton-X
0,1% / BSA 2%. Po trzykrotnym przeptukaniu roztworem PBS/ Triton-X 0,1%,
fibroblasty inkubowano przez 10 minut z rozpuszczonym w pozywce hodowlanej
barwnikiem Hoechst 33342 (1:10000), w celu wyznakowania jader komorkowych.
Wybarwione komorki przeptukiwano trzykrotnie PBS, a nastgpnie przygotowywano
preparaty mikroskopowe, poprzez przytwierdzenie szkietek za pomocg odczynnika Dako
Mounting Medium do szkietka podstawowego. Komorki wizualizowano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 zastosowaniem obiektywu olejowego HC PL
APO CS2 63x/1.40 OIL, przy rozdzielczosci zdjecia 2048 x 2048 pikseli (wielko$¢
pojedynczego piksela to 0,069 um) i nastgpujacych parametrow:

-wizualizacja jadra komoérkowego (Hoechst 33342): wzbudzenie/emisja: 405/ 429-
482nm,

-wizualizacja  filamentow  aktynowych (Alexa Fluor 488™ falloidyna):
wzbudzenie/emisja: 488/ 505-540 nm,

-wizualizacja mitochondriéw (MitoRed): wzbudzenie/emisja: 569/ 577-636 nm,

Zdjecia wykonywano z losowo wybranych pol, z przekrojem w osi Z (Z-stack) 0,289
um.

3.13 Badanie szybkosci puli odnowy mitochondriéw — wiek
mitochondriow

3.13.1 Metoda ,,MitoTimer”’- wiek mitochondriow

Do oceny ,wieku” mitochondriow wykorzystano metode MitoTimer.
,MitoTimer” powstal na bazie biatka DsRed (biatko drFP583 — inaczej zwany Timer),
ktore na koncu N posiada sekwencje kierujaca do mitochondriéw z ludzkiej podjednostki
VIII oksydazy cytochromu c. MitoTimer jest biatkiem fluorescencyjnym, ktore emituje
zielone $wiatlo (wzbudzenie/emisja: 483/500 nm). Wraz =z utlenianiem oraz
dojrzewaniem tego biatka (dehydrogenacja Tyr-67), dochodzi do nieodwracalnego
przesunigcia emisji fluorescencji w kierunku barwy czerwonej (wzbudzenie/emisja:
558/583 nm). Czasteczki MitoTimera przechodza od zielonej fluorescencji do bardziej
stabilnej konformacji emitujacej czerwong fluorescencje w ciggu 48 godzin. Szybkos¢
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odnowy puli mitochondriow w komorce, zalezna od proceséw biogenezy i mitofagii,
wplywa na ilo$¢ biatka MitoTimer, ktora zdota uzyska¢ koncowa konformacje¢ zanim
ulegnie degradacji. Tym samym, stosunek zielonej do czerwonej fluorescencji biatka
MitoTimer odzwierciedla szybko$¢ odnowy puli mitochondriow oraz ich wiek.
Wykorzystany MitoTimer charakteryzuje si¢ wysoka ekspresjag w komorkach
eukariotycznych, zredukowanym wystepowaniem agregatow oraz brakiem toksycznosSci
w stosunku do komorek. Dodatkowo intensywnos$¢ zielonej i czerwonej fluorescenciji
oczyszczonego biatka Timer wykazuje niewrazliwo$¢ na zmiany pH w zakresie

fizjologicznym, sil¢ jonowa oraz zmiany poziomu reaktywnych form tlenu (Ferree i in.,
2013; Gottlieb & Stotland, 2015; Hernandez i in., 2013; Trudeau i in., 2014).

3.13.2 Transfekcja i mikroskopia konfokalna

Komorki wysiewano na szkietka o $rednicy 12 mm na ptytkach 24-dotkowych
w gestosci 10 tys komorek/dotek 1 hodowano w standardowych warunkach. Po 48
godzinach bez wymiany podtoza hodowlanego przeprowadzono transfekcje za pomoca
odczynnika TransfeX (ATCC) oraz z wykorzystaniem biatka MitoTimer. TransfeX jest
kationowym zwigzkiem, ktory zapewnia wysoka wydajnos¢ przy niskiej $miertelnosci
komorek poprzez efektywne wprowadzenie DNA plazmidu. Do przygotowania
mieszaniny transfekcyjnej uzyto odpowiednig ilos¢ DNA (0,25 pg/dotek), ktorg
zawieszano w pozywce OptiMem, powstaty roztwdr mieszano, dodawano reagent
TransfeX (DNA: TransfeX 1: 2) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Tak powstatg mieszaning dodawano do pozywki hodowlanej komorek. Po 24 godzinach
fibroblasty przeptukano trzykrotnie medium w celu usunigcia resztek znacznika oraz
utrwalono przy uzyciu 4% roztworu paraformaldehydu w roztworze PBS (NaCl (1,37 M),
KCI (27 mM), Na;HPO47H20 (43 mM), KH2POs (14 mM), pH 7,2). Komorki
inkubowano z rozpuszczonym w pozywce hodowlanej barwnikiem Hoechst 33342
(1:10000), w celu wyznakowania jader komoérkowych. Wybarwione komorki
przeptukiwano trzykrotnie PBS, a nastgpnie przygotowywano preparaty mikroskopowe,
poprzez przytwierdzenie szkietek za pomoca odczynnika Dako Mounting Medium do
szkietka podstawowego. Komorki wizualizowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
Zeiss Spinning Disc, zastosowaniem obiektywu olejowego 63x Oil PLN APO 63x/1.40
Oil, przy rozdzielczosci zdjecia 512 x 512 pikseli (wielko$¢ pojedynczego piksela to
0,212 pum) i nastepujacych parametrow:

-wizualizacja jadra komorkowego (Hoechst 33342): wzbudzenie/emisja: 353/ 465 nm,
-wizualizacja biatka MitoTimer: wzbudzenie/emisja : 488/ 509 nm,
-wizualizacja dojrzewajacego biatka MitoTimer: wzbudzenie/emisja: 545/ 572 nm,

Zdjecia wykonywano z losowo wybranych pol, z przekrojem w osi Z (Z-stack)
w odstepach co 0,240 um. Dla kazdej linii komoérkowej przeanalizowano minimum 60
komorek.
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3.13.3 Analiza danych

Analizy wieku mitochondriow dokonano za pomocg programu Imagel. Z obrazu
wyjsciowego przedstawiajacego pojedyncza komoérke zaréwno dla kanatu zielonego jak
I czerwonego wydzielono mitochondria — progowanie metodg Otsu. Nastepnie ustalono
wspolng dla obu kanatow maske przedstawiajaca sie¢ mitochondrialng eliminujac
obiekty, ktore nie sg z nig zwigzane. Za pomocg uzyskanej maski z obrazéw dla kanatlu
zielonego i czerwonego wydzielano obszary zawierajace mitochondria, okre§lano dla
nich intensywno$¢ fluorescencji, a nastepnie obliczano stosunek intensywnosci kanatu
zielonego do czerwonego (nowo powstate biatko MitoTimer/dojrzate biatko MitoTimer)
dla danej komorki.

3.14 Oznaczanie wzglednych ilosci bialek metodg Western Blot

Metoda Western Blot jest jedng z najbardziej znanych i najczgséciej stosowanych
metod do rozdzielenia oraz identyfikacji biatka. W tej technice mozna wyodrebnié trzy
etapy. Pierwszym z nich jest rozdzielenie mieszaniny biatlek na podstawie masy
czasteczkowej, kolejnym przeniesienie bialek na podtoze stale, za$§ ostatnim -
znakowanie biatek, w celu ich pdzniejszej wizualizacji (Towbin i in., 1979; P.-C. Yang
& Mahmood, 2012).

3.14.1 Przygotowanie lizatéw komorkowych

Komoérki wysiewano na szalki o $rednicy 10 cm w gestosci 450 tys
komorek/szalke i hodowano w standardowych warunkach. Po 48 godzinach przemywano
roztworem PBS, nast¢pnie inkubowano z 0,05% trypsyna w celu odklejenia ich od
podioza. Po odklejeniu si¢ komorek od podloza trypsyne inaktywowano dodajac
pozywke hodowlang. Taka zawiesing wirowano przez 3,5 minuty przy 200 x g. Powstaty
supernatant usuwano, a osad komoérek zawieszano w 10 ml PBS (4°C), po czym
ponownie wirowano przez 3,5 minuty przy 200 x g. Nastepnie usuwano supernatant a
osad zawieszano w buforze lizujacym RIPA (Sigma-Aldrich), uzupelnionym o koktajl
inhibitoréw fosfataz i proteaz (Sigma-Aldrich). Probki inkubowano przez 30 minut na
lodzie. Nastgpnie komodrki poddawano mechanicznej homogenizacji przy uzyciu
strzykawki z igla iniekcyjng o $rednicy 0,5 mm i wirowano 20 minut przy 16 000 x g
W 4°C. Supernatant przenoszono do nowej probowki 1 oznaczano w nim stezenie biatka
metodg Bradford. Do otrzymanych lizatéw dodawano odpowiednig ilo$¢ czterokrotnie
stezonego buforu obcigzajacego (pH 6,8) o sktadzie: Tris—HCI (0,5 M), SDS (2,3%),
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merkaptoetanol (5%, v/v), glicerol (12,5%, v/v), btekit bromofenolowy (0,04%, m/v) i
ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 95°C, w celu denaturacji biatek. Tak
przygotowane lizaty przechowywano w temperaturze -20°C.

3.14.2 Oznaczanie stezenia biatka metodg Bradford

Stezenie bialka oznaczono metodg Bradford. Do kuwet zawierajacych 1 ml
odczynnika Bradforda dodawano odpowiednig ilo$¢ mierzonego roztworu biatka
I inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Nastgpnie mierzono poziom
absorbancji na spektrofotometrze Hitachi U-2900 przy dlugosci fali 595 nm. Stgzenie
biatka obliczano na podstawie krzywej wzorcowej przygotowanej w oparciu
0 rozcienczenia standardowego roztworu albuminy z surowicy bydlecej 0 znanym
stezeniu (Bradford, 1976).

3.14.3 Przygotowanie zeli poliakrylamidowych

Do rozdziatu elektroforetycznego biatek stosowano zele poliakrylamidowe
0 sktadzie: Tris (375 mM, pH 8,6), SDS (0,1 %), glicerol (8%) i nadsiarczan amonu (APS,
0.025 %), N,N,N’N’-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED, 0,1 %) i rdznej
procentowosci akrylamidu (8%, 10%, 12%, 15%) w zalezno$ci od masy czasteczkowej
analizowanego bialka.

W przypadku zelu zageszczajacego sktad prezentowat sie nastepujaco: Tris (125
mM, pH 6,8), SDS (0,1 %), APS (0.025 %), TEMED (0,1 %) a zawartos¢ akrylamidu
wynosita zawsze 5%.

Cze$¢ eksperymentdw przeprowadzono na gotowych Zelach gradientowych (4-
12%) firmy BioRad.

3.14.4 Elektroforeza SDS — PAGE oraz transfer biatek

We wszystkich eksperymentach nanoszono po 20 pg probki na Sciezke zelu.
Probki poddawano elektroforezie w warunkach denaturujacych (elektroforeza SDS-
PAGE) w buforowanym roztworze do elektroforezy o sktadzie: Tris (25 mM, pH 8,6),
glicyna (192 mM), 0,1% SDS (w przypadku wlasnorecznie wykonywanych zeli
poliakrylamidowych) lub w roztworze Bolt™ MOPS SDS Running Buffer (rozdziat
sredniej wielkosci 1 duzych biatek) i Bolt™ MES SDS Running Buffer (rozdzial $redniej
wielkos$ci 1 matych biatek), gdy uzywano gotowych zeli gradientowych. Elektroforeze
prowadzono przy statym natezeniu pradu 20 mA na zel w aparatach Mini PROTEAN
Tetra Cell Biorad oraz przy statym nat¢zeniu pradu 20 mA na gotowy zel gradientowy w
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aparatach Mini Gel Tank Thermo Fisher. Za kazdym razem nakladano na zel 2-3 pl
biatkowego znacznika (standardu) mas czgsteczkowych.

Po zakonczeniu elektroforezy przeprowadzano transfer bialek z zelu na
membrang nitrocelulozowag o wielkosci poréw 0,45 pm (BioRad) w buforowanym
roztworze do transferu o skladzie: Tris (25 mM), glicyna (192 mM), metanol (20%)
w przypadku aparatu firmy Mini PROTEAN Tetra Cell lub w buforze Bolt™ Transfer
Buffer w aparacie Mini Gel Tank z zastosowanym modutem do transferu Mini Blot
Module. W zaleznosci od wielkosci zelu 1 uzytego aparatu warunki transferu byty rézne:
dla aparatu firmy BioRad, gdzie wykorzystywano wtasnorgcznie robiony zel: 60 minut
przy stalym natezeniu pradu 400 mA w 4°C, za$ dla aparatu Mini Gel Tank/ Mini Blot
Module, gdzie wykorzystywano gotowy zel gradientowy: 60 minut przy stalym napigciu
10V.

3.14.5 Immunodetekcja

W celu zniwelowania niespecyficznego wigzania przeciwcial do blony
nitrocelulozowej, membrane blokowano przez 60 minut w buforze Odyssey Blocking
Buffer/ TBS 1:1 (sktad buforu TBS: Tris 20 mM (pH 7,6), chlorek sodu (NaCl) 150 mM)
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, btong inkubowano z roztworem przeciwciat
pierwszorzedowych skierowanych przeciw badanemu biatku rozcienczonych w buforze
Odyssey Blocking Buffer/ TBS (1:1) oraz dodatkiem 0,1% Tween-20 przez noc w 4°C.
Zastosowane przeciwciata i ich rozcienczenia przedstawia Tabela 1. Nastepnie btong
plukano trzykrotnie roztworem TBS-T (Tris 20 mM (pH 7,6), chlorek sodu (NaCl) 150
mM, 0,1% Tween-20) i inkubowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej
W roztworze przeciwciat drugorzedowy sprzezonych z fluorochromami IRDye w buforze
Odyssey Blocking Buffer/ TBS (1:1) oraz dodatkiem 0,1% Tween-20. Nast¢pnie blone
phukano trzykrotnie po 5 minut roztworem TBS-T, a w koncowym etapie przemwano
roztworem TBS, aby wyeliminowa¢ detergent, ktory mogtby wptyna¢ na wizualizacje
sygnatu. Do detekcji sygnatu wykorzystano skaner Odyssey Infrared Imaging System
(Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA), wyposazony w lasery o dlugosci fali 785 1 685
nm. Intensywnos$ci fluorescencji analizowano przy uzyciu oprogramowania Image
Studio™ Lite Ver.5.2.
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Tabela 1. Stosowane przeciwciata pierwszorzedowe.

Przeciwcialo Firma Nr katalogowy Rozcienczenie
Biogeneza mitochondriow
TFAM Cell Signalling 7495 1:1000
Nrfl Proteintech 12482-1-AP 1:1000
Nrf2 Proteintech 16396-1-AP 1:1000
POLG Abcam 128899 1:1000
Enzymy antyoksydacyje
Katalaza Abcam ab16731 1:1000
SOD1 Santa Cruz sc-11407 1:500
SOD2 Cell Signalling 13141 1:500
GPx Santa Cruz sc-133160 1:500
GRx Santa Cruz sc-133245 1:500
Autofagia/mitofagia
Beclinl Cell Signalling 3495 1:1000
LC3 Cell Signalling 12741 1:1000
PINK1 Novus Biologicals | BC100-494 1:1000
Parkin Abcam ab1594 1:1000
SQSTM1/p62 Cell Signalling 5114 1:1000
Receptor estrogenowy
Fosfo — Abcam ab32396 1:1000
ERRaS118
ERRa Novus NBP1-47254 1:1000
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego — bialko referencyjne
GAPDH — mysie Merck Millipore MAB374 1:10 000
Corp.
GAPDH — krolicze | Abcam ab181602 1:10 000
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Tabela 2. Stosowane przeciwciata drugorzgdowe

Przeciwcialo Firma Nr katalogowy Rozcienczenie
IRDye 680LT Li-Cor 926-68022 1:10 000
anty-mysie

IRDye 800CW Li-Cor 926-32212 1:10 000
anty-mysie

IRDye 680LT Li-Cor 926-68023 1:10 000
anty-krolicze

IRDye 800CW Li-Cor 926-32213 1:10 000
anty-krolicze

3.15 Woltamperometria cykliczna

Woltamperometria cykliczna jest popularng i jedna z najczgséciej stosowanych
technik elektroanalitycznych stuzaca do badania reakcji elektrochemicznych. Pozwala na
okreslenie potencjalow, przy ktérych badana substancja elektroaktywna ulega reakcjom
redukcji lub utlenienia oraz pozwala wyjasni¢ mechanizm przenoszenia elektronow w
reakcjach katalitycznych.

Technika ta polega na pomiarze natezenia przeptywajacego pradu przez elektrode
pracujaca (podczas liniowej i cyklicznej zmiany przylozonego do niej potencjatu) oraz
przeciwelektrode. Przewaznie uktad pomiarowy sktada si¢ z zestawu trzech elektrod, a
kazda z nich pelni okreslone funkcje. Na elektrodzie pracujacej zachodzi reakcja redoks
badanej substancji, elektroda odniesienia (referencyjna), jest to elektroda
niepolaryzowalna, co oznacza, ze jej potencjal nie ulega zmianie, za$ przeciwelektroda,
czyli elektroda pomocnicza zapewnia stalg wartos¢ potencjatu elektrody odniesienia.
Wtasciwa reakcja elektrodowa polega na redukcji (przeniesienie liczby n elektronow z
elektrody do depolaryzatora) lub utlenieniu substancji analizowanej (przeniesienie liczby
n elektronow z depolaryzatora do elektrody).

E A

5 |

~

Ryc.3.4 Zaleznosé¢ zmiany potencjatu w czasie.
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Gdy substancja elektroaktywna znajduje si¢ w roztworze elektrolitu
podstawowego, rejestrowane krzywe woltamperometryne maja ksztalt pikow. Jest to
spowodowane tym, ze poczatkowo na drodze dyfuzji, depolaryzator jest doprowadzany
do powierzchni elektrody (dyfuzja do powierzchni elektrody zachodzi prostopadle,
mozna zaniedba¢ wkitad dyfuzji z brzegoéw elektrody). Nastepnie gdy przytozona wartos¢
potencjatu osiggnie takg wartos¢, by umozliwi¢ zajscie reakcji elektrodowej, obserwuje
si¢ wzrost natezenia pradu. Rejestrowany prad osigga warto§¢ maksymalng, gdy
znajdujacy si¢ przy powierzchni elektrody depolaryzator ulega wyczerpaniu. Spadek
nat¢zenia pradu oraz formowanie si¢ piku jest zwigzane ze zuzyciem substancji
elektroaktywnej przy powierzchni elektrony oraz rozrostem warstwy dyfuzyjnej.

pik utleniania

pik redukcji

Ep, Ep,

Ryc.3.5 Zaleznosé i=f(E) w woltamperometrii cyklicznej.

Dla proceso6w odwracalnych natezenie pradu piku w warunkach dyfuzji liniowej
opisuje ponizsze rownanie Randlesa — Sevéika (T=25°C).
3 1 1
I, = 2,69 * 10° x nz A * D2 x vz % (,
Gdzie:
lp— rejestrowany prad piku [A],
n — liczba elektronéw bioracych udziat w reakcji elektrodowej,
D — wspotczynnik dyfuzji reagenta [cm? * 5],
A — powierzchnia elektrody [cm?],
V — szybko$¢ zmian potencjatu [V * s,
Co— stezenie substancji elektroaktywnej w glebi roztworu [mol * cm™]

Zgodnie z nim, rejestrowany prad piku jest wprost proporcjonalny do stezenia
depolaryzatora w roztworze oraz do pierwiastka kwadratowego z szybkosci polaryzacji.

W przypadku pracy z substancja aktywna znajdujaca si¢ na powierzchni elektrody
(jak w przypadku badan prowadzonych w tej pracy) reakcja redoks przebiega wewnatrz
warstwy, czyli proces elektrodowy zachodzi w ograniczonej przestrzeni. Zarejestrowane
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sygnaty sa pikami typu powierzchniowego (a nie dyfuzyjnego) i charakteryzuja si¢
wysoka symetrig (Ryc.3.6). Bardzo mata warto$¢ v (szybko$¢ zmian potencjatu)
wskazuje na idealny przebieg procesu powierzchniowego, lecz dla duzych szybkosci
przemiatania potencjatem, krzywe woltamperometryczne przypominajg ksztaltem
krzywe woltamperometryczne zarejestrowane w procesach kontrolowanych dyfuzjg
liniowa.

1
i

n(E-E),V

-0.25

Ryc.3.6 Teoretyczna cykliczna krzywa woltamperometryczna dla odwracalnego uktadu
redoks osadzonego na powierzchni elektrody (n=1).

Ponizsze réwnania opisuja proces powierzchniowy, gdzie warto$¢ pradu piku jest
wprost proporcjonalna do szybkos$ci polaryzacji, natomiast st¢zenie powierzchniowe
centroOw mozna wyliczy¢ w oparciu o tadunek, czyli pole powierzchni pod pikiem.

N2 xF2xpxAx*T Q
ip = [=—7—
4xRx*T nxAxF
Gdzie: Gdzie:
ip- rejestrowany prad piku [A], I' - stezenie powierzchniowe centrow

' . _ redoks [mol * cm?],
n - liczba elektrondéw bioragcych udziat w reakcji
elektrodoweyj, n - liczba elektronéw biorgcych udziat
w reakcji elektrodoweyj,
F — stata Faradaya [96500 C * mol],
) ) F — stata Faradaya [96500 C * mol?],
A - powierzchnia elektrody [cm?],
_ _ A - powierzchnia elektrody [cm?],
V - szybko$¢ zmian potencjatu [V * *1],
) ) ) Q — tadunek elektryczny [C],
I' - stezenie powierzchniowe centrow redoks

[mol * cm™],

56



Procedura przygotowania warstw katalitycznych:

e Do 7,1 mg nanoczastek (nPt) wprowadzono 2 ml wody destylowanej i tak
przygotowang zawiesing umieszczono W tazni ultradzwigkowej na ok. 2 godziny,
w celu doktadnego rozproszenia nanoczastek. Na elektrode z wegla szklistego
(GC) o powierzchni geometrycznej 0,071 cm? naktadano 2 ul tej zawiesiny, a
pokrycie elektrody wynosito ok. 100 pug *cm™. Sredni rozmiar nanoczastek
platyny wynosit ok.10 nm.

e Przygotowanie zawiesiny wielo$ciennych nanorurek weglowych odbylo sie
poprzez zdyspergowanie 10mg MWCNTs w 1 ml wody destylowanej i tak
przygotowany roztwor umieszczono w tazni ultradzwickowej na ok. 1 godzing.
Nastepnie = do  probowki  wprowadzono mieszadetko  magnetyczne
pozostawiajac probke na mieszadle magnetycznym (ok. 1 godzina). Z tak
uzyskanej zawiesiny pobrano 0,5 ml i dodano 100 ul etanolu i ponownie
umieszczono na mieszadle magnetycznym przez ok. 30 minut. W ostatnim
etapie dodano 5 pl 5% roztworu Nafionu i ponownie mieszano przez ok. 1
godzine. Na elektrode z wegla szklistego (GC) o powierzchni geometrycznej
0,071 cm? nakladano 2 pl tej zawiesiny, a pokrycie elektrody wynosito ok. 670
pg *em™

Na tak przygotowane warstwy nanoszono 2ul roztworu daidzeiny (Img/2ml EtOH)
w celu dalszych badan. Elektrody wykorzystane w trakcie prowadzenia badan:

e FElektroda pracujaca: elektroda dyskowa z wegla szklistego, GC o powierzchni
0,071 cm?, CH Instruments, Inc. Austin, USA

e Elektroda odniesienia: nasycona elektroda kalomelowa (Hg/Hg»Cl./nas. KCI),
Metron, Gliwice, Polska

e Elektroda pomocnicza: drucik weglowy, Mennica Polska, Warszawa

Wykorzystane potencjostaty: CHI 760D oraz CHI 660B z firmy CH Instruments Inc.
Austin, USA

3.16 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiano jako $rednie arytmetyczne + odchylenia standardowe z co
najmniej trzech niezaleznych eksperymentéw. Uzyskane wyniki zaprezentowano
dwustopniowo. W pierwszym etapie porOwnano miedzy soba poszczegélne grupy
badanych komorek: fibroblasty na wczesnych pasazach (mlode), na péznych pasazach
(#) oraz poddane stresowi oksydacyjnemu (TBH). Wyniki normalizowano do $redniej
wartosci uzyskanej w danym eksperymencie dla komorek mtodych (I grupa). W drugim
etapie zbadano wptyw daidzeiny na badane komorki. Te wyniki normalizowano osobno
dla kazdej grupy, do Sredniej wartosci dla komorek nietraktowanych. Istotno$¢
statystyczng oceniono W programie Microsoft Excel za pomoca dwustronnego testu t-
Studenta dla préb o nieréwnej wariancji. Tylko wartosci p nizsze niz 0,05 uznano za
statystycznie istotne.
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4. WYNIKI

4.1. Dobor odpowiedniego modelu doswiadczalnego

Aby przygotowa¢ odpowiedni model badawczy — starzenia si¢ komodrek na
wczesnym etapie tego procesu, wykorzystano pierwotng lini¢ komorkowa ludzkich
fibroblastow. Komorki pochodzity od zdrowego 27 letniego dawcy. Do modelu
indukowanego stresu uzyto wodoronadtleneku tert-butylu (dalej zwany: TBH), ktory jest
analogiem nadtlenku wodoru. TBH potrafi wywota¢ stres oksydacyjny jako egzogenny
dawca RFT (Luiin., 2021). Ludzkie fibroblasty pierwotne pochodzace z nizszych pasazy
(#5-10) inkubowano z 50, 100 i 200 uM roztworem TBH zawieszonym w pozywce
hodowlanej przez 24 godziny, w celu sprawdzenia przezywalnosci komoérek. Wykonano
zdjecia mikroskopowe co 15 minut.

A 50 puMTBH
t=0min
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200 uM TBH

t=45min

Fot. 4.1 Fibroblasty inkubowane z réznymi stezeniami TBH. A) 50 uM, B) 100uM i
C) 200uM .

Wyrazny wzrost $miertelno$ci komorek wystgpit po traktowaniu TBH w stezeniu
200 uM po 45 minutach. W przypadku uzycia 50 uM stezenia TBH efekt ten byt
obserwowany po 2 godzinach, a dla stezenia 100 uM TBH po 3 godzinach. Dlatego do
dalszych badan zdecydowano si¢ na zastosowanie stezenia 100 uM TBH i czasu inkubacji
30 min, w celu wywotania krotkiego, ale silnego stresu oksydacyjnego.

4.2 Charakterystyka badanych linii komérkowych

4.2.1 Proliferacja

Proliferacja komorek jest dynamicznym oraz ztozonym procesem, w ktorym
poprzez podziaty komérkowe dochodzi do zwigkszenia si¢ populacji komodrek. Zdolnosé
proliferacyjna jest jednym z podstawowych parametréw charakteryzujacych stan
komorek. Aby jg okresli¢ wyznacza si¢ czas w jakim dana populacja podwoi swojg liczbe
(ang. Population doubling time, PDT) (Chung i in., 2017). W przypadku linii
fibroblastow pochodzacych z wczesnych pasazy (#5-10) (w dalszej czeSci rozprawy
stosowano skrot: ,,Kontrola”) czas podwojenia populacji wynosit 51+1 godzin. Natomiast
dla linii komérek z indukowanym TBH stresem oksydacyjnym (w dalszej czesci
rozprawy stosowano skrot: ,,TBH”) wynosil on 45+9 godzin, a dla linii komorek
starzejacych sie poprzez hodowle komorkowa (w dalszej czgéci rozprawy stosowano
skrot: pl8-25) 53+9 godzin (Ryc. 4.1). Nie zaobserwowano rdéznic istotnych
statystycznie.
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Czas podwojenia populacji
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Ryc.4.1 Czas podwojenia populacji. Czas podwojenia populacji wyliczono na podstawie
liniowego fragmentu krzywej wzrostu komorek (rozdziat 3.3). Wyniki przedstawiaja
$rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotnos¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

4.2.2 Ocena intensywnosci podziatdéw komorkowych — test wbudowywania BrdU

Bromodeoksyurydyna (BrdU) to syntetyczny nukleozyd stosowany do
wykrywania proliferacji komorek, ktory podczas replikacji DNA wbudowuje sig
w miejsce tyminy (Webster i in., 2014). W kontroli procent komorek aktywnie
proliferujacych wynosit 73+12%, w linii komoérek TBH 66+£17%, a w linii komorek
Z po6znych pasazy 83+11% (Ryc.4.2). Nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie.

BrdU

0,8 A

~

206 -

£

o 04 1
0,2 A

% proliferujgcych

Kontrola  TBH p18-25

Ryc.4.2 Odsetek aktywnie proliferujgcych komorek. A) Wyniki przedstawiaja srednie
wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych do$wiadczen, liczba ocenionych
jader komorkowych we wszystkich liniach wynosi co najmniej 1000 jader w jednym
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doswiadczeniu. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz o0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. B) Przyktadowe zdj¢cie pokazujace
natozenie obrazu barwienia BrdU (kolor zielony) oraz znakowania wszystkich jader
komorkowych (kolor niebieski — barwnik Hoechst 33342). W komorkach aktywnie
proliferujacych jadra wybarwione sa obydwoma kolorami (natozenie widoczne jako
kolor jasnoniebieski).

4.2.3 Ocena liczby komorek o podwyzszonym poziomie SA-B-GAL w populacji

Jednym z najcze$ciej stosowanych markerow starzenia jest SA-B-galaktozydaza
(SA-B-GAL) (Antropova i in., 2002). Aby sprawdzi¢ ilos¢ komorek starych w populacji,
fibroblasty poddano ocenie aktywnosci SA-B-galaktozydazy. W linii komorek
kontrolnych liczba komorek o podwyzszonym poziomie SA-B-GAL utrzymywata si¢ na
poziomie 12%, za§ w przypadku komoérek TBH procent komoérek 0 podwyzszonym
poziomie SA-B-GAL wynosit 19+5%, a dla komoérek pochodzacych z pdznych pasazy
17£1,8% (Ryc. 4.3). Podsumowujac, zaobserwowano wigksza liczb¢ komorek
0 podwyzszonym poziomie SA-B-GAL w fibroblastach z péznych pasazy, co moze
$wiadczy¢ o rozpoczeciu/ poczatkach procesu starzenia komorkowego.
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Ryc.4.3 Aktywnosé¢é SA-p-galaktozydazy. A) Wyniki przedstawiajg $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz
0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Analizowano co najmniej 200
komorek z kazdego eksperymentu (z kazdej linii komoérkowej) z 3 niezaleznych
doswiadczen. B) Przyktadowe zdjecie komorek SA-B-GAL pozytywnych, gdzie na
niebiesko wybarwiono jadra komorkowe, a ciemnoniebieskie otoczenie wokot jader
$wiadczy o obecnosci SA-B-galaktozydazy.
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4.3 Charakterystyka fizjologii mitochondriow

4.3.1 Potencjat wewngtrznej blony mitochondrialne;j

Potencjal elektrochemiczny wewnetrznej btony mitochondrialnej (Aym) stanowi
wazny parametr do oceny stanu funkcjonalnego mitochondriéw. Potencjat generowany
jest przez aktywnos$¢ kompleksow w tancuchu oddechowym, a nastepnie
wykorzystywany w procesie syntezy ATP oraz w transporcie jondw i metabolitow przez
btony mitochondrialne. Do oceny AY w badanych komorkach wykorzystano sonde JC-
1. Dodatkowo przeanalizowano takze komorki z bardzo péznych pasazy #52-53 (dalej
zwane: p52-53), w celu poréwnania AY w poéznym etapie starzenia replikacyjnego. We
wszystkich badanych modelach doswiadczalnych nie odnotowano istotnych zmian
statystycznych w porownaniu do komorek kontrolnych (Ryc 4.4).
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Ryc.4.4 Potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej oznaczony z wykorzystaniem
sondy JC-1 przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A) Wyniki przedstawiaja
srednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$é
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001. B) Obraz pochodzacy z LSC z 1 pola widzenia przy zastosowaniu
obiektywu, gdzie kolor zielony - zdepolaryzowane mitochondria, kolor czerwony —
spolaryzowane mitochondria, kolor Zotty — nalozenie obrazow.

4.3.2 Poziom Ca?" w komorce

Mitochondria maja zdolnoéé do buforowania jonéw Ca?*, co oznacza, ze
zaburzenia w ich funkcjonowaniu moga prowadzi¢ do zmian w cytozolowym stezeniu
jonow Ca®*, a tym samym wplywaé na procesy przez nie regulowane (Luis-Garcia i in.,
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2021). Do oceny cytozolowego poziomu jonéw Ca?* uzyto sondy Fluo4-AM, a pomiary
prowadzono w zywych komoérkach w laserowym cytometrze skaningowym (LSC).
W komorkach TBH poziom Ca?* byl istotnie podwyzszony o 7+3% w poréwnaniu do
komorek kontrolnych. W linii komoérek z pdznych oraz bardzo poéznych pasazy nie
zaobserwowano rdznic istotnych statystycznie, lecz zaobserwowano tendencje do
podwyzszonego poziomu Ca?* (Ryc 4.5).
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Ryc.4.5 Poziom jonéw Ca?* W cytoplazmie oznaczony z wykorzystaniem sondy Fluo4-
AM przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A) Wyniki przedstawiajg Srednie
wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001. B) Obraz pochodzacy z LSC z widoczng fluorescencja sondy.

4.3.3 Poziom reaktywnych form tlenu (RFT)

Mitochondrig sg jednymi z gléwnych ,,producentow” RFT w komorce. Zmiany,
defekty czy dysfunkcje mitochondriow moga przyczyniaé si¢ do zwigkszonej generacji
RFT. Z tego powodu sprawdzono czy poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2)
znajdujacego si¢ w mitochondriach oraz czy poziom nadtlenku wodoru (H202)
W cytoplazmie rézni si¢ w badanych liniach komdrkowych. Analiza wykazata istotny
wzrost poziomu Oz~ w mitochondriach o 88+17% dla linii komorek z bardzo péznych
pasazy, za$ dla pozostatych komoérek zaobserwowano wzrostowa tendencj¢. Poziom
H202 zaréwno dla komoérek TBH jak i komorek pochodzacych z poznych pasazy jest
istotnie podniesiony odpowiednio o 10+1% oraz 13+2% (Ryc 4.6). Podsumowujac
w fibroblastach  ulegajacych  starzeniu replikacyjnemu oraz  indukowanemu
zaobserwowano podniesiony poziom RFT, ktory moze §wiadczy¢ o pierwszych oznakach
stresu.
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Ryc.4.6 Poziom reaktywnych form tlenu. A) Poziom anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondriach oznaczony z wykorzystaniem sondy MitoSOX. Wyniki przedstawiaja
srednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001. B) Obraz pochodzacy z LSC z widoczng fluorescencjg sondy. C) Poziom
nadtlenku wodoru w cytoplazmie oznaczony z wykorzystaniem sondy CM-H>DCFDA.
Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych
doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz o0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. D) Obraz pochodzacy z LSC z widoczna
fluorescencja sondy.

4.4 Poziom enzymow antyoksydacyjnych

Poziom RFT w komorce jest $ciS§le powigzany z aktywnoscig systemu
antyoksydacyjnego. W sktad systemu antyoksydacyjnego wchodza enzymy
odpowiedzialne za usuwanie RFT. Dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide
dismutase, SOD) katalizuje reakcje dysmutacji O>" do Oz i H2O5, gdzie w kolejnym etapie
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H20: jest redukowany do H2O oraz O przez reduktaze glutationowg i katalaze (Trist i
in., 2021). SOD1 (Cu/ZnSOD) wystgpuje glownie w cytoplazmie oraz w przestrzeni
migdzyblonowej mitochondriéw. Analiza Western blot nie wykazata rdznic pomiedzy
komorkami kontrolnymi a komoérkami starzejacymi si¢ (Ryc 4.7 A).

Dysmutaza ponadtlenkowa 2 (SOD2, MnSOD) jest obecna w macierzy
mitochondrialnej. Poziom SOD2 byl obnizony jedynie w linii komérek pochodzacych
Z poéznych pasazy o 32+18% (Ryc 4.7 B).

Katalaza (ang. Catalase, Cat) jest kluczowym enzymem, ktory przeksztatca H20»
do H20 i Oy, gléwnie wystgpujacym w peroksysomach (Glorieux & Calderon, 2017). W
komorkach TBH oraz w komorkach z pdznych pasazy, poziom tego enzymu byt istotnie
nizszy w poréwnaniu do komorek kontrolnych, odpowiednio o 12+8% i 17+14% (Ryc
4.7 C).

Peroksydazy glutationowe (ang. Glutathione peroxidase, GPx) katalizujg
redukcje H202 lub organicznych wodoronadtlenkéw do wody Iub odpowiedniego
alkoholu kosztem utleniania glutationu (Margis i in., 2008). Glutation jest jednym z tioli
redukujacych, a w swojej zredukowanej postaci odgrywa kluczowa role w komodrkowe;j
kontroli poziomu RFT (Couto i in., 2016). GPx1 akumuluje si¢ w jadrze komorkowym,
cytozolu i mitochondriach. W przypadku tylko fibroblastow pochodzacych z pdznych
pasazy poziom tego enzymu wzrdst o 30+24% w poréwnaniu do fibroblastow linii
kontrolnej (Ryc 4.7 D).

Reduktaza glutationowa (ang. Glutathione reductase, GRx) jest enzymem, ktory
katalizuje redukcje utlenionego glutationu, ktory w postaci zredukowanej moze byc¢
ponownie wykorzystany do usuwania H202. Analiza Western blot nie wykazata réznic
pomiedzy komorkami kontrolnymi a badanymii liniami (Ryc 4.7 E).

Podsumowujac, zaobserwowano zmiany w systemie obrony antyoksydacyjnej, jednak
ich profil r6znit si¢ w zastosowanych modelach.

Zdjecia membran z analizy Wester blot zostaly pokazane w drugiej czesci pracy, gdzie
zbadano wplyw daidzeiny.
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Ryc.4.7 Poziom enzymow antyoksydacyjnych zbadany metodg Western blot. A) Poziom
cytozolowej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (Cu/ZnSOD) (n=5). B) Poziom
mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) (n=4). C) Poziom
katalazy (n=5). D) Poziom peroksydazy glutatinowej (GPx) (n=4) oraz E) poziom
reduktazy glutatinowej (GRx) (n=3). Wyniki przedstawiajg srednie wraz z odchyleniami
standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych dos$wiadczen. Istotno$¢ statystyczng
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

4.5 Poziom uszkodzen oksydacyjnych biatek — karbonylacja
biatek

Karbonylacja jest jedng z modyfikacji oksydacyjnych biatek, ktéra wystgpuje na
skutek dziatania RFT. W czasie tego procesu dochodzi do wprowadzenia grupy
karbonylowej do biatka poprzez utlenianie reszt aminokwasow takich jak np. argininy
czy treoniny lub w wyniku wieloetapowej serii reakcji (P. Wang & Powell, 2010).
W przypadku fibroblastéw TBH odnotowano istotny wzrost uszkodzen oksydacyjnych
0 60+42% w poréwnaniu do komorek kontrolnych. W komoérkach pochodzacych
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Z péznych pasazy zaobserwowano jedynie tendencj¢ do podwyzszonego poziomu
uszkodzen oksydacyjnych (Ryc 4.8)
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Ryc.4.8 Poziom uszkodzen oksydacyjnych wyraZony stopniem karbonylacji zbadany
metodg Western blot. A) Wyniki przedstawiajg Srednie wraz z odchyleniami
standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢ statystyczng
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.B) Zdj¢cie przyktadowej membrany, gdzie: L — standard wielko$ci biatek.

4.6 Morfologia komorki 1 sieci mitochondrialne;

4.6.1 Morfologia komorki i sieci mitochondrialne;j

Morfologi¢ komoérek oceniono w mikroskopie konfokalnym. Zaobserwowano
zmiany w ksztalcie w wigkszosci komorek, komorki kontrolne 1 TBH przypominaja
wrzecionowaty ksztatt, natomiast komoérki pochodzace z pdznych pasazy sg bardziej
rozgat¢zione i rozpostarte po powierzchni adhezyjnej (Ryc 4.9).
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Ryc.4.9 Morfologia fibroblastow. Obraz reprezentacyjnych komorek: A) Kontrola. B)
Komorki TBH oraz C) komorki z péznego pasazu. Jadra komérkowe wyznakowano
znacznikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 — kolor niebieski, filamenty aktynowe -
falloidyna sprz¢zong z Alexa Fluor 488™ - kolor zielony, a sie¢ mitochondrialng
biarwnikiem MitoRed — kolor czerwony. Komorki wizualizowano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 zastosowaniem obiektywu olejowego HC PL
APO CS2 63x/1.40 OIL

68



Ryc.4.10 Przyktadowa sie¢ mitochondrialna w badanych liniach. A) Komoérka
kontrolna. B) Komoérka TBH oraz C) komorka z péznego pasazu (p18-25).
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4.6.2 Architektura sieci mitochondrialnej

Mitochondria sg dynamicznymi organellami. Tworzg rozgaleziong sie¢, ktorej
struktura wplywa na funkcjonowanie mitochondriéw. Nieustanna reorganizacja
| przebudowa sieci mitochondrialnej poprzez procesy fuzji i fragmentacji jest waznym
elementem adaptacji komorki, a zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow
przektadajg si¢ na zmian¢ organizacji sieci mitochondrialnej. Aby oceni¢ morfologie
(organizacj¢) sieci mitochondrialnej wykorzystano program Imagel] z zastosowaniem
odpowiednich wtyczek: Analyze Skeleton i Analyze Particles. Umozliwiajg one ocene
stopnia fragmentacji sieci (poprzez analize ilosci oderwanych elementéw, mediana
rozmiaru elementu), poziomu jej zlozono$ci (okreSlenie stopnia rozgalezienia sieci
I dlugosci poszczegdlnych galezi), a takze wielkosci sieci (suma dilugosci galezi,
catkowita objetosc¢ siect).

Analiza wielkoSci sieci wykazata, ze suma dtugosci gatezi jest wyraznie nizsza w
komorkach z poznych pasazy niz w komorkach kontrolnych. Wartos$¢ tego parametru dla
komorek kontrolnych wynosi 2646+1725, za§ dla komorek z wyzszych pasazy wynosi
949+257 (Ryc.4.11 A). W przypadku catkowitej objetosci zaobserwowano istotnie nizszy
poziom w komorkach z péznych pasazy 484+188 (Ryc.4.11 B).

W przypadku analizy stopnia fragmentacji sieci wykazano, ze w sieci
mitochondrialnej komorek z péznych pasazy zaobserwowano mniejszg ilos¢ oderwanych
od niej elementow 45,6+15,2 (Ryc.4.11 C). Rozmiar najwigkszego elementu sieci byt
nizszy (300,9+£165) w poréwnaniu do komorek kontrolnych (Ryc.4.11 E). W parametrze
sredniej sferyczno$ci dla fibroblastow TBH nie odnotowano istotnych statystycznie
roznic. Natomiast w fibroblastach z pdznych pasazy zaobserwowano istotnie wyzszg
warto$¢ w porownaniu do kontroli 0,47+0,03 (Ryc.4.11 F). W warto$ci mediany rozmiaru
pojedynczego elementu (Ryc.4.11 D) nie odnotowano statystycznie istotnych réznic
pomiedzy liniami.

Analiza stopnia rozgatgzienia sieci wykazata, ze parametrach takich jak stosunek
ilosci punktow krancowych do gatezi (Ryc.4.11 F), stosunek ilosci rozgat¢zien do galezi
(Ryc.4.11 G) oraz dla $redniej dlugosci gatezi (Ryc.4.11 I) nie odnotowano istotnych
statystycznie roznic pomi¢dzy badanymi liniami.

Podsumowujac, gldéwna z zaobserwowanych zmian jest mniejsza sie¢ mitochondrialna w
komorkach pochodzacych z p6znych pasazy.
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Analiza stopnia rozgalezienia sieci
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Ryc.4.11 Wyniki analizy morfologii sieci mitochondrialnej. A) Suma dlugosci gatezi,
B) Catkowita objetos¢, C) Ilos¢ oderwanych elementow od sieci mitochondrialnej, D)
Mediana rozmiaru pojedynczego elementu, E) Rozmiar najwigkszego elementu sieci, F)
Srednia sferyczno$é, G) Stosunek ilosci punktow krancowych do gatezi, H) Stosunek
ilosci rozgatezi do gatezi i I) Srednia dtugo$é gatezi. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz
z odchyleniami standardowymi z analizy co najmniej 20 komorek. Istotnos$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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4.7 Biogeneza mitochondriow

4.7.1 Poziom bialek zaangazowanych w proces biogenezy

Biogeneze¢ mitochondriow definiuje si¢, jako proces wzrostu masy
mitochondriow i podzialu juz istniejgcych mitochondriéw. Podczas procesu biogenezy
nastepuje synteza biatek i lipidéw mitochondrialnych oraz dochodzi do replikacji
mtDNA, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zwigkszenia masy mitochondriow.
W biogeneze mitochondriow zaangazowanych jest wiele czynnikéw transkrypcyjnych
oraz koaktywatorow transkrypcji.

Jednym z czynnikow transkrypcyjnych jest jadrowy czynnik oddechowy 1 (ang.
Nuclear respiratory factor 1, NRF1), ktory reguluje transkrypcje genow kodujacych
biatka mitochondrialne. Analiza Western blot nie wykazata ré6znic w poziomie NRF1
pomiedzy komorkami kontrolnymi a badanymi liniami (Ryc.4.12 A).

Jadrowy czynnik oddechowy 2 (ang. Nuclear respiratory factor 2, NRF2) reguluje
transkrypcje genéw kodujacych biatka mitochondrialne oraz biatka antyoksydacyjne. W
tym przypadku réwniez nie odnotowano istotnych réznic w jego poziomie pomiedzy
badanymi liniami (Ryc.4.12 B).

TFAM, czyli mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (ang. Mitochondrial
transcription factor A, TFAM) indukuje transkrypcje mtDNA. Nie odnotowano
statystycznie istotnych réznic pomiedzy badanymi liniami w poziomie TFAM, widoczna
jest jednak tendencja wzrostowa w liniach TBH oraz liniach pochodzacych z p6znych
pasazy (Ryc.4.12 C).

Biatkiem uczestniczacym w procesie replikacji mtDNA jest mitochondrialna
polimeraza gamma (ang. Mitochondrial polymerase y, POLG).W poziomie tego biatka
nie odnotowano istotnych réznic pomigdzy badanymi liniami fibroblastow (Ryc.4.12 D),
cho¢ mozna zaobserwowac malejacg tendencje.

Podsumowujac nie zaobserwowano zmian w biatkach uczestniczacych w procesie
biogenezy mitochondriéw migdzy badanymi liniami.

Zdjecia membran z analizy Western blot zostaly pokazane w drugiej cze¢sci pracy na
rycinach, gdzie zbadano wptyw daidzeiny.
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Ryc.4.12 Poziom biatek zaangaiowanych w proces biogenezy mitochondriow zbadany
metodq Western blot. A) Jadrowy czynnik transkrypcyjny 1 (NRF1) (n=5). B) Jadrowy
czynnik transkrypcyjny 2 (NRF2) (n=6). C) Mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A
(TFAM) (n=4) oraz D) mitochondrialna polimeraza y (POLG) (n=5). WyniKi
przedstawiajg Srednie wraz z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych
doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.7.2 Masa mitochondridow

Zmiany w masie mitochondriéw sa zwigzane z zahamowaniem badz aktywacja
procesu biogenezy lub autofagii/mitofagii. Do oznaczenia masy mitochondriow
wykorzystano sonde MitoTracker Green, ktora niezaleznie od potencjalu wewnetrznej
btony mitochondrialnej akumuluje si¢ w mitochondriach. W przypadku fibroblastow
TBH odnotowano nieznaczny, ale statystycznie istotny wyzszy poziom masy
mitochondriow o0 4+1% w poréownaniu do komodrek kontrolnych. W komodrkach
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pochodzacych zpdznych oraz bardzo pdznych pasazy zaobserwowano tendencje
wzrostowg w obrebie tego parametru (Ryc.4.13).

A B

Masa Mitochondriow
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Kontrola TBH p18-25 p52-53

% kontroli

Ryc.4.13 Masa mitochondriow oznaczona przy uzZyciu sondy MitoTracker Green przy
uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A) Wyniki przedstawiajg $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z 4 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001. B) Obraz pochodzacy z LSC z widoczng fluorescencja sondy.

4.8 Autofagia/mitofagia

4.8.1 Poziom biatek zaangazowanych w proces autofagii/mitofagii

Autofagia czesto jest nazywana procesem samodegradacji, podczas ktorego
usuwane sg m.in. dysfunkcyjne organella komérkowe. Przyczynia si¢ to do utrzymania
prawidlowego funkcjonowania komorek rowniez w odpowiedzi na stres (Glick i in.,
2010). Mitofagia jest selektywna forma autofagii, ukierunkowang na uszkodzone,
a zatem potencjalnie cytotoksyczne mitochondria.

Jednym =z najlepiej zbadanych szlakoéw odpowiedzialnych za usuwanie
uszkodzonych mitochondriéw w komorkach ssakow jest szlak zalezny od bialek PINK1
(ang. PTEN-induced kinase 1, PINK1) i Parkin (ang. E3 ubiquitin-protein ligase, Parkin).
Analiza Western blot nie wykazala istotnych réznic w poziomie tych bialek pomigdzy
liniami komorkowymi (Ryc.4.14 Ai B).

Innym waznym biatkiem, ktére ma wpltyw na regulacje procesu autofagii jest
Beklina 1l (ang. Beclinl). W poziomie tego biatka nie odnotowano istotnych roznic
pomiedzy badanymi liniami fibroblastow (Ryc. 4.14 C).
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Zbadano poziom biatka p62/SQSTM1 (ang. p62 sgstml), ktory jest receptorem
autofagii. W fibroblastach TBH zaobserwowano zmniejszenie poziomu biatka o 24+16%
w porownaniu do linii kontrolnej, a w fibroblastach z p6znych pasazy jedynie tendencj¢
malejaca (Ryc.4.14 D)

W proces tworzenia autofagosomow jest zaangazowane biatko LC3 (ang.
Microtubule-associated protein light chain 3), ktore ulega modyfikacji. Wzrost stgzenia
LC3-II jest uwazany za wskaznik procesu aktywacji autofagii. Nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w poziomie biatka LC3 (suma formy LC3-I oraz formy LC3-I1).
Jednak odnotowano istotny statystycznie wzrost w stosunku ilo§ciowym dwoch form
zarbwno dla komoérek TBH o 56+34% oraz komodrek pochodzacych z pdznych
pasazy 63+25% w poréwnaniu do linii kontrolnej - komérek mtodych (Ryc.4.14 E i F).

Podsumowujgc, zaobserwowane zmiany moga $wiadczy¢ 0 aktywacji procesu
autofagii/mitofagii.

Zdjecia membran z analizy Western blot zostaly pokazane w drugiej cz¢$ci pracy na
rycinach, gdzie zbadano wpltyw daidzeiny.
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Ryc.4.14 Poziom bialek zaangazowanych w proces autofagii/mitofagii zbadany metodg
Western blot. A) PINK1 (n=3), B) Parkin (n=3), C) Beklina 1 (n=4), D) p62 (n=3), E)
Suma LC3 (n=4) oraz F) Stosunek LC3 I/l (n=4). Wyniki przedstawiaja srednie wraz z
odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001

4.8.2 Szybko$¢ odnowy puli mitochondriow

Procesy biogenezy 1 auto/mitofagii determinujg szybko$s¢ odnowy puli
mitochondridow w komorce. Zaburzenie balansu pomiedzy tymi procesami wplywa na
szybkos$¢ odnowy oraz wiek mitochondriéw, a wigc posrednio takze na ich funkcj¢. Do
oceny wieku mitochondriow wykorzystano metode MitoTimer, w ktdrej wyzszy stosunek
zielonej do czerwonej fluorescencji $wiadczy o szybszej odnowie puli mitochondriow.
Analiza nie wykazata istotnych réznic pomigdzy liniami wygenerowanymi a linig
kontrolng (Ryc.4.15). Wynik ten $§wiadczy o braku zmian w puli ,,mtodych” i ,,starych”
mitochondriéw w badanych liniach.
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Ryc.4.15 Szybkosé¢ odnowy puli mitochondriéw zbadana przy uzyciu metody MitoTimer.
A) Wyniki przedstawiaja srednie wraz z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3
niezaleznych doswiadczen (facznie co najmniej 60 mitochondriéw). Istotno$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001. B) Przykladowy obraz komodrki z wyznakowanym biatkiem
zlokalizowanym w mitochondriach: czerwony odpowiada dojrzatemu, za$ zielony —
swiezo zsyntetyzowanemu biatku MitoTimer, kolor zoity pochodzi z natozenia tych
dwoch obrazow.
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PODSUMOWANIE I CZESCI:

Parametr

TBH

p18-25

SA-B-galaktozydaza

BrdU

AY

Ca?*cyt.

Stres oksydacyjny:

Parametr

p18-25

Poziom Oy~

Poziom H,0»

Poziom Cu/ZnSOD

Poziom MnSOD

Poziom Katalaza

Poziom GPx

Poziom GR

1| [« |«

OXYBLOT

Biogeneza:

Parametr

Poziom Nrfl

Poziom Nrf2

Poziom TFAM

Poziom POLG

Masa mitochondriéow

Autofagia/mitofagia:

Parametr

Poziom PINK1

Poziom Parkin

Poziom Beklina 1

Poziom p62

Poziom sumy LC3

LC3 1I/1

Szybko$¢ odnowy puli
mitochondriow
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Morfologia mitochondriéw:

Parametr

TBH

p18-25

Suma dtugosci gatezi

Srednia dtugos¢ gatezi

Catkowita objetosé

Srednia sferyczno$¢

Stosunek ilo$ci punktow
krancowych/gatezi

Stosunek ilosci
rozgalezien/gatezi

[lo$¢ oderwanych
elementéw od sieci
mitochondrialnej

Mediana rozmiaru
pojedynczego elementu

Rozmiar najwigkszego
elementu sieci
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4.9 Charakterystyka elektrochemiczna daidzeiny

Daidzeina jest fitozwigzkiem — polifenolem, ktoéry wystepuje w roslinach
strgczkowych gtdéwnie w soi. Stwierdzono, ze flawonoidy i izoflawonoidy wykazuja
wlasciwo$ci przeciwutleniajagce oraz wplywaja na migdzykomorkowa gospodarke
redoks, poniewaz potrafig wchodzi¢ w interakcje z niektérymi biatkami czy kwasami
nukleinowymi (Han i in., 2009).

HO

Ryc.4.16 Wzor strukturalny daidzeiny.

Aby sprawdzi¢ wlasciwosci antyoksydacyjne daidzeiny wykorzystano technike
woltamperometrii cyklicznej (Materialy i Metody 3.15). W pracy zdecydowano si¢ na
wykorzystanie no$nikow umozliwiajacych lepsza dystrybucje tadunku (przewodnictwo)
podczas pomiaru elektrochemicznego. Pierwszym wyborem byto zastosowanie
nanoczastek platyny (ang. Platinum Nanoparticles, nPt). Centra nPt stanowig przyktad
materiatu elektrodowego zdolnego do indukowania procesow redukcji (obecnos¢
zaadsorbowanego wodoru monoatomowego przy potencjatach mniej dodatnich) lub
utlenienia (obecno$¢ grup PtO i PtOH przy potencjatach bardziej dodatnich). Szereg
substancji organicznych oraz nieorganicznych ulega adsopcji na powierzchni Pt i moze
blokowac¢ jej wlasciwosci elektrokatalityczne. Drugim rodzajem nosnika byly
wielo$cienne nanorurki weglowe (ang. Multiwalled Carbon Nanotubes, MWCNTS), ktore
staly si¢ nanomaterialem powszechnie uzywanym do modyfikacji elektrod, w ostatnich
latach, ze wzgledu na dobre przewodnictwo oraz wysoka stabilnos¢ (Plekhanova i in.,
2019). Uktady =zawierajace MWCNTs sa wykorzystywane do opracowania
zaawansowanych materiatdw kompozytowych i katalitycznych. Pomimo ich szerokich
zastosowan komercyjnych i zwigkszonej produkcji, potencjalny wplyw MWCNTS na
srodowisko nie jest w pelni zrozumialy — istniejg raporty, ktore sugerujg, ze moga by¢
toksyczne, ale rowniez takie, ktore mowig o ich zastosowaniu biologicznym (Y. Zhao i
in., 2011).

Zarejestrowano ponizsze krzywe woltaperometryczne (Ryc.4.17).
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Ryc.4.17 Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla A) nPt i nPt z daidzeing oraz
B) MWCNTs i MWCNTs z daidzeing W zakresie potencjatow od 0,6V do -0,6V
w odtlenionym roztworze PBS. Szybko$¢ zmian polaryzacji potencjatu: 10 mV-s™

W obojetnym roztworze PBS linig przerywang zostala zarejestrowana krzywa dla
nPt, osadzonej na weglu szklistym, jako materiale elektrodowym. Mozna na niej
wyr6zni¢ nastepujace procesy elektrochemiczne: dwie pary pikéw pochodzace od
redukcji zaadsorbowanego wodoru na powierzchni nanoczastek platyny obserwowane
przy potencjale ok. -0,45 V oraz -0,30 V, a w rejonie dodatnich potencjalow obserwuje
si¢ sygnaty pochodzace od utleniania platyny (0,1 V) oraz jej rozpuszczania (E>0,30 V),
jak rowniez, podczas ujemnej polaryzacji elektrody redukcj¢ pierwotnie powstatego
tlenku platyny (E>0,40 V). Po naniesieniu daidzeiny na warstwe nPt (linia fioletowa)
zaobserwowano czesciowe blokowanie powyzej wspomnianej powierzchniowej
aktywnosci  elechtrochemicznej nPt, o czym $wiadczy brak sygnatow
charakterystycznych proceséw redoks zachodzacych na powierzchni nPt. Oznacza to, ze
daidzeina hamuje procesy adsorpcji wodoru i utleniania na platynie. Przy dodatnich
wartos$ciach potencjatu od 0,3 V zaobserwowano w obecnos$ci daidzeiny wzrost wartosci
pradowych, co sugeruje, ze daidzeina moze ulega¢ utlenieniu. Podobne zachowanie
daidzeiny odnotowano przy uzyciu no$nikdw z MWCNTS. Po naniesieniu jej na warstwe
MWCNTS réowniez odnotowano gwattowny wzrost pradu (E>0,30 V), przy potencjale
nieco bardziej dodatnim niz w przypadku nPt (Ryc.17 A). Fakt, ze daidzeina ulega
utlenieniu na platynie przy potencjatach mniej dodatnich w poréwnaniu do zachowania
si¢ na nanorurkach weglowych, odzwierciedla dziatanie indukujace grup PtO 1 PtOH w
procesach elektrochemicznych.

Kolejne krzywe zostaty zarejestrowane w natlenionych (nasyconych tlenem)
roztworach PBS. (Ryc. 4.18)
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Ryc.4.18 Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla MWCNTs i MWCNTSs
z daidzeing w zakresie potencjatéw od 0,6V do -0,8V w natlenionym roztworze PBS.
Szybko$é zmian polaryzacji potencjatu: 10 mV-s!

Poréwnujac wyniki zarejestrowane Ryc.4.18 w obecnosci i nieobecnosci tlenu
Ryc.4.17, pojawienie si¢ piku (fali) redukcyjnej na Ryc.4.18 po nasyceniu roztworu
tlenem $wiadczy o pewnej aktywnosci katalitycznej daidzeiny w procesie elektroredukcji
tlenu. Nalezy jednak pamigtaé, ze same nanorurki weglowe (najprawdopodobniej przez
obecno$¢ Sladowych ilosci metali takich jak kobalt) wykazuja tez wlasciwosci
elektrokatalityczne wobec redukcji tlenu (krzywa pokazana na Ryc.4.18). Poniewaz
proces redukcji tlenu (Ryc.4.18) zachodzi przy do$¢ niskich potencjatach, nalezy
spodziewac sig¢, ze obecnos$¢ daidzeiny nie ma w tym przypadku istotnego znaczenia
biochemicznego. Sugeruje to, ze tlen moze ulega¢ reakcji chemicznej bezposrednio z
daidzeing (utlenia¢ jg), a tym samym wykazuje, ona dziatanie antyoksydacyjne. Mozna
spodziewac sig, ze redukcja tlenu w obecnosci daidzeiny ma charakter jednoetapowy (tzn.
bezposrednio do wody).

Nadtlenek wodoru w kontekscie badan biologicznych jest czasteczka sygnatowa,
jak réwniez jedng z reaktywnych form tlenu. Jego wysoki poziom obecny w komorkach
prowadzi do uszkodzen oksydacyjnych biatek, lipidow czy kwaséw nukleinowych.
Dlatego zbadano wiasciwosci elektrochemiczne daidzeiny w obecnosci H202. Krzywe
woltamperometryczne zostaly zarejestrowane w odtlenionych roztworach PBS
uzupetnionych o nadtlenek wodoru, tak aby stezenie H2O2 wynosito 2mM (Ryc. 4.19).
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Ryc.4.19 Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla A) nPt i nPt z daidzeing oraz
B) MWCNTs i MWCNTSs z daidzeing W zakresie potencjatow od 0,6V do -0,6V
w odtlenionym 2mM H0>. Szybko$¢ zmian polaryzacji potencjatu: 10 mV-s*

W przypadku pierwszej zarejestrowanej krzywej rdznica warto$ci pradowych
pomiedzy nPt a nPt z daidzing jest niewielka, Porownuja wyniki przedstawione na
Ryc.419 A i1 Ryc.417 A mozna stwierdzi¢, ze platyna zarbwno w obecnosci jak
I nieobecnosci warstwy daidzeiny wykazuje wihasciwosci elektrokatalityczne wobec
nadtlenku wodoru. Obserwuje si¢ utlenianie H202 przy potencjatach wyzszych od 0,3V
oraz redukcje H2O2 podczas polaryzacji w kierunku potencjatlow ujemny (E<0,3V). Takie
wlasciwosci nalezy przypisa¢ gtownie platynie (obecnos$¢ daidzeiny, nie odgrywa roli w
procesie katalitycznym) Patra i wspotpracownicy wykazali, ze sygnal redukcji H20>
pojawia si¢ przy potencjale -0,4V (Patra & Munichandraiah, 2009). W obecnosci
daidzieny (bez Pt) Ryc.4.19 B mozna stwietdzi¢, ze wykazuje wlasciwosci
antyoksydacyjne. Przy ujemnych wartosciach potencjalu zaobserwowano znaczne
réznice w gestosciach pradowych pomigdzy MWCNTs a MWCNTs z daidzeing. Moze
to $wiadczyé¢, ze daidzeina inhibituje redukcj¢ H202, czyli utrudnia dziatanie H20> jako
jednego z utleniaczny odpowiedzialnych za stres oksydacyjny. Ten diagnostyczny pomiar
woltamperometryczny przeprowadzony z wykorzystaniem nanorurek weglowych z i bez
daidzeiny wyraznie wskazuje na efekt inhibitujacy wobec elektroredukcji H2O».

W badaniach prowadzonych w niniejszej pracy wykorzystano wodoronadtlenek
tert-butylu (TBH), jako substancj¢ generujaca stres oksydacyjny w fibroblastach.
Substancja ta jest organicznym odpowiednikiem nadtlenku wodoru, jednak
charakteryzuje si¢ wigkszg stabilno$ciag w roztworach wodnych oraz pozwala na
otrzymanie bardziej powtarzalnych wynikow.
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Ryc.4.20 Wzor strukturalny TBH.

Dlatego kolejne krzywe woltamperometryczne zostaly zarejestrowane
w odtlenionych roztworach PBS uzupetionych o TBH, tak aby st¢zenie TBH wynosito
2mM (Ryc. 4.21).
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Ryc.4.21 Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla A) nPt i nPt z daidzeing oraz
B) MWCNTs i MWCNTs z daidzeing w zakresie potencjatow od 0,6V do -0,6V
w odtlenionym 2mM TBH. Szybkos¢ zmian polaryzacji potencjatu: 10 mV-s™

Wriasciwosci elektrokatalityczne platyny wobec H202 (Ryc.419A) zachowuja sig
réwniez wobec TBH (Ryc.4.21 A), ktory uznajemy za organiczny analog nadtlenku
wodoru. Obserwuje si¢ jednak pewne roznice w zachowaniu elektrokatalitycznym nPt po
naniesieniu warstwy daidzeiny. W prawdzie proces redukcji TBH zaczyna si¢ przy
podobnym potencjale ok. 0,4V (zarowno w obecnosci 1 nieobecnosci daidzeiny), ale
uzyskane prady elektroredukcji TBH sa zdecydowanie wyzsze po wprowadzeniu
daidzeiny do nosnika katalitycznego. Sugeruje to o mozliwos$ci istnienia oddziatywania
o charakterze synergistycznym pomiedzy nPt i daidzeing, co prowadzi do wzmocnienia
efektu katalitycznego platyny. W przypadku zastosowania nanorurek weglowych jako
bardziej interntych (w poréwnaniu do platyny) no$nikéw daidzeiny, proces
elektrokatalityczny redukcji TBH rowniez obserwuje si¢, ale zachodzi on przy
potencjatach bardziej ujemnych (E<0,1V). Sygnat ten pojawia si¢ jako fala redukcyjna,
natomiast w obecnosci daidzeiny sygnat redukcji TBH zanika. Swiadczy to, ze daidzeina
wykazuje wlasciwosci inhibitujace wobec redukcji TBH. W praktyce nalezy spodziewac
sie, ze zdolnos$ci utleniajace (np. w trakcie stresu oksydacyjnego) TBH (ktory utleniajac
sam si¢ redukuje) bedg ostabione w obecnosci daidzieny. Innymi stowy daidziena wydaje
si¢ wykazywac¢ wlasciwosci antyoksydacyjne.
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W celu okreslenia znaczenia sygnaléw pradowych pochodzacych od nos$nikéw
dla daidzeiny zostaty zarejestrowane kolejne krzywe woltamperometryczne dla samych
warstw nPt i MWCNTSs w odtlenionych roztworach PBS uzupetnionych o H2O2 1 TBH,
tak aby stgzenie koncowe wynosito 2mM (Rysc.4.22).
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Ryc.4.22 Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla A) nPt i MWCNTs w H20;
oraz B) nPt i MWCNTs w TBH w zakresie potencjatow od 0,6 V do -0,6V. Szybkos¢
zmian polaryzacji potencjatu: 10 mV-s*

W obu przypadkach zaobserwowano, Zze to nanoczastki platyny (krzywe
niebieskie) charakteryzuja si¢ silnymi wlasciwosciami katalitycznych zar6wno
w redukgcji i utleniania TBH oraz H202 w poréwnaniu do MWCNTSs (krzywe czerwone).
W przypadku MWCNTs (krzywe czerwone) nie stwierdzono znacznej aktywnosci
elektrokatalitycznej. Oznacza to, ze obecnos¢ daidzeiny jest czynnikiem dominujacym
i okreslajagcym jej wihasciwosci elektrokatalityczne wobec elektroutleniania TBH.
Z punku potencjalnego dziatania TBH, jako czynnika wywolujacego stres oksydacyjny
dziatanie daidzeiny nalezy interpretowaé w kategoriach inhibitowania redukcji TBH,
podczas ktérej moglby wykazywaé nieporzadzanie wilasciwosci utleniajace jak np.
peroksydacja lipidow czy utlenianie biatek. Podobne wtasciwosci inhibitujgce daidzeiny
zaobserwowano wobec powszechnie znanej reaktywnej formy tlenu, czyli nadtlenku
wodoru. Nalezy jednak pamigtaé, ze obecnos¢ platyny (w przypadku pomiaru
elektrochemicznego jako nosnika) zaczyna dominowaé wtasciwosci elektrokatalityczne
uktadu i ostabia lub wrecz niweluje dziatanie inhibitujace daidzeiny. Chcociaz nie byto
to przedmiotem badan w niniejszej pracy. Mozna zatem spodziewac si¢, ze pojawienie
si¢ platyny nawet w ilo$ciach sladowych bedze sprzyjac istnieniu stresu komorkowego.
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4.10 Charakterystyka badanych linii komoérkowych — efekt
daidzeiny

4.10.1 Dobér stgzenia daidzeiny

Aby wybraé¢ odpowiednie stezenia daidzeiny (z ktorg nastgpnie w dalszej czesci
pracy inkubowano fibroblasty) zastosowano test na proliferacjc. W badaniach
wykorzystano niskie (fizjologiczne) stezenia. Zbadano wptyw daidzeiny w réznych
stezeniach na prowadzone linie komérkowe. Sredni czas podwojenia populacji komoérek
mtodych wynosil 5141 godzin, za§ po traktowaniu daidzeing niezaleznie od stezen
zaobserwowano tendencj¢ wzrostowg. W przypadku zastosowania 10pM stezenia
daidzeiny zaobserwowano istotny statystycznie wzrost, a czas podwojenia populacji
wynosit 77+11 godzin. Dla linii komérek TBH, zaobserwowano tendencje wzrostowa
w czasie podwojenia populacji po uzyciu daidzeiny. W przypadku zastosowania 0,5 nM
stezenia czas podwojenia populacji wynosit 63+£3 godziny. Po zastosowaniu daidzeiny
szybko$¢ proliferacji komoérek pochodzacych z poéznych pasazy nie ulegla zmianom
istotnym  statystycznie (Ryc.4.23). Do dalszej czeSci badan zdecydowano si¢ na stg¢zenia
0,110,5nM, gdyz po ich zastosowaniu zaobserwowan0 zmiany w badanych liniach.
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Ryc.4.23 Wplyw daidzeiny na czas podwojenia populacji (PDT). Czas podwojenia
populacji wyliczono na podstawie liniowego fragmentu krzywej wzrostu komorek
(rozdzial 3.3). Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3
niezaleznych doswiadczen: A) czas podwojenia populacji komoérek mtodych, B) czas
podwojenia populacji komorek TBH oraz C) czas podwojenia populacji komorek
pochodzacych z poznych pasazy (pl8-25). Istotnos$¢ statystyczng zbadano testem t-
Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.10.2 Ocena intensywnosci podziatow komorkowych — test wbudowywania BrdU

Analiza wplywu daidzeiny na liczbe aktywnie proliferujacych komorek nie
wykazata réznic istotnych statystycznie pomi¢dzy badanymi liniami (Ryc.4.24).

A B C
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Ryc.4.24 Wplyw daidzeiny na odsetek aktywnie proliferujgcych komorek. A) komorki
mtode, B) komorki traktowane TBH, C) komodrki z poéznych pasazy (pl8-25).
Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny,
0,5D — 0,5 nM stgzenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami
standardowymi z 3 niezaleznych do§wiadczen, liczba ocenionych jader komorkowych we
wszystkich liniach wynosi co najmniej 1000 jader w jednym do$wiadczeniu. Istotnos$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

4.10.3 Ocena liczby komoérek o podwyzszonym poziomie SA-B-GAL w populacji

W fibroblastach z wczesnych pasazy (mtode) po traktowaniu 0,1 nM roztworem
daidzeiny zaobserwowano istotny wzrost liczby komorek z podwyzszong aktywnoscia
SA-B-GAL 024+13%. W przypadku komoérek TBH oraz komorek pochodzacych
Z poznych pasazy po traktowaniu daidzeinig nie zaobserwowano roznic istotnych
statystycznie (Ryc.4.25).
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Ryc.4.25 Wplyw daidzeiny na aktywnosé SA-f-galaktozydazy. A) komoérki mtode, B)
komorki TBH, C) komorki z pdznych pasazy (p18-25). Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3
niezaleznych doswiadczen, liczba ocenionych komorek we wszystkich liniach wynosi co
najmniej 200 komorek. Istotnos¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.11 Charakterystyka fizjologii mitochondriow — efekt daidzeiny

4.11.1 Potencjal wewnetrznej btony mitochondrialne;j

W miodych fibroblastach nie zaobserwowano zmian w AY¥ po traktowaniu
daidzeing. W przypadku fibroblastow TBH daidzeina spowodowala wzrost AY
w stezeniu odpowiednio 0,1 nM 4+2% oraz dla 0,5 nM 7+2% (Ryc 4.26).
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Ryc.4.26 Wplyw daidzeiny na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej oznaczony
z wykorzystaniem sondy JC-I przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A)
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komorki miode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-25). Odpowiednio
KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM
stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg srednie wraz z odchyleniami standardowymi z
3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz
oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.11.2 Poziom jonéw Ca?* w komérce

Tylko w komoérkach z pdznych pasazy po traktowaniu 0,1 nM roztworem
daidzeiny odnotowano istotne obnizenie poziomu Ca®* 6+2% (n=3) w stosunku do
komorek kontrolnych (Ryc.4.27).
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Ryc.4.27 Wplyw daidzeiny na poziom jonéw Ca?" w cytoplazmie oznaczony
z wykorzystaniem sondy Fluo4-AM przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A)
komorki miode, B) komorki TBH, C) komorki z poznych pasazy (p18-25). Odpowiednio
KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM
stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg srednie wraz z odchyleniami standardowymi z
3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz
0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.11.3 Poziom reaktywnych form tlenu (RFT) — efekt daidzeiny

W przypadku poziomu O2™ nie odnotowano zadnych statycznie istotnych roznic
w badanych liniach (Ryc.4.28).
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Ryc.4.28 Wplyw daidzeiny na poziom anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondriach oznaczony z wykorzystaniem sondy MitoSOX przy uzyciu laserowego
cytometru skaningowego. A) komorki mtode, B) komoérki TBH, C) komorki z péznych
pasazy (p18-25). Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM
stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

W przypadku fibroblastow z wczesnych pasazy (mtode) odnotowano istotne
obnizenie poziomu nadtlenku wodoru o 3+1% (n=3) po inkubacji daidzeing w stezeniu
0,1 nM. W pozostatych badanych liniach fibroblastoéw, zaobserwowano tendencje do
obnizenia poziomu H;O2 (Ryc. 4.29). Podsumowujac, inkubacja z daidzeing
W zastosowanych stezeniach moze nieznacznie obniza¢ poziom H202 w cytozolu.
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Ryc.4.29 Wplyw daidzeiny na poziom nadtlenku wodoru W cytoplazmie oznaczony
z wykorzystaniem sondy CM-H2DCFDA przy uZyciu laserowego  cytometru
skaningowego. A) komorki mtode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-
25). Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny.. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.
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4.11.4 Charakterystyka fizjologii mitochondriow — efekt daidzeiny TPP+

W tej czeSci pracy zdecydowano si¢ na wykorzystanie daidzeiny z TPP™. Zapis
ten oznacza, ze do czasteczki daidzeiny zostat przytaczony kation trifenylofosfoniowy
TPP*. Dzieki temu, ze TPP" jest no$nikiem dodatniego tadunku selektywnie kieruje
daidzeing do mitochondriow. Ze wzgledu na niewielka ilos¢ tej sondy daidzeiny TPP*
sprawdzono jej dzialanie, (jako potencjalnego kandydata o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych skierowanego do mitochondriow) tylko do oceny stresu
oksydacyjnego. Warto podkre$li¢ fakt, ze TPP™ w wiekszym stezeniu przy dlugiej
inkubacji wywoluje §mier¢ komoérki. Dlatego w tej pracy zdecydowano si¢ na uzycie
takich stezen, jak w przypadku daidzeiny. W tym rozdziale takze sprawdzono wptyw
daidzeiny TPP* na poziom RFT i podstawowych elementow charakteryzujacych
fizjologie¢ mitochondriow w komorkach pochodzacych z bardzo péznych pasazy p52-
53 (te lini¢ stanowig komorki z bardzo p6znego okresu starzenia). W przypadku poziomu
O." nie odnotowano zadnych statycznie istotnych réznic w badanych liniach po
traktowaniu 0,1 nM daidzeing TPP* (Ryc. 4.30). Inkubacja z 0,5 nM stezeniem daidzeiny
TPP* spowodowata istotny wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego o 10+5%
w fibroblastach TBH. W przypadku pozostatych linii nie zaobserwowano rdznic
istotnych statystycznie.
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Ryc.4.30 Wplyw daidzeiny TPP* na poziom anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondriach oznaczony z wykorzystaniem sondy MitoSOX przy uzyciu laserowego
cytometru skaningowego. A) komoérki mtode, B) komoérki TBH, C) komorki z p6znych
pasazy (pl18-25), D) komoérki z bardzo pdéznych pasazy (p52-53). Odpowiednio KK
oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM
stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja srednie wraz z odchyleniami standardowymi z
3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystycznag zbadano testem t-Studenta oraz
oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Nastepnie zbadano poziomo H2O. Inkubacja z 0,1 nM stezeniem daidzeiny TPP*
spowodowata wzrost poziomu nadtlenku wodoru w fibroblastach z wczesnych pasazy
(mtode) (wzrost 0 15+6%) oraz dla fibroblastow z pasazu bardzo péznego p52-53 (wzrost
0 18+11%) w poréwnaniu do linii kontrolnych (Ryc.4.31). Z kolei inkubacja z 0,5 nM
stezeniem daidzeiny TPP* spowodowata istotne obnizenie poziomu nadtlenku wodoru w
fibroblastach TBH o 18+ 5% oraz w fibroblastach z poznych pasazy pl8-25
0 16+£10%.W pozostatych liniach nie odnotowano rdéznic istotnych statystycznie.
Podsumowujgc, inkubacja z daidzeing TPP* wykazuje zroznicowany efekt na cytozolowy
poziom nadtlenku wodoru w zalezno$ci od zastosowanego stezenia.
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Ryc.4.31 Wplyw daidzeiny TPP* na poziom nadtlenku wodoru w cytoplazmie oznaczony
z wykorzystaniem sondy CM-H2DCFDA przy uzyciu laserowego cytometru
skaningowego. A) komorki mtode, B) komorki TBH, C) komorki z p6znych pasazy (p18-
25), D) komorki z bardzo pdznych pasazy (p52-53). Odpowiednio KK oznacza komorki
bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM st¢zenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny.
Wyniki przedstawiajg $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych
doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Zbadano wplyw daidzeiny TPP* na mas¢ mitochondriow. Istotne zmiany zostaly
zaobserwowane jedynie w linii komorek mtodych, gdzie masa mitochondriow zmalata
0 24+9% (Ryc.4.32).
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Ryc.4.32 Wplyw daidzeiny TPP* na mase mitochondriéw oznaczony z wykorzystaniem
sondy MitoTracek Green przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A) komorki
mtode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-25). Odpowiednio KK
oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM
stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z
3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz
oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing TPP* w stezeniu 0,5 nM spowodowata podniesienie
poziomu Ca?" zaréwno w fibroblastach mtodych o 37+20% jak i tych z péznych pasazy
0 56£32% (Ryc.4.33).
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Ryc.4.33 Wplyw daidzeiny TPP* na poziom jonéw Ca?* w cytoplazmie oznaczony
z wykorzystaniem sondy Fluo4-AM przy uzyciu laserowego cytometru skaningowego. A)
komorki miode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-25). Odpowiednio
KK oznacza komorki bez traktowania, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki
przedstawiajg $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3 niezaleznych
doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz o0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing TPP" nie wptyneta na potencjal wewnetrznej blony
mitochondrialnej (Ryc.4.34).
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Ryc.4.34 Wplyw daidzeiny TPP* na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej
oznaczony z wykorzystaniem sondy JC-I przy uzyciu laserowego cytometru
skaningowego. A) komorki mtode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-
25). Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiajg Srednie wraz z odchyleniami standardowymi z 3
niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz
oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.12 Poziom enzymow antyoksydacyjnych — efekt daidzeiny

Jak juz wcze$niej wspomniano w proces usuwania reaktywnych form tlenu
zaangazowane s3 enzymy antyoksydacyjne. Analiza Western blot wykazala, Ze poziom
SOD1 w komoérkach miodych po traktowaniu daidzeing nie zmienil si¢. Natomiast
w przypadku komorek TBH oraz komorek z pdzniejszych pasazy poziom SOD1 zmalat
0 odpowiednio 16+5% dla zastosowanej daidzeiny w st¢zeniu 0,5 nM oraz 0 9+6% dla
zastosowanej daidzeiny w st¢zeniu 0,1 nM (Ryc.4.35).
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Ryc.4.35 Wplyw daidzeiny na poziom SOD1. A) komorki mtode, B) komoérki TBH, C)
komorki z poznych pasazy (pl8-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych do§wiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Poziom SOD?2 po inkubacji z daidzeing nie zmienit si¢ zarowno w komorkach
TBH oraz tych z péznych pasazy. W linii komorek miodych inkubacja z daidzeing
w stezeniu 0,1 nM spowodowata obnizenie poziomu enzymu o 19+4%, natomiast
inkubacja z daidzeing w stezeniu 0,5 NM spowodowata podwyzszenie poziomu o 11+6%
(Ryc. 4.36).
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o S MnSOD — 22 kDa
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Ryc.4.36 Wplyw daidzeiny na poziom SOD2. A) komdrki mtode, B) komadrki TBH, C)
komorki z pdznych pasazy (pl18-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM st¢zenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny.Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing spowodowala wzrost poziomu katalazy w komoérkach
mtodych, zmiany istotne statystycznie odnotowano po traktowaniu daidzeing w st¢zeniu
0,1 nM o 20+14%. W fibroblastach TBH inkubacja z daidzeing w stezeniu zaréwno 0,1
nM jak i 0,5 nM spowodowata obnizenie poziomu o odpowiednio 21+14% 1 18+12%.
Natomiast w przypadku fibroblastow pochodzacych z poéznych pasazy inkubacja
z daidzeing nie wptyneta na poziom tego biatka (Ryc. 4.37).
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Ryc.4.37 Wplyw daidzeiny na poziom katalazy. A) komérki mtode, B) komorki TBH, C)
komorki z poéznych pasazy (p18-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotnos¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Analiza Western blot wykazata, ze poziom peroksydazy glutationowej (GPx)
w komorkach mtodych po traktowaniu daidzeing w r6znych stezeniach nie ulegt zmianie.
Traktowanie daidzieng w st¢zeniu 0,1 nM komoérek TBH spowodowat wzrost poziomu
biatka o 9+5%. Inkubacja z daidzeing w stezeniu 0,5 nM spowodowata obnizenie
poziomu w komorkach pochodzacych z pdzniejszych pasazy o 9+3% (Ryc. 4.38)
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Ryc.4.38 Wplyw daidzeiny na poziom peroksydazy glutationowej. A) Komorki
mtode, B) komoérki TBH, C) komorki z poznych pasazy (p18-25), D) obraz membrany.
Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny,
0,5D — 0,5 nM stgzenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami
standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

Inkubacja z daidzeing nie wptyneta na poziom reduktazy glutationowej (GR)
zarowno w komorkach pochodzacych z nizszych jak i z pdznych pasazy. Jedynie
w komorkach TBH traktowanie daidzeing w stezeniu 0,1 nM spowodowato obnizenie
poziomu tego biatka 0 23+6% (Ryc. 4.39).

Podsumowujac, inkubacja z daidzeing powoduje zmiany poziomu enzymow
antyoksydacyjnych niezaleznie od linii komoérkowej oraz od zastosowanego st¢zenia.
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Ryc.4.39 Wplyw daidzeiny na poziom reduktazy glutationowej. A) komoérki miode, B)
komorki TBH, C) komoérki z pdznych pasazy (pl8-25), D) obraz membrany.
Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny,
0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami
standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczna
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

4.13 Poziom uszkodzen oksydacyjnych biatek — efekt daidzeiny

Inkubacja z daidzeing w stezeniu 0,1 nM powoduje wzrost uszkodzen
oksydacyjnych w fibroblastach mtodych o 56+18%. Natomiast inkubacja z daidzeing
w stezeniu 0,5 nM komoérek TBH oraz z daidzeing w stezeniu 0,1 nM komorek
Z p6zniejszych pasazy powoduje obnizenie poziomu o odpowiednio 29+10% 1 13+5%
(Ryc.4.40).
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0,1D 0,5D 0,1D 0,5D P 0,1D 0,5D

Ryc.4.40 Wplyw daidzeiny na poziom uszkodzen oksydacyjnych wyrazony stopniem
karbonylacji. A) komorki miode, B) komorki TBH, C) komorki z poznych pasazy (p18-
25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza komoérki bez traktowania, 0,1D —
0,1 nM stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja
srednie wraz z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do§wiadczen.
Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.

4.14 Morfologia sieci mitochondrialnej — efekt daidzeiny

4.14.1 Architektura sieci mitochondrialnej

Aby okreslic wielko$¢ sieci mitochondrialnej oceniono dwa parametry.
Pierwszym parametrem, ktory pozwala okresli¢ rozmiar sieci jest suma dlugosci galezi.
W tym przypadku po traktowaniu daidzeing (0,5 nM) istotny wzrost 0 667,2+1026,9
odnotowano dla komorek z pdznych pasazy (Ryc.4.41 C). Rowniez inkubacja z daidzeing
w tym samym stezeniu (0,5 nM) spowodowata istotny wzrost o 242,3+485,9 w
parametrze calkowitej objetos¢ w linii fibroblastow pochodzacych z poéznych pasazy
(Ryc.4.41 F).
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Wielkos¢ sieci mitochondrialnej
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Ryc.4.41 Wplyw daidzeiny na wielkosé sieci mitochondrialnej. A) i D) komorki miode,
B) i E) komoérki TBH, C) i F) komoérki z poéznych pasazy (p18-25). Odpowiednio KK
oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM
stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja srednie wraz z odchyleniami standardowymi z
co najmniej 3 niezaleznych dos$wiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-
Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

W kolejnym etapie oceniono wptyw daidzeiny na stopien fragmentacji sieci
mitochondrialnej. Inkubacja z daidzeing w stezeniu 0,1 nM oraz 0,5 nM nie wptyneta
istotnie na ilo$¢ oderwanych element6w od sieci mitochondrialnej, median¢ rozmiaru
pojedynczego elementu sieci oraz na rozmiar najwiekszego elementu sieci w
prowadzonych liniach (Ryc.4.42 A-l). Jedyne statystycznie istotne zmiany
zaobserwowano w parametrze Sredniej sferycznosci. Inkubacja z daidzeing w stezeniu
0,1 nM spowodowata obnizenie tego parametru o 0,01+0,02 w mtodych fibroblastach
pierwotnych (Ryc.4.42 J). Dla fibroblastow TBH po traktowaniu daidzeing nie
odnotowano roznic istotnych statystycznie (Ryc.4.39 K). Z kolei inkubacja z daidzeing
fibroblastow z poznych pasazy spowodowata obnizenie poziomu tego parametru o
odpowiednio dla 0,1 nM stezenia o0 0,02+0,01 oraz dla 0,5 nM stezenia o 0,02+0,03
(Ryc.4.42 L).
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Stopien fragemntacji sieci
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Srednia sferycznos$¢ elementow sieci
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Ryc.4.42 Wplyw daidzeiny na stopien fragmentacji sieci mitochondrialnej. A), D), G) i
J) komorki mtode, B), E), H) i K) komorki TBH, C), F), 1) i L) komérki z pdznych pasazy
(p18-25). Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg Srednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotnosé
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001

W ostatnim etapie oceniono wpltyw daidzeiny na stopien rozgalezienia sieci
mitochondrialnej. Po inkubacja z daidzeing nie odnotowano zmian w parametrze jakim
jest stosunek ilosci punktéw krancowych do galezi w prowadzonych liniach (Ryc.4.43
A-C). Stosunek ilosci rozgalezien do galezi po inkubacji z daidzeing nie zmienit si¢ w
komorkach mtodych oraz TBH. Natomiast przy zastosowaniu daidzeiny w stezeniu 0,1
nM zaobserwowano obnizenie tego parametru o 0,01+0,02 w fibroblastach z péznych
pasazy (Ryc.4.43 F). Nie zaobserwowano zmian dla parametru sredniej dlugosci galezi
po inkubacji daidzeing w linii komoérek mtodych oraz TBH (Ryc.4.43 G i H). Pod
wplywem inkubacji z daidzeing w stezeniu 0,5nM w linii komorek pochodzacych z
poznych pasazy zaobserwowano obnizenie poziomu tego parametru o 0,37+0,23
(Ryc.4.43 1)

Analiza stopnia rozgalezienia sieci mitochondrialnej

Stosunek ilosci punktow krancowych do gatezi
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Stosunek ilo$ci rozgatezien do gatezi
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Ryc.4.43 Wplyw daidzeiny na stopien rozgalezienia sieci mitochondrialnej. A), D) i G)
komorki miode, B), E) i H) komérki TBH, C), F) i I) komorki z péznych pasazy (p18-
25). Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$é¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001

Podsumowujac, inkubacja z daidzeing gltoéwnie wyptywa na wielko$¢ sieci
mitochondrialnej komorek z pdznych pasazy.

4.15 Biogeneza mitochondriow — efekt daidzeiny

Daidzeina moze mie¢ istotny wplyw na proces biogenezy mitochondridéw,
poniewaz jest fitoestrogenem. Jej wiasciwosci estrogenowe moga wplywac¢ na PGC-1-a,
gdyz PGC-1-a oddziatuje z receptorami estrogenowymi wptywajac na ekspresje gendw
jadrowych m.in. NRF1 i NRF2. Ze wzgledu na bardzo niska detekcje biatka PGC-1-a nie
pokozano wynikow. Prawdopodobnie w tym typie komorek poziom PGC-1-a jest bardzo
niski.
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4.15.1 Poziom biatek zaangazowanych w proces biogenezy mitochondriéw

Analiza Western blot biatka TFAM wykazala, ze traktowanie 0,5 nM stezeniem
daidzeiny komorek mtodych powoduje wzrost poziomu o 18+8%.W przypadku komoérek
TBH nie odnotowano rdéznic istotnych statystycznie. Natomiast inkubacja z daidzeing
(0,1 nM oraz 0,5 nM) spowodowata obnizenie poziomu tego biatka o odpowiednio
18+9% i 19+£11% w fibroblastach z p6znych pasazy (Ryc.4.44).
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Ryc.4.44 Wplyw daidzeiny na poziom TFAM. A) komorki miode, B) komorki TBH, C)
komorki z pdznych pasazy (pl8-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych do§wiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing o roéznych stezeniach nie wplyngta na poziom
mitochondrialnej polimerazy y (POLG) w fibroblastach mtodych, TBH oraz tych
z p6znych pasazy (Ryc.4.45).
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Ryc.4.45 Wplyw daidzeiny na poziom POLG. A) komorki mtode. B) komoérki TBH, C)
komorki z péznych pasazy (p18-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotnos¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing nie wplyngta na poziom jadrowego czynnika
transkrypcyjnego 1 (NRF1) zaréwno w komorkach miodych jak i z péznych pasazy.
Jedynie w komoérkach TBH traktowanie daidzeing w stezeniu 0,5 nM spowodowato

nieznaczny wzrost poziomu tego biatka o 13+6% (Ryc.4.46).
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NRF1 - 70 kDa
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Ryc.4.46 Wplyw daidzeiny na poziom jgdrowego czynnika transkrypcyjnego 1 (NRF1).
A) komorki mtode, B) komoérki TBH, C) komorki z poznych pasazy (18-25), D) obraz
membrany. Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$é
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

Traktowanie daidzeing zaréwno w st¢zeniu 0,1 nM jak i 0,5 nM nie spowodowato
zmian istotnych statystycznie w poziomie czynnika transkrypcyjnego 2 (NRF2)
w prowadzonych liniach (Ryc.4.47)
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0% - 0% - 0% -
KK 01D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
D
- T ) [ ]
- T e qe=a == Lo i
[l et et U 04 0 250 260 07 NRF2 - 100 kDa
0,1D 0,5D 0,1D 05D PP 0,1D 0,5D

GAPDH - 38 kDA

Ryc.4.47 Wplyw daidzeiny na poziom jgdrowego czynnika transkrypcyjnego 2 (NRF2).
A) komorki mtode, B) komorki TBH, C) komorki z poéznych pasazy (pl8-25), D) obraz
membrany. Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$é¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz 0znaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

Podsumowujac, inkubacja z daidzeing nieznacznie wyptywa na poziom biatek
zaangazowanych w proces biogenezy mitochondriow, jednak profil zmian réznit si¢
W zaleznosci od uzytego stezenia oraz od badanej linii komorkowe;.
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4.15.2 Masa mitochondriow

Istotne zmiany zostaty zaobserwowane jedynie w linii komorek z péznych pasazy,
gdzie masa mitochondriéw wzrosta o 4+1% (Ryc. 4.48).

A B C
MLODE TBH p18-25

120% - 120% - 150% -

100% 4 = I I 100% - mm I I -
S 80% - S 80% - S 100% - = 1
S 60% - S 60% - €
o 2 B,
< 40% - < 40% - < 50% -

20% - 20% A

0% - 0% - 0% -
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D

Ryc.4.48 Wplyw daidzeiny na mas¢ mitochondriow. A) komorki miode, B) komorki
traktowane TBH, C) komorki z péznych pasazy (pl18-25). Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotnosc¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.16 Autofagia/mitofagia — efekt daidzeiny

4.16.1 Poziom biatek zaangazowanych w proces autofagii/mitofagii

Inkubacja z daidzeing w st¢zeniu 0,5 NM spowodowata wzrost poziomu biatka
PINK1 o0 33+£13% (Ryc. 4.49)

A B C
MtODE TBH p18-25

200% - 160% - . 160% -
140% I 140%
150% 120% 120%
S [ 'S 100% 4 = 'S 100% -
€ 100% { = T 80% - T 80% -
~ S 6o | ey

® ® X
50% - 40% - 40% -
20% 20%
0% - 0% - 0% -

KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
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PINK1 - 63 kDa
0,1D 0,5D 0,1D 0,50 PP 0,1D 0,5D
— — — — — — — — — GAPDH — 38 kDA

Ryc.4.49 Wplyw daidzeiny na poziom PINK1. A) komorki mtode, B) komorki TBH, C)
komorki z poéznych pasazy (18-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiajg $rednic wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Inkubacja z daidzeing nie spowodowala zmian w poziomie biatka Parkin
w prowadzonych liniach komoérkowych (Ryc.4.50).

A B C
MLODE TBH p18-25
150% - 150% - 150% -
'S 100% 4 = 'S 100% 1 m 'S 100% | m I
g = £
L e o
< 50% - < 50% - < 50%
o o o
0% - 0% 0% -
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
D
Parkin- 52 kDa
0,1D 0,5D 0,1D 0,5D 0,1D 0,5D
W W = = = wm w= W= = GAPDH-38kDA

Ryc.4.50 Wplyw daidzeiny na poziom Parkin. A) komoérki mtode, B) komorki TBH, C)
komorki z pdznych pasazy (pl8-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotnosc¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Poziom biatka Beklina 1 zmienit si¢ jedynie w komorkach TBH po taktowaniu
daidzeing w stezeniu 0,1 nM, gdzie odnotowano istotny wzrost poziomu biatka o 15+8%

(Ryc. 4.51).
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MtODE TBH p18-25
160% - 140% - * 140% -
140% - 120% - I 120% I
— 120% - — 100% { m I — 100% -
[e) o 4 o o
5 128;’ 5 80% - 5 80% - I
S o S 60% - S 60% -
X , X 40% | X 40% |
40% - 6 6
20% | 20% - 20% -
0% 0% 0%
KK 01D 0,5D KK 0,10 0,5D KK 01D 0,5D

Beklina 1- 60 kDa
0,1D 0,5D 0,D 05D PP 01D 0,5D
W N S S s s S s s GAPDH - 38 kDA

Ryc.4.51 Wplyw daidzeiny na poziom Bekliny 1. A) komoérki mtode, B) komorki TBH,
C) komorki z péznych pasazy (p18-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych do§wiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

W linii komoérek mtodych po inkubacji z daidzeing (0,5 nM) zaobserwowano
istotne obnizenie poziomu biatka p62 o 36+26%. W przypadku komorek TBH oraz
z pdznych pasazy inkubacja z daidzeing nie spowodowata zmian (Ryc. 4.52).

A B C
MLODE TBH p18-25

120% - 200% - 150% -

100% 4 ~— *
S 80% A 5 S 100% - :
= = =
S 60% - S 100% 1 m I g
- a4 ~

-
0% - 0% - 0% -
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
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- p62 - 62 kDa
- o -

0,1D 0,5D 01D 03D PP 01D 05D GaAppH - 38 kDA

Ryc.4.52 Wplyw daidzeiny na poziom p62. A) komorki miode, B) komoérki TBH, C)
komorki z pdznych pasazy (pl8-25), D) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Jedynie inkubacja z daidzeing w st¢zeniu 0,1 nM wywotala obnizenie poziomu
stosunku dwoch form biatka LC3 ( LC3-11/LC3-1) o 8+2% w komorkach pochodzacych
z pdznych pasazy (Ryc. 4.53).

A B C
MLtODE TBH p18-25
200% 1 140% - 120% -
0, -

150% - 120% 100% 4 sy *
= — 100% 1 m _ =
o o S 80% A
£ 100% g 80% 2

64 m S 60%
L2 2 60% S &
X cos | R 409 | X 40% -
20% - 20% A
0% - 0% - 0% -
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
D
. _ LC3 - 14,16 kDa
0,10 0,5D 0,10 0,5D 0,10 0,5D
—

W e e e o e o  ww GAPDH - 38 kDA

Ryc.4.53 Wplyw daidzeiny na poziom stosunku formy LC3-11 do LC3-1. A) komorki
mtode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy (p18-25), D) obraz membrany.
Odpowiednio KK oznacza komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny,
0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiajg Srednie wraz z odchyleniami
standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng
zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

Podsumowujac, po inkubacji z daidzeing zmiany w poziomie bialek uczestniczacych w
procesie autofagii/mitofagii moga $wiadczyc¢ o aktywacji procesu autofagii/mitofagii.
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4.16.2 Szybkos¢ odnowy puli mitochondriéw

Wykazano, ze po inkubacji z daidzeing stosunek intensywnosci fluorescencji
barwy zielonej do czerwonej jest nizszy o odpowiednio 10+£5% oraz 18+1% po
zastosowaniu stezen 0,1 nM oraz 0,5 nM daidzeiny w linii komérek TBH. Z kolei dla
fibroblastéw pochodzacych z poéznych pasazy zaobserwowano taka samg tendencjg,
a istotne zmiany odnotowano po zastosowaniu daidzeiny w st¢zeniu 0,5 NM — obnizenie
poziomu o 20+1% (Ryc. 4.54).

A B C
MtODE TBH p18-25
140% - 120% - 120% -

> > >
3 . 2 3
8 120% A s 100% 4 =  *x% 8 100% 1 m
::_,, .a 100% 4 = :5 .a ]: %k %k ::_’. .07 %
& 5 I T S 80% - = & S 80% - =
22 2 2 2 3
5 g %7 s 59
ER S8 60% 1 S 60% 1
ST 60% - s T < 5
K < B < Q<
s s S5 - 55 wn-

0, -
3 5 0% N RS
9 2 0% A 2 0% -
S 20% - S 6 s 6
) ) =
<€ <€ <

0% - 0% - 0% -

KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D

Ryc.4.54 Wplyw daidzeiny na szybkos¢ odnowy puli mitochondriow zbadany przy uzZyciu
wektora MitoTimer. A) komorki mtode, B) komorki TBH, C) komorki z péznych pasazy
(p18-25). Odpowiednio KK oznacza komoérki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie
daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz
Z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Istotno$¢
statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

Podsumowujac, wynik ten §wiadczy o tym, ze po inkubacji z daidzeing zdecydowana
czg$¢ populacji mitochondridw, w fibroblastach TBH oraz tych z p6znych pasazy byla
starsza niz w kontrolach.

4.17 Wlasciwosci estrogenowe — efekt daidzeiny

Daidzeina oprocz wlasciwosci antyoksydacyjnych jest tez fitoestrogenem,
dlatego sprawdzono jak wplywa na poziom i aktywacje receptora estrogenowego.
Zaobserwowano, ze w komorkach TBH oraz w komorkach pochodzacych z péznych
pasazy poziom receptoru estrogenowego o (ERa) byt obnizony (bez réznic istotnych
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statystycznie) w poréwnaniu do komorek kontrolnych (Ryc.4.55 A). Inkubacja
z daidzeing nie spowodowata istotnych statystycznie zmian w przypadku linii komoérek
mtodych oraz z pdznych pasazy, jednak w tych z péznych pasazy mozna zaobserwowac
wzrostowg tendencje w poziomie ERa (Ryc.4.55 D). Po traktowaniu daidzeing (0,5 nM)
fibroblastéw TBH odnotowano wzrost poziomu badanego biatka o 33+6% (Ryc.4.55 C).

A B
ERa MLODE
150% - 200% -
= = 150% -
S 100% { = o 7 1
- +
5 I I §100% | I
0, -
e 0% R 50% -
0% - 0% -
Kontrola TBH # KK 0,1D 0,5D
C D
TBH p18-25
150% - * 200% -
I
= I = 150% A1
S 100% { S I
= € 100% 1 mm
g e
0, -
x 50% R 50% A
0% - 0% A
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
E
- - - ~ ERa - 67 kDa
0,1D 0,5D 0,1D 0,5D 0,10 0,5D
— —— —— — _— GAPDH — 38 kDA

Ryc.4.55 Poziom receptora estrogenowego o zbadany metodg Western blot. A) Linie
wiodace (bez traktowania daidzeing), B) Linia komoérek mtodych po traktowaniu
daidzeing (24h), C) Linia komorek z indukowanym TBH stresem oksydacyjnym po
traktowaniu daidzeing (24h), D) Linia komorek z pdznych pasazy po traktowaniu
daidzeing (24h), E) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza komorki bez
traktowania, 0,1D — 0,1 nM stezenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie daidzeiny. Wyniki
przedstawiaja Srednie wraz z odchyleniami standardowymi z co najmniej 3 niezaleznych
doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz o0znaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Fosforylacja receptora estrogenowego o (w pozycji Ser 118) funkcjonalnie
posredniczy w interakcji ERa z biatkami koregulatorowymi, a tym samym powoduje jego
aktywacje (Anbalagan & Rowan, 2015). Analiza Western blot nie wykazata roznic
istotnych statystycznie pomi¢dzy badanymi liniami fibroblastow, jak rowniez inkubacja
z daidzeing nie wplyneta na zmiany w poziomie ufosforylowanej formy tego biatka
(Ryc.4.56).

A B
ERRa Ser 118 MLODE
200% - 200% -
‘(—é 150% A § 150% A
jras) )
S 100% A - g 100% A —
V4 V4
X 50% - I R 50% -
0% - 0% -
Kontrola TBH # KK 0,1D 0,5D
C D
TBH p18-25
250% - 150% -
— 200% - -
o 5 o
"E 150% - *E 100%
2 100% 1 £ oy
= 50% I =
0% - 0% -
KK 0,1D 0,5D KK 0,1D 0,5D
E
e e am— — ¥ ERRa Ser118- 66 kDa
0,1D 0,5D 0,1D 05D PP 0,1D 0,5D
— . - a» = e = e = o/ \DHH-38 kDA

Ryc.4.56 Poziom receptora estrogenowego a fosforylowany w pozycji Ser 118 zbadany
metodg Western blot. A) Linie wiodgce (bez traktowania daidzeing), B) Linia komorek
miodych po traktowaniu daidzeing (24h), C) Linia komoérek z indukowanym TBH
stresem oksydacyjnym po traktowaniu daidzeing (24h), D) Linia komorek z pdznych
pasazy po traktowaniu daidzeing (24h), E) obraz membrany. Odpowiednio KK oznacza
komorki bez traktowania, 0,1D — 0,1 nM stgzenie daidzeiny, 0,5D — 0,5 nM stezenie
daidzeiny. Wyniki przedstawiaja Srednie wraz z odchyleniami standardowymi z co
najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta
oraz oznaczono symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Podsumowujac, inkubacja z daidzeing wplywa jedynie na poziom receptora
estrogenowego o w komorkach TBH.
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PODSUMOWANIE II CZESCI — EFEKT DAIDZEINY:

Parametr

,mlode”

TBH

p18-25

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

SA-B-GAL

1

BrdU

AY

CaZ*cyt.

Stres oksydacyjny:

Parametr

,mlode”

TBH

p18-25

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

Poziom Oy~

Poziom
H>02

Poziom
Cu/ZnSOD

Poziom
MnSOD

Poziom
Katalazy

Poziom GPx

Poziom
GRx

OXYBLOT

,mlode”

TBH

p18-25

p52-53

Parametr

0,1D
TPP*

0,5D
TPP*

0,1D
TPP*

0,5D
TPP*

0,1D
TPP*

0,5D
TPP*

0,1D
TPP*

0,5D
TPP*

Poziom
Oy

Poziom
H20-

T -

AY

- Nie
badano

- Nie
badano

- Nie
badano

Nie
badano

Nie

badano

Ca*cyt.

Nie 0
badano

Nie -
badano

Nie 0
badano

Nie
badano

Nie

badano

masa mit.

l -
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Morfologia mitochondriéw:

Parametr

,mlode”

TBH

p18-25

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

0,1D

0,5D

Suma dtugosci
gatezi

Srednia dtugo$é
gatezi

Calkowita objetosc

Srednia
sferyczno$é

Stosunek ilosci
punktow
krancowych/gatezi

Stosunek ilosci
rozgalezien/gatezi

Ilo$¢ oderwanych
elementéw od sieci
mitochondrialnej

Mediana rozmiaru
pojedynczego
elementu

Rozmiar
najwigkszego
elementu sieci

Biogeneza:

Parametr

Poziom NRF1

Poziom NRF2

Poziom TFAM

Poziom POLG

Masa
mitochondriow
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Autofagia/mitofagia:

Parametr ,mlode” TBH pl18-25

0,1D 0,5D 0,1D 0,5D 0,1D 0,5D

Poziom PINK1 - - - 0 - -

Poziom Parkin - - - - - -

Poziom - - 0 - - -
Beklina 1
Poziom p62 - ! - - - -
Suma LC3 - ! - - - 0
LC3 11/l - - - - ! -
Szybkos¢ - - ! ! - l
odnowy puli

mitochondriow
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5. DYSKUSJA

Mitochondria sa wyspecjalizowanymi, wielofunkcyjnymi i dynamicznymi
organellami, ktore pelnig istotng role w komoérce. Przede wszystkim sg glownym
miejscem powstawania energii chemicznej (ATP), reaktywnych form tlenu i biorg udziat
w sygnalizacji komodrkowej. Jedna ze S$ciezek sygnalizacyjnych, ktora pozwala
mitochondriom na przystosowanie si¢ do obecnie panujacych warunkéw energetycznych
w komorce jest mitochondrialna wsteczna kaskada sygnatowa, czyli sygnalizacja
mitochondria — jadro komorkowe — mitochondria. Celem pracy byto sprawdzenie jak
mitochondria adaptujg si¢ do warunkéw stresowych panujacych w komorkach
starzejacych sie, ale we wczesnym etapie starzenia.

5.1 Dobor i charakterystyka modelu badawczego

Ludzka skora jest stale narazona na réznego rodzaju bodzce zewngtrzne jak
| wewnetrzne, ktore wraz z wiekiem wplywaja na jej funkcjonalno$¢é. Na poziomie
komorkowym starzenie po raz pierwszy opisali Hayflick i Moorhead. Badacze wykazali,
ze ludzkie pierwotne fibroblasty maja ograniczong zdolnos¢ do podziatu (powszechnie
okreslang, jako limit Hayflicka), ktéra wynika z braku utrzymania dtugosci telomerow
w procesie replikacji (Hayflick & Moorhead, 1961). Komorki traca zdolnosé
proliferacyjna, przez co nie dzielg si¢, sag w stanie nieodwracalnego zatrzymania cyklu
komorkowego (tzw. starzenie komorkowe lub replikacyjne) (Csekes & Rackova, 2021).
Wiadomo, ze w ,,starych” fibroblastach gromadza si¢ pgknigcia podwdjnej nici DNA,
uszkodzenia oksydacyjne DNA, aberracje chromosomalne i epigenetyczne. Dodatkowo
czesto poza skracaniem telomerow moze dojs¢ do ich uszkodzenia, a wystepujace biedy
w mechanizmach naprawy DNA sg nieroztaczng cecha starzenia. Ponadto zwlaszcza
starzejace si¢ fibroblasty tracg proteostaze w wyniku nieprawidlowej syntezy, faldowania
1 degradacji biatek wraz z nieprawidlowosciami w modyfikacjach potranslacyjnych
(Gruber i in., 2020). Fibroblasty skorne stanowia dlugowieczng populacje komorek,
w ktorych dochodzi do ciaglej akumulacji uszkodzen i adaptacji do nowo panujacych
warunkow. Komorki te trudno si¢ namnazaja, a to skutkuje mniejsza zdolnoscia do
usuwania zewnetrznych uszkodzen. Wigkszo§¢ zmian fenotypowych w zewngtrznej
warstwie skory starzejacej si¢ jest zwigzana z ich dysfunkcja i odpowiednig reorganizacja
ECM (ang. Extracellular matrix, macierz zewnatrzkomoérkowa). Dlatego na poziomie
komoérkowym fibroblasty skoérne sg preferowanym modelem do badania procesow
starzenia (Tigges i in., 2014). Brakuje jednak badan na temat jak zmienia si¢ metabolizm
mitochondriow we wczesnych etapach tego procesu. W pracy zbadano dwa rodzaje
starzenia: indukowane stresem (przyspieszone starzenie) oraz starzenie replikacyjne.

Zwigkszajacy si¢ stres oksydacyjny jest powigzany z réznymi patologiami
zwigzanymi z wiekiem, a w tym z samym procesem starzenia. Warto przypomnie¢, ze
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glownym miejscem powstawania RFT w komoérce sag mitochondria a wraz ze starzeniem
wzrasta produkcja RFT. Rowniez z wiekiem poziom enzymdw antyoksydacyjnych, (czyli
podstawowa linia obrony przed RFT) ulega zmniejszeniu. Zdolnos¢ adaptacji
mitochondriow do stresu oksydacyjnego takze obniza si¢ wraz z wiekiem (Kudryavtseva
i in., 2016; H. Zhang i in., 2015). Brak balansu pomiedzy produkcjg a usuwaniem RFT
dziata szkodliwie na komorki i zaburza fizjologiczne mechanizmy wskutek czego
normalne procesy komoérkowe sg uposledzone. Zmiany spowodowane stresem
oksydacyjnym obejmuja m.in. metabolizm komoérkowy, szlaki sygnatowe regulujace
ekspresje genow, proliferacje, réznicowanie i apoptoz¢ komorek. Jedna z hipotez
starzenia mowi, ze nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriow podczas starzenia si¢
(ang. Senescence-Associated Mitochondrial Dysfunction, SAMD) nasila i stymuluje
procesy zwigzane ze starzeniem, tak ze komorki starzejace si¢ przyczyniaja si¢ do dalszej
dysfunkcji mitochondrialnej (Passos i in., 2010). Pomimo bliskiego wspotzaleznego
zwigzku miedzy starzeniem a SAMD, zlozono$¢ tych interakcji 1 ich rola pozostaje do
wyjasnienia (Korolchuk i in., 2017).

Jedna z najczgsciej stosowanych substancji do doswiadczalnego wywotlania stresu
oksydacyjnego czy tez procesu starzenia si¢ jest nadtlenek wodoru, ktéry jest endogenng
reaktywng formg tlenu. Przyczynia si¢ do stresu oksydacyjnego bezposrednio — jako
utleniacz molekularny i posrednio — poprzez generowanie wolnych rodnikow (Murphy &
Friedman, 2019). W tej pracy do wywolania krotkotrwatego stresu oksydacyjnego
zastosowano  wodoronadtlenek tert-butylu (TBH), ktory stanowi organiczny
odpowiednik nadtlenku wodoru. Nadtlenek organiczny TBH indukuje stres oksydacyjny
poprzez szlaki rodnikow alkoksylowych i nadtlenowych. Dodatkowo moze indukowac
stres oksydacyjny przez szlak peroksydazy glutationowej poprzez cytochrom P450. TBH
jest powszechnie wykorzystywanym zwigzkiem do badania wplywu stresu
oksydacyjnego zarowno in vitro jak i in vivo, ze wzgledu na swojg wigkszg stabilno$¢
W roztworze niz nadtlenek wodoru, co pozwala na utrzymanie stalego jego st¢zenia
podczas badan (Jung i in., 2022).

Do badan prowadzonych w tej pracy wybrano st¢zenie 100 uM TBH oraz czas
inkubacji 30 minut, w celu wywotania krotkotrwatego stresu oksydacyjnego. Podobnie w
badaniach na wyizolowanych fibroblastach z myszy Surfl- (brak biatka
odpowiedzialnego za skladanie jednego z kompleksow tancucha oddechowego)
zastosowano 100 uM TBH przez 30 min, aby sprawdzi¢ czy sa one bardziej odporne na
stres egzogenny niz komorki myszy typu dzikiego (Pharaoh i in., 2016). W erytrocytach
TBH w ste¢zeniu juz 5 M oraz czasie inkubacji 30 min powoduje wzrost RFT (Roy &
Sil, 2012)

Wykorzystane w badaniach fibroblasty pochodzity od zdrowego dawcy,
a komorki starzejace si¢ byly wyprowadzone z tej linii, stad badane linie komdrkowe
posiadaja takie samo tlo genetyczne. Jako kontrole wykorzystano komodrki miode
z niskich pasazy (p5-10). Komorki z indukowanym starzeniem byty traktowane TBH,
(wywotano krétkotrwaty stres oksydacyjny), byl to nasz model wczesnego etapu
starzenia wywotanego podwyzszonym poziomem RFT. Komorki hodowane diuzszy czas
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czyli z wyzszych pasazy (p18-25), traktowano jako komorki starzejace si¢ replikacyjnie.
W celach porownawczych w niektorych doswiadczeniach wykonano tez badania na
komorkach pochodzacych z bardzo péznych pasazy (p52-53) — komorki ,,stare” (po to,
by poréwnac wczesny okres starzenia z pé6znym).

W pierwszym etapie proces starzenia w badanych liniach oceniono przez analize
proliferacji komorek. Jedynie w komorkach starzejacych si¢ replikacyjnie byt widoczny
nieznacznie podwyzszony czas podwojenia populacji, co $wiadczy o obnizajacej si¢
zdolnoséci proliferacyjnej komorek. Nassrally i in. wykazali, ze w komorkach
fibroblastow wraz ze wzrostem liczby pasazy zostaje utracona zdolno$¢ namnazania si¢
komorek, ale takze nastgpuje wydluzenie czasu trwania cyklu komorkowego,
z jednoczesnym spadkiem tempa, w jakim komorki wchodzg w fazg S (Nassrally i in.,
2019). Kim i wsp. donosza, ze czas podwojenia populacji (PD) ludzkich diploidalnych
fibroblastow (HDF) zaczyna rosng¢ przy okoto ~PD40 i ros$nie az do ~ PD90, kiedy
komorki wechodzg w starzenie komorkowe (Y. Kim i in., 2013; Ogrodnik, 2021). Zatem
we wczesnym okresie starzenia nie ma jeszcze mocno widocznych zmian w tempie
proliferacji komorek.

Zastosowano test na obecno$¢ SA-B-galaktozydazy, ktorej aktywnos¢ jest jednym
z markerow starzenia komoérkowego. W obu typach komodrek na wczesnym etapie
starzenia odnotowano nieznaczny wzrost liczby komorek SA-B-GAL pozytywnych. Knas
i in. zbadali fibroblasty podlegajace starzeniu replikacyjnemu i indukowanemu stresem
oksydacyjnym przyspieszonym starzeniem wywotanym TBH w stezeniu 0,15mM
w czasie 24 godzin i wykazali, ze w kazdym dniu hodowli komérkowej nastgpowat
znaczny wzrost aktywno$ci SA-B-GAL (Kna$ i in., 2012), jednak nalezy zauwazy¢, ze
stres wywotany TBH byt bardzo silny. Lago i wsp. porownali linie komorkowe ludzkich
fibroblastéw pierwotnych pochodzacych od mtodych dawcéw z wezesnych pasazy (pS)
z pozniejszych pasazy (p20), z mtodych dawcow z wezesnych pasazy (p5) poddanymi
dziataniu UVB oraz z fibroblastami pochodzacymi ze starszych dawcow, ale we
wczesnym pasazu (p5). Badanie wykazato, Ze fibroblasty od mtodego zdrowego dawcy,
komorki od starszego dawcy jak 1 te napromieniowanie §wiattem UVB charakteryzowaty
si¢ wzrostem aktywnos$ci SA-B-galaktozydazy (jednoczesnie stwierdzono obnizenie
ekspresji genow odpowiedzialnych za synteze kolagenu, za degradacje macierzy
pozakomorkowej oraz niektorych metaloproteinaz (Lago & Puzzi, 2019).

5.2 Charakterystyka mitochondriéw we wczesnym okresie
starzenia

Jedna z cech definiujacych dysfunkcje mitochondriow jest zmniejszenie wartosci
potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej (AW). Potencjat na wewnetrznej blonie
mitochondrialnej jest generowany w wyniku transportu elektronow poprzez kompleksy
tancucha oddechowego. Zaréwno dtugotrwate obnizenie, jak i wzrost A¥ w stosunku do
normalnego poziomu moze prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek oraz wystgpowac
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W réznego rodzaju patologiach. Warto podkresli¢, ze AY odgrywa kluczowa rolg
w selektywnej eliminacji dysfunkcyjnych mitochondriow poprzez sciezke PINK 1/Parkin
zalezng, jak réwniez jest wazny w procesie biogenezy mitochondriow. Wptywa tez na
produkcje¢ reaktywnych form tlenu oraz zdolno$¢ buforowania jonow wapnia (Miwa i in.,
2022; Zorov i in., 2014; Zorova i in., 2018). W badaniach przeprowadzonych w tej pracy,
w fibroblastach traktowanych TBH oraz tych z pdznych pasazy, nie odnotowano
istotnych statystycznie zmian AW w stosunku do kontroli (zaobserwowano jedynie
znizkowa tendencje). Z kolei Passos i wsp. wykazali, ze w fibroblastach (z linii MRC5)
o cechach przedwczesnego starzenia wywotanego stresem, AY byl obnizony (Passos i
in., 2010).

Jedng z istotnych funkcji, jaka pelnig mitochondria jest buforowanie Ca®*
w komérce. W warunkach fizjologicznych naptyw Ca?" do mitochondriéw stymuluje
metabolizm oksydacyjny poprzez modulacje aktywnosci dehydrogenaz i nos$nikow
metabolitow wrazliwych na Ca?*. Warto podkresli¢, ze naptyw Ca?" do mitochondriow
wplywa na produkcj¢ ATP oraz na powstawanie RFT (Marchi i in., 2018). W sytuaciji,
gdy wzrasta stezenie tych jonéw w cytozolu, dochodzi do szybkiej akumulacji Ca?*
wewnatrz macierzy mitochondrialnej. W przypadku dysfunkcji mitochondriow
zwigzanej z obnizeniem A¥ Ca?* nie jest buforowany przez mitochondria i zwigksza sie
jego stezenie w cytoplazmie. To moze wpltywaé na wiele procesoéw komodrkowych,
poniewaz Ca®" jest regulatorem wielu procesow fizjologicznych oraz czasteczka
sygnatowa. W fibroblastach TBH poziom jonéw wapnia w cytoplazmie byt nieznacznie
podwyzszony. Taka sama tendencje zaobserwowano w fibroblastach pochodzacych
zpéznych 1 bardzo pdznych pasazy - W komoérkach ,starych”, starzejacych sie
replikacyjnie. Jednakze, nawet przy braku wyraznych zmian w AY zdolnosci
buforowania Ca?* przez mitochondria mogg by¢ zmienione. Metodami, ktérymi
postuzono sie w tej pracy przy ocenie A¥ czy Ca?*, nie jestesmy w stanie wychwycié
subtelnych zmian w poziomie tych czynnikow. Calvo-Rodriguez i in. udowodnili, ze
W starzejacych sie neuronach (komérkach, w ktérych Ca?* odgrywaja bardzo istotna role)
zwiekszone jest stezenie Ca?* w cytozolu oraz zmieniona ekspresja kluczowych biatek
bioracych udzial w komoérkowej homeostazie Ca®" (Calvo-Rodriguez i in., 2020).
Natomiast w komorkach HaCaT wyzszy poziom Ca?* byt skorelowany z aktywnoscig
telomerazy. Autorzy sugerujg, ze aktywno$¢ telomerazy moze by¢ regulowana przez
Ca?*, co wigze sie ze starzeniem replikacyjnym (Farfariello i in., 2015). Mimo, ze zmiany
w poziomie Ca?* sa bardzo mate w przedstawionych w tej pracy modelach, to nie jest
wykluczone, Ze wigzg si¢ one z subtelnymi zmianami w funkcjonowaniu mitochondriow.

Poniewaz jedng z cech starzenia komorkowego jest nadmiar RFT, to sprawdzono
czy i jak zmienia si¢ poziom RFT w badanych modelach wczesnego okresu starzenia.
W komorkach traktowanych TBH oraz tych pochodzacych z poéZznych pasazy
zaobserwowano jedynie tendencje do podwyzszonego poziomu anionordnika
ponadtlenkowego O."~ w mitochondriach, za$ w fibroblastach ,starych” (p52-53),
poziom mitochondrialnego Oz byl znacznie podwyzszony. By¢ moze we wczesnym
okresie starzenia system antyoksydacyjny, ktéry zapobiega nagromadzaniu si¢ RFT,
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dziata sprawnie. Harman pokazal, ze powstajacy O jest jednym z waznych
wyznacznikow procesu starzenia, a nadprodukcja O2™ w starzejacych si¢ komorkach byta
powszechnie obserwowana (Afanas’ev, 2009).

W niniejszej pracy zbadano zatem poziom enzymoéw antyoksydacyjnych
w badanych modelach. W przeksztalcanie anionorodonika ponadtlenkowego
zaangazowane sg dysmutazy ponadtlenkowe. Jedynie poziom enzymu SOD2, (ktory
znajduje si¢ w macierzy mitochondrialnej) w fibroblastach ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu byl oObnizony. Nie miato to jednak przetozenia na wzrost Oz
w mitochondriach w tych komoérkach. By¢ moze pomiary O™ w mitochondriach nie sa
tak precyzyjne, aby uchwyci¢ ich zmiany, chociaz pomiary, ktore stosowano W tej pracy
byly prowadzone w warunkach in vivo i z wykorzystaniem duzej puli komorek.
Wiadomo, Ze okres pottrwania O2” w mitochondriach jest bardzo krétki (Jaeschke, 2010).
Guemouri i wsp. pokazali, ze wraz z wiekiem obniza si¢ poziom enzymow
antyoksydacyjnych (Guemouri i in., 1991). Badania te dotyczyly jednak pdzniejszego
etapu starzenia komorkowego, niz etap badany w niniejszej pracy. Kim i in. wykazali, ze
w fibroblastach z wywotanym H>O> stresem oksydacyjnym poziom SOD2 obniza si¢ (J.-
S. Kim i in., 2018). Takze Pansarasa i in. zaobserwowali, ze catkowita aktywnos¢ SOD
znacznie nizsza w probkach migséni ludzkich pobranych od hospitalizowanych pacjentow
w wieku 66-75 lat (Pansarasa i in., 1999). Wynik ten jest ciekawy, gdyz czg¢sto moéwiono,
ze aktywno$§¢ SOD2 wzrasta do 65 roku zycia, cho¢ istnieja przypadki, w ktérych
odnotowano spadek SOD2 np. w zwigzku z wystgpowaniem chordb. Ponadto
stwierdzono, ze myszy z nokautem genu SOD2 lub GPx-1 wykazuja zaburzenia
neurologiczne i zwigkszone uszkodzenia oksydacyjne, podobne do obserwowanych
U pacjentdw z chorobami mitochondrialnymi (Y. H. Wei i in., 2001). W niniejszej pracy
zaobserwowano obnizenie poziomu katalazy (ktéra jest odpowiedzialna za usuwanie
H202 z komorek). By¢ moze, dlatego w obu badanych liniach starzejacych sig
fibroblastow poziom H202 jest znaczaco podwyzszony. Poziom nadtlenku wodoru
koreluje z poziomem katalazy. Pokazano, ze w fibroblastach wraz z wiekiem zmniejsza
si¢ poziom i aktywnos$¢ katalazy (Y. H. Wei i in., 2001). Legakis iin. wykazali, ze
w fibroblastach (HDFs) ze wzrostem liczby pasazy aktywnos$¢ katalazy zmniejsza si¢
(Legakis i in., 2002). Badania na modelu mysim, w ktorych poréwnano myszy z KO-
katalazy oraz myszy typu dzikiego, dowodzg, ze te pierwsze wykazywaly cechy
szybszego starzenia si¢ (Dutta i in., 2022). Peroksydaza glutationowa (GPx) odgrywa
kluczowg role w redukcji lipidow oraz nadtlenkéw wodoru. W komorkach ulegajacych
starzeniu replikacyjnemu zaobserwowano wzrost poziomu GPx. Podobne badania na
komorkach migsni szkieletowych C2C12 pokazaty, ze indukcja stresu oksydacyjnego
poprzez dodanie nadtlenku wodoru prowadzi do nadekspresji GPx (L. Z.-H. Zhou i in.,
2001). Inne badania pokazuja, ze przy przewlektym stresie oksydacyjnym (podobnie jak
w przypadku cukrzycy) mozna spodziewac¢ si¢ zwigkszonej aktywnosci GPx (Espinoza i
in., 2008). My jednak nie badali§my aktywnosci tego enzymu. Badaliémy natomiast
poziom uszkodzen oksydacyjnych w biatkach (poziom karbonylacji biatek).
W komorkach z indukowanym stresem (TBH) poziom karbonylacji biatek byt wyzszy.
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Jest to zrozumiale poniewaz, stres TBH powoduje stres oksydacyjny i koreluje
Z podwyzszonym poziomem H>O> i obnizeniem poziomu katalazy.

Sie¢ mitochondrialna jest dynamiczna i zmienia si¢ tak, aby dopasowaé si¢ do
warunkow panujgcych w komorce. Wplyw czynnikoéw wewnetrznych oraz zewnetrznych
ksztattuje odpowiedZ mitochondriow na zadane bodzce, a wiadomo, ze w warunkach
stresowych sie¢ mitochondrialna ulega reorganizacji. Mitochondria wydtuzaja sig
w fazach G1/S, zapewniajac w ten sposob wystarczajaca ilos¢ ATP potrzebng do procesu
replikacji (Schrepfer & Scorrano, 2016). Z kolei w fazie G2/M ulegaja fragmentacji,
w celu zapewnienia rownomiernej dystrybucji mitochondriow do komoérek potomnych.
Lee i in. zmniejszyli poziomy ekspresji biatka hFisl, biorgcego udziatl we fragmentacji
sieci mitochondrialnej, w komorkach ssakow. Zaobserwowali, ze skutkuje to wickszym
odsetkiem komorek B-GAL pozytywnych oraz spowolniong szybko$cig proliferacji, co
sugeruje, ze komorki przechodza zmiany fenotypowe zwigzane ze starzeniem. Badacze
odnotowali tez trwate wydluzenie mitochondriow a komodrki byly powiekszone,
splaszczone oraz o zwigkszonej ziarnistosci. Dane te wskazujg, ze dlugotrwate
wydhuzenie mitochondriow indukuje zmiany fenotypowe zwigzane ze starzeniem (S. Lee
i in., 2007).

Na podstawie analiz organizacji sieci mitochondrialnej w komdrce, 0oszacowano
stopnien fragmentacji sieci mitochondrialnej, morfologie i ksztalt jej poszczegdlnych
elementow. Taka iloSciowa 1 jakoSciowa ocena morfologii jest jedynie mozliwa przy
uzyciu odpowiednich programéw komputerowych, gdyz w tym przypadku znalezienie
roznic zauwazalnych ludzkim okiem nie jest mozliwe. Najwigeksze roznice
zaobserwowano w  ksztalcie 1 wielkosci sieci mitochondrialnej w komorkach
starzejacych si¢ replikacyjnie. Sie¢ mitochondrialna jest zdecydowanie mniej
rozbudowana. Wykazano zmniejszong ilos¢ mitochondriow oderwanych od sieci,
a oderwane elementy dodatkowo miaty mniejszy rozmiar. Wynik ten moze wskazywaé
na zaburzenia procesow dynamiki sieci mitochondrialnej (w tym fuzji i fragmentacji
mitochondriow). Mozna zatem sugerowaé, ze sie¢ mitochondrialna w komorkach
starzejacych sie replikacyjnie jest mniej dynamiczna i nie potrafi si¢ juz tak sprawnie
przystosowa¢ si¢ do wymagan komorki. Inna mozliwa interpretacja jest taka, ze sie¢
ulega przeorganizowaniu, zeby zoptymalizowac swoje dziatanie i nie dopusci¢ do $mierci
komorki pomimo obecnosci stresu. Mozliwe, ze w dlugotrwatym stresie replikacyjnego
starzenia przebudowa sieci $wiadczy o jej adaptacji. Warto podkresli¢, Ze uposledzenia
czy tez dysfunkcje w procesie fragmentacji mitochondriow prowadza do przerwania
autofagii/mitofagii, a nastepnie do akumulacji dysfunkcyjnych organelli (Romanello,
2020). Li i wsp. wykazali, ze w starzejacych si¢ mezenchymalnych komorkach
macierzystych sg nasilone wtasnie procesy fuzji (X. Li i in., 2019). W niektorych stanach
chorobowych np. u pacjentow z zespotem Blooma (ang. Bloom Syndrome, BS)
mitochondria w fibroblastach byly znacznie mniejsze, bardziej okragle 1 mniej
rozgal¢zione niz mitochondria w komodrkach kontrolnych (Subramanian i in., 2021),
podobnie jak w naszych modelach.
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W komorkach traktowanych TBH nie obserwowano zmian w organizacji sieci
mitochondrialnej mimo tak silnego stresu. By¢ moze nie byl to wystarczajacy czas, aby
sie¢ mitochondrialna zdazyta si¢ przeorganizowac, chociaz to wyttumaczenie wydaje si¢
niedostateczne, poniewaz przy silnym stresie morfologia sieci mitochondrialnej moze
ulega¢ zmianom dos¢ szybko.

Biogeneza mitochondrialna wymaga koordynacji genomu mitochondrialnego
I genomu jadrowego, (bo 13 biatek jest kodowanych przez genom mitochondrialny,
a reszta czyli ok. 1000 biatek przez genom jadrowy) (P. A. Li i in., 2017). Biatko PGC-
1-a jest koaktywatorem tego procesu, jednak w niniejszej pracy nie wykryto zmian
W jego poziomie. Warto zaznaczy¢, ze poziom tego biatka w fibroblastach jest bardzo
niski, w przeciwienstwie do komoérek migsniowych oraz nerwowych, czyli tam gdzie
zapotrzebowanie energetyczne jest najwigksze (Cantdé & Auwerx, 2009). W niniejszej
pracy wynikow pomiaru poziomu PGC-1-a nie przedstawiono ze wzgledu na bardzo
stabg detekcje.

Za ekspresje jadrowych gendéw mitochondrialnych odpowiedzialne sg czynniki
transkrypcyjne NRF1 i NRF2. Czynnik transkrypcyjny TFAM indukuje transkrypcje
i replikacje mtDNA. W proces replikacji mtDNA tez zaangazowane jest biatko POLG.
Zbadano poziom tych bialek 1 nie odnotowano roznic istotnych statystycznie
W poréwnaniu do kontroli, (mozemy jedynie sugerowal pewne tendencje np.
w przypadku poziomu biatka POLG malejacg, zas w poziomie biatka TFAM wzrostowq).

Nizszy poziom POLG moze powodowa¢ zwigkszong produkcje RFT, co pokazat
Delic i in. badajac mysie fibroblasty z niedoborem POLG (Delic i in., 2018). Inna grupa
badaczy wykazata, ze niedobor POLG koreluje z akumulacjami mutacji w mtDNA
i wykazuje cechy przyspieszonego starzenia (Kujoth i in., 2005). POLG odgrywa wazna
rolg¢ w utrzymaniu ,,zdrowej” puli mtDNA. Wiadomo, Ze nagromadzanie mutacji mtDNA
jest jedng z cech starzenia poprzez dysfunkcyjne mitochondria. Pgknigcia w dwuniciowe;
kolistej czasteczce mtDNA mogg skutkowac tworzeniem liniowych fragmentow DNA,
ktore ulegajag szybkiej degradacji poprzez POLG. Gdy egzonukleaza POLG nie wykazuje
aktywnos$ci to zostaje utrzymuje si¢ poziom liniowych fragmentow mtDNA
w mitochondriach, co prowadzi do zwigkszonego poziomu mtDNA z delecjami. Zostato
to wykryte u pacjentow z mutacjami POLG oraz powigzane z normalnym procesem
starzenia (Nissanka i in., 2018). W bardzo wczesnym okresie starzenia nie ma istotnych
r6éznic w poziomie POLG i tez w zwigzku z tym nie spodziewamy si¢ zmian w mtDNA,
chociaz nie mozna tego wykluczyé¢, bo nie zbadalismy aktywacji POLG ani mutacji
w mtDNA.

Co do zaobserwowanej w tej pracy wzrostowej tendencji TFAM, takze nie mozna
si¢ odnie$¢, jaki ma wptyw na replikacje i1 integralno$¢ mtDNA, a tym samym na proces
biogenezy mitochondriow. Jednakze wiadomo, Zze niedobér TFAM moze prowadzi¢ do
stresu mitochondrialnego i zmian w mtDNA, a tym samym moze odgrywac rolg
w procesie starzenia (Riley & Tait, 2020). Zesp6t Lee i in. poréwnali ludzkie diploidalne
fibroblasty napletka (ang. foreskin human diploid fibroblasts, fs-HDF) i wykazali, ze
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komorki pochodzace z wyzszych pasazy (gdzie czas podwojenia populacji wynosit ok 14
dni) charakteryzujg si¢ wzrostem poziomu biatkka TFAM w poréwnaniu z komdrkami
miodymi (Y. Y. Leeiin., 2020). W przedstawionym w tej pracy modelu wczesnego etapu
starzenia replikacyjnego czas podwojenia populacji wynosi ok 2,5 dni, dlatego by¢ moze,
nie zaobserwowa¢ zmian w poziomi TFAM i biogenezie mitochondriow.

Jedna z oznak aktywacji procesu biogenezy mitochondriow w komorce jest
zwigkszona masa mitochondrialna (Ding i in., 2021). Wzrost masy zaobserwowano
jedynie w komorkach traktowanych TBH. Podobnie w ludzkich komérkach ptuc MRC-
5, znaleziono korelacj¢ wzrostu masy mitochondriéw ze wzrostem stresu oksydacyjnego.
Juz niskie stezenia nadtlenku wodoru w mtodych komorkach powodowaty wzrost masy
mitochondriow (podobnie jak w naszych starzejacych si¢ komorkach TBH) (H.-C. Lee i
in., 2002). Mozna tez sugerowac, ze we wcezesnym okresie starzenia wywotanym TBH
nastepuje bardzo szybka odpowiedz adaptacyjna wywotana nadmiernym poziomem RFT
mimo braku zmian w poziomie czynnikéw transkrypcyjnych biogenezy. Wtedy jest
aktywowana wsteczna kaskada sygnatowa i w konsekwencji / w odpowiedzi na silny
stres aktywowane sg procesy biogenezy mitochondridow. Mozna tez mie¢ watpliwos$ci co
do wyniku otrzymanego z pomiaru masy mitochondriéw. Masa mitochondriow zostata
zmierzona w warunkach in vivo za pomocg sondy MitoTracker Green poprzez pomiar
Sredniej intensywnosci fluorescencji. By¢ moze w komorkach traktowanych TBH
mitochondria sg nieco nabrzmiate, stad $rednia intensywno$¢ fluorescencji jest wyzsza
i sugeruje wyzszg mas¢ mitochondriow. Jest to jednak tylko dywagacja. Dlatego
w kolejnym etapie zostat zbadany proces autofagii/mitofagii, bo by¢ moze w komorkach
TBH wzrost masy mitochondriéw jest spowodowany tym, ze mitochondria dysfunkcyjne
nie s3 usuwane (czyli proces autofagii/mitofagii moze by¢ zahamowany).

Wiadomo, ze w prawidlowo funkcjonujacej komorce procesy biogenezy
I mitofagii sa w rownowadze. Aby zapewni¢ pule prawidlowo funkcjonujacych
mitochondriow 1 aby sprosta¢ wymaganiom komorki mitochondria rozwingty wiele
systemow kontroli jakosci (Pickles i in., 2018). Proces autofagii/mitofagii ma na celu,
utrzymanie zdrowej i1 funkcjonalnej puli mitochondriow. Odgrywa to bardzo wazng role
zar6wno podczas rozwoju organizmu jak 1 w dojrzaltym wieku, ale tez w sytuacjach
stresowych dla komorki (w tym dla mitochondriéw). Jednym z gtownych szlakéw
usuwania dysfunkcyjnych mitochondriow jest tzw. szlak PINKI1/Parkin zalezny.
Sprawdzono poziom tych bialek, ale nie zaobserwowano zadnych réznic istotnych
statystycznie. Badanie tylko poziomu tych biatek nie jest dostateczne, i aby stwierdzié
czy proces autofagii/mitofagii jest wzmozony trzeba byloby zbada¢ jeszcze inne $ciezki
aktywujace te procesy oraz oceni¢ innymi metodami proces mitofagii. Zbadano roéwniez
poziom bialek, zaangazowanych w autofagie: nie sg one specyficzne dla mitofagii, ale
réwniez uczestniczg W tym procesie.

Biatko p62 bierze udzial w roznych procesach komoérkowych (np. regulacji
metabolizmu) oraz odgrywa rol¢ w autofagii i szlakach sygnatowych, a wedlug doniesien
takze w starzeniu si¢ i patologiach zwigzanych z wiekiem (Bitto i in., 2014). Poziom p62
byl obnizony w fibroblastach traktowanych TBH. Uwaza si¢, ze poziom biatka p62 jest
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nizszy w komorkach z aktywowang autofagia, poniewaz po fuzji autofagosomow
z lizosomami biatko to ulega degradacji w procesie autofagii (Walczak i in., 2017; H.
Wei i in., 2015). Bierze takze udzial w aktywnej mitofagii, bo potozone jest na
zewngtrznej btonie mitochondrialnej 1 w czasie fuzji mitochondriow poprzez
autofagosom jest degradowane. Mozemy jedynie sugerowac, ze nizszy poziom biatka p62
w komorkach traktowanych TBH $wiadczy o aktywacji procesu autofagii/mitofagii
w tych komodrkach. Co wigcej, w tych komoérkach byt tez wyzszy stosunek formy LC3
II/LC3I (oraz lekko podwyzszony poziom Bekliny 1, cho¢ nieistotnie statystycznie.
Walczak i in. wykazali, ze w komoérkach z mutacja NARP (w ATPazie mitochondrialnej)
oraz w komorkach RhoO (w komoérkach pozbawionych mtDNA), czyli z silnym
I przewlektym stresem tez jest obnizony poziom biatka p62 i podwyzszony stosunek
LC3-1I/LC3-1. Oznacza to, ze w bardzo silnym i przewleklym/chronicznym stresie
mitochondrialnym, proces autofagii/mitofagii jest aktywowany po to, by komérka mogta
przezy¢. Autorzy sugeruja, ze prawdopodobnie jest to adaptacja mitochondriéw, a proces
ten jest zalezny od dziatania wstecznej kaskady sygnatowej (Walczak i in., 2017). Rola
p62/SQSTM1 w starzeniu si¢ czy chorobach zwigzanych z wiekiem nie jest jeszcze
W petni poznana. Kwon i in. poréwnywali myszy p62”w réznym wieku. Myszy p62”"
szybciej sie starzaly, przy czym obserwowano wzrost poziomu H20,. Pokazano, ze
u myszy p62” wraz z wiekiem, nasilaty si¢ dysfunkcje mitochondriow (Kwon i in., 2012).
By¢ moze krotkotrwaty, ale silny stres oksydacyjny TBH spowodowat obnizenie
poziomu p62 z powodu uszkodzenia funkcjonowania mitochondriow i nadprodukcji
H20- a nie aktywnego procesu autofagii/mitofagii.

Wzrost LC3-1I/LC3-1 w komoérkach TBH oraz tych ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu, $wiadczy o aktywacji procesu autofagii/mitofagii. Young i in. wykazali,
ze w ludzkich fibroblastach diploidalnych, w ktorych starzenie przyspieszone zostato
indukowane onkogenem Ras, nastgpowat wzrost poziomu LC3-II. Autorzy postuluja, ze
autofagia moze posredniczy¢ w procesie w starzenia (Young i in., 2009). Podobne wyniki
uzyskali Goehe i wsp. na komoérkach nowotworu piersi MCF-7 1 komorkach raka
okreznicy HCT-116, sugerujac, ze oba procesy i autofagia i starzenie nasilajg si¢ w tym
samym czasie. Jednak oba te procesy nie s3 wspotzalezne, poniewaz starzenie moze
wystapi¢, a autofagia nie bedzie aktywowana (Goehe i in., 2012). Pernodet i in. zbadali,
ze w starzejacych sie¢ normalnych fibroblastach ludzkiej skory jest obserwowane
znaczgce zmniejszenie poziomu biatka LC3-II w poréwnaniu z mtodymi fibroblastami
(Pernodet i in., 2016). Z kolei Kim i wsp. wykazali, ze liczba autofagosoméw na 1 pm?
powierzchni cytoplazmatycznej, ilo§¢ formy LC3-1l oraz poziomy ekspresji innych
gené6w modulujacych autofagie (tj. BECN1, MAP1LC3B, ATGS5, ATG7 i mTOR) nie
roznit si¢ miedzy mtodymi i starzejacymi si¢ fibroblastami (H. Kim i in., 2018). Nie
mozna definitywnie stwierdzi¢, Ze proces autofagii/mitofagii w modelach zastosowanych
w tej pracy jest indukowany. Tym bardziej, ze z analizy szybko$ci puli odnowy
mitochondriéw przy wykorzystaniu metody MitoTimer nie obserwowano réznic. By¢
moze, zarowno proces usuwania dysfunkcyjnych mitochondriéw (aufoagia/mitofagia)
oraz proces powstawania nowych mitochondriow (biogeneza) sg w tych komorkach
w réwnowadze.
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Przedstawione przez nas modele badawcze by¢ moze nie sa doskonate, gdyz maja
swoje ograniczenia, by bada¢ procesy we wczesnym okresie starzenia. Zaobserwowane
zmiany w komorkach z indukowanym starzeniem przyspieszonym bardziej $wiadcza
0 wystepujacym stresie oksydacyjnym (Ca?* 1, RFT 1, poziom karbonylacji biatek 1),
ktory jak wiadomo jest podtozem procesu starzenia si¢ komorek i napedza ten proces.
Warto jednak podkresli¢ fakt, ze wida¢ podobne analogie w obu rodzajach starzenia
(RFT 1, poziom karbonylacji biatek 7).

WPLYW DAIDZEINY

Ciagle poszukuje si¢ naturalnych substancji, ktére moga przeciwdziata¢ starzeniu.
Daidzeina, ktorej dziatanie badaliSmy, poprzez swoja budowe¢ moze dziataé, jako
przeciwutleniacz, jej wlasciwosci antyoksydacyjne powodujg zmniejszanie uszkodzen
oksydacyjnych i moze tez dziala¢ jako estrogen. Daidzeina jest stosowana, jako
suplement. Dziata przeciwzapalnie i wptywa na proces apoptozy, starzenia oraz wykazuje
dziatanie przeciwnowotworowe (Alshehri i in., 2021). Badania wykazatly, ze spozywanie
63 mg daidzeiny dziennie przez 6 miesigcy powoduje poprawg czynno$ci nerek u kobiet
po menopauzie (Z. Liu i in., 2014), suplementacja 40-60 mg dziennie przez 12 tygodni
zmniejsza uderzenia gorgca u kobiet w okresie menopauzy (Khaodhiar i in., 2008).
W dawce 200 mg/kg zwigksza liczbe zywotnych zarodkow na wczesnym etapie ciazy
swin (Xie i in., 2020). Jednak stosowanie fitoestrogenow, jako potencjalnych lekow, ze
wzgledu na wcze$niej] wspominane wlasciwosci, poza pozytywnym wpltywem moze
wykazywac¢ negatywne skutki dla zycia komorki poprzez wlasciwosci prooksydacyjne
przy uzyciu wysokiego stezenia. Chen i in. wykazali, ze suplementacja daidzeing
w wysokiej dawce 640mg/kg powoduje dziatanie prooksydacyjne w watrobie i1 tkance
thuszczowej u swin (W. Chen i in., 2016). Kumar i Chauhan donoszg, ze traktowanie
daidzeing w stezeniu 50 i 100 uM przez 30 i 60 minut powoduje ,,wybuch” (ang.
Outburst) RFT w komoérkach MCF-7 (Kumar & Chauhan, 2021), co indukuje apoptoze
wraz z obnizeniem ER o/f. Dlatego w niniejszej pracy zdecydowano si¢ na zastosowanie
bardzo niskich stgezen daidzeiny. Daidzeina po spozyciu, nawet w bardzo wysokich
stezeniach, ulega wielu przemianom metabolicznym w organizmie i jej stgzenie
W komorce — w fibroblascie moze by¢ juz bardzo niskie. W wigkszo$ci badan stosuje si¢
wysokie stezenia naturalnych substancji tak aby uzyskac¢ silne efekty. Jednak st¢zenia
znacznie powyzej stezen fizjologicznych moga wykazywaé wrecz odwrotne efekty niz
stezenia fizjologiczne. W tej pracy badano takze daidzeine skoniugowang z TPP*. Kation
TPP* jest dodatnio natadowanym atomem fosforu, ktory jest otoczony trzema
hydrofobowymi grupami fenylowymi. Wtasciwosci te powoduja kierowanie
skoniugowanej z TPP* substancji do wnetrza mitochondriow (Battogtokh i in., 2018).
Wiadomo jednak, ze TPP* w wiekszych stezeniach powoduje dysfunkcje mitochondriow.
Sposrod dostepnych danych literaturowych nie ma zadnych badan odnosnie wptywu
daidzeiny — TPP* na funkcjonowanie mitochondriow. Istniejg jednak doniesienia, ktore
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pokazujg ze celowanie w mitochondria antyoksydantami skoniugowanymi z TPP* np.
MitoQ (koeanzym Q skoniugowany z TPP") przynosza pozywyne efekty w tagodzeniu
stresu oksydacyjnego zwigzanego ze starzeniem (Braakhuis i in., 2018).

5.3 Wplyw daidzeiny na funkcjonowanie mitochondriéw

Daidzeina jako fitoestrogen posiada tez wlasciwosci estrogenowe, sprawdziliSmy
jej wptyw na poziom i aktywacje receptora estrogenowego a. Daidzeina spowodowata
wzrost w poziomie ERa w komorkach starzejacych sie, ale nie nastgpit wzrost aktywacji
ERa. By¢ moze zastosowane st¢zenie byto zbyt niskie do aktywacji tego receptora. Nie
stwierdzono istotnego wptywu daidzeiny na proliferacje¢ fibroblastow czy liczbe komorek
dzielgcych si¢. Daidzeina w wyzszych st¢zeniach 200 nM, w komoérkach H19-7/IgF-IR
promowata proliferacj¢, ale juz przy zastosowaniu nizszego stg¢zenia, 20 nM, nie
zaobserwowano tego efektu (Pan i in.,, 2012). W naszych badaniach daidzeina
powodowata nieznaczny wzrost ilosci komorek starych w linii komoérek kontrolnych
(z nizszych pasazy). W badaniach z zastosowaniem innych fitoestrogenow czy tez
polifenoli w duzo wyzszym stezeniu (nawet o kilka rzedow wyzsze), pokazano, ze
fitoestrogen apigenina obniza ilo§¢ komorek starych w modelu ludzkich fibroblastow
poddanych dziataniu promieniowa UVA (Choi i in., 2016). Jeszcze inna grupa
stwierdzita, ze kurkumina (polifenol) zmniejsza aktywno$¢ SA-p-galaktozydazy
w komorkach TM (ang. Trabecularmeshwork, TM. komorki siateczki beleczkowej w oku)
z wywotanym stresem oksydacyjnym przez H20> (Lin & Wu, 2016). W tych pracach
stosowano jednak stezenie polifenoli o kilka rzedow wielkos$ci wyzsze niz w niniejszej

pracy.

Jednym z objawow $wiadczacych o dysfunkcji mitochondriéw w starzejacych si¢
komorkach jest zmniejszenie wartosci potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialnej
(AW) oraz wzrost poziomu Ca?* w komérkach. Po inkubacji z daidzeina zaobserwowano
istotny wzrost AY w komoérkach TBH z wywotanym stresem oksydacyjnym. Tang i in.,
wykazali ze traktowanie daidzeing (w stezeniu 20, 40 i1 80 puM) prowadzi do
hiperpolaryzacji mitochondriow w komorkach raka zotadka (BGC-823) (Tang i in.,
2013).

Z kolei w fibroblastach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu poziom Ca?* pod
wptywem daidzeiny obnizyl sie¢. Warto zaznaczy¢, ze bez inkubacji z daidzeing poziom
Ca?* w tych komorkach byt wyzszy niz w kontroli, (czyli w starzeniu nastapil wzrost
Ca?"). Jing i in. wykazali ze kwercetyna, ktora tez jest fitoestrogenem powoduje obnizenie
poziomu Ca?* w komérkach H9¢2 (Jing i in., 2016). Badacze twierdza, ze kwercetyna
wykazuje ochronne dziatanie na pourazowe uszkodzenie serca, w ktorego mechanizmie
posredniczy zmniejszenie apoptozy komorek poprzez hamowanie stanu zapalnego
i stresu oksydacyjnego oraz ostabienie wewngtrzkomorkowej nadprodukcji Ca®*
w kardiomiocytach.
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Nasze badania elektrochemiczne podkreslajg fakt, ze daidzeina posiada
wlasciwosci antyoksydacyjne. Ponadto wykazalismy, ze daidzeina inhibituje redukcje
H>02, czyli utrudnia dziatanie H.O> jako jednego z utleniaczy odpowiedzialnych za stres
oksydacyjny. Z badan na fibroblastach wynika, ze daidzeina obnizyta poziom H20:
jedynie w komorkach mlodych (wczesny pasaz). Li i in.,, wykazali ze daidzeina
wstezeniu 40 uM wywiera dziatanie ochronne przed stresem oksydacyjnym
indukowanym przez H.0, w komorkach IPEC-J2. Autorzy sugerujg, ze jej dziatanie
moze by¢ zwigzane z aktywacja szlaku sygnatowego Nrf2, ktéory to ma wplyw na
ekspresje genéw enzymoéw oksydacyjnych (Y. Liiin., 2022).

Daidzeina TPP* obnizyta poziom H20; w fibroblastach starzejacych sie (zarowno
w fibroblastach TBH jak i p18-25). Z kolei w komoérkach mtodych (p5-10) jak i starych
(p52-53) obserwowano nieznaczny wzrost cytozolowego H>O,. Pod wptywem daidzeiny
TPP* wzrést takze poziom mitochondrialnego O2~ w fibroblastach traktowanych TBH.
Mozna tez sugerowaé, ze sama obecno$¢ daidzeiny TPP*, ktora bezpos$rednio jest
kierowana do mitochondriéow moze indukowa¢ powstawanie RFT w zwigzku ze
wzrostem AY. Mozna byto oczekiwaé, ze wytworzony rodnik (Rye.5.1) powinien by¢
stabilizowany przez struktury rezonansowe (stabilny rodnik fenoksylowy, ktéry nie
powinien wtornie generowac¢ rodnikow). Jednak w mitochondriach, gdzie lokalne
stezenie wolnych rodnikow jest najwigksze moze powodowaé, ze wzglednie stabilny
rodnik fenoksylowy moze wchodzi¢ w interakcje z innymi rodnikami lub
nierdonikowymi reaktywnymi formami tlenu, co moze powodowaé¢ wtorne generowanie
anionorodnika ponadtlenkowego. Mechanizm ten jest jedynie spekulacja, a poznanie
doktadnego podloza obserwowanego efektu wymaga dodatkowych analiz. Wynik ten
moze wskazywac, ze lokalizacja daidzieny ma kluczowe znaczenie dla komorki.
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BDE = 357 kJ/mol
in water, B3SLYP/6-311++G** 4

HO

BDE = 332 kJ/mol
in water, B3LYP/6-311++G**

ref do BDE: https://pubs.rsc.org/en/content/articlepdf/2013/cp/c3cp00095h

HAT - hydrogen atom transfer

OH

ref: Journal of Molecular Modeling (2019) 25: 202
https://doi.org/10.1007/s00894-019-4090-8
Ryc.5.1 Struktury rezonansowe daidzeiny powstajgce w wyniku oderwania atomu
wodoru z grupy OH.

Istnieja doniesienia pokazujace, ze daidzeina podnosi poziom enzymoOw
antyoksydacyjnych (Karale & Kamath, 2017; Y. Li i in., 2021; Q. Zhang i in., 2018), ale
takie rezultaty uzyskano, gdy stosowano wyzsze stezenie daidzeiny oraz badania byty
prowadzone na innych typach komorek, a nie na fibroblastach. Li i in. przedstawiaja, ze
daidzeina zwigksza aktywno$¢ enzymow GPx i SOD (S.-L. Li i in., 2021). W niniejszej
pracy w fibroblastach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu odnotowano spadek
W poziomie GPx po traktowaniu daidzeing. Jak juz wcze$niej wspomniano, po
traktowaniu daidzeing nie zaobserwowano, by poziom RFT wzrdst w poréwnaniu do linii
kontrolnej. Warto podkresli¢, ze fitoestrogeny moga wywiera¢ bezposrednie dzialanie
przeciwutleniajace, ale takze posrednie poprzez modulacje uktadu systemu obrony
antyoksydacyjnej. Katalaza tez jest enzymem, ktory jest zaangazowany w usuwanie
nadtlenku wodoru. W fibroblastach TBH daidzeina spowodowata obnizenie poziomu
tego enzymu. Liu i in. donosza, ze daidzeina zmniejszata aktywno$¢ katalazy (J. Liu i in.,
2023). W naszych badaniach jest mozliwe, ze daidzeina zadziatala jako czasteczka
przeciwutleniajaca redukujac w ten sposob nadmiar RFT (brak wzrostu cytozolowego
H202 oraz mitochondrialnego O;"). Daidzeina powodowala tez zmiany w karbonylacji
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bialek. Zarowno w linii komérek TBH jak réwniez tych z pdznych pasazy obnizyt si¢
poziom karbonylacji biatek pod jej wptywem. Wynik ten moze $wiadczy¢ ze daidzeina
w tak wczesnym starzeniu ma dziatanie przeciwutleniajgce, tagodzac w ten sposob stres
komorkowy. W przypadku komorek ,,mtodych” daidzeina spowodowata wzrost poziomu
karbonylacji biatek. Jak juz wczesniej wspomniano, wynik ten jest bardzo zaskakujacy.
By¢ moze, daidzeina konkuruje o miejsce wigzace, a tym samym odstoniety rodnik
determinuje proces karbonylacji, czego skutkiem jest wzrost poziomu uszkodzen
oksydacyjnych.Istnieja doniesienia, ktore wykazuja, ze estrogeny (estradiole, E2)
inhibujg katalityczne dziatanie MnSOD, przez co poziom Oz wzrasta (Lone i in., 2017).

Stres oksydacyjny towarzyszy komorkom juz na wczesnym etapie starzenia.
Mozna sugerowac, ze daidzeina juz w bardzo niskich stezeniach wykazuje wlasciwosci
przeciwutleniajagce oraz modulujace system obrony antyoksydacyjnej. By¢ moze tez
wykazuje dziatanie jako antyoksydant i estrogen, (regulujac poziom enzymow
antyoksydacyjnych). Warto jednak podkresli¢, Ze istotna jest jej lokalizacja w komorce
oraz st¢zenie.

Daidzeina ma wpltyw na wielkos¢ 1 ksztalt sieci mitochondrialne;.
Zaobserwowano, ze po traktowaniu daidzeing komorek starzejacych si¢ replikacyjnie,
uprzednio zmienione poprzez starzenie parametry (suma dlugosci galezi, catkowita
objetos¢ czy S$rednia sferyczno$é) powrdcity do wartosci zblizonych takich jak
w komodrkach kontrolnych. Zmiany morfologii sieci mitochondrialnej czesto
odwierciedlaja odpowiedz na stres, zatem uzyskany wynik moze $wiadczy¢ o tym, ze
daidzeina poprawia funkcjonowanie mitochondriow, reorganizuje sie¢ w ten sposob, aby
swoim rozmiarem iksztalttem przypominaly sie¢ mitochondrialng komorek
prawidtowych pochodzacych z wczesnych pasazy. Pokazano, ze witamina E
w fibroblastach NHFs z wywotanym krétkim stresem oksydacyjnym, tez odwracata
zmiany w morfologii mitochondriow (X. Wang i in., 2008).

Daidzeina poprzez swoje wlasciwosci antyoksydacyjne jak 1 estrogenowe moze
mie¢ wpltyw na biogenez¢ mitochondriow. Wiadomo, ze ekspresja genow niektorych
biatek mitochondrialnych moze by¢ kontrolowana przez estrogeny. Daidzeina powoduje
nieznaczny wzrost NRF1 w fibroblastach z indukowanym starzeniem. Yoshino i in.
zbadali wptyw daidzeiny na biogenez¢ mitochondriow w komorkach C2C12. Badanie
wykazato, ze po traktowaniu 25-50 uM stezeniem daidzeiny przez 24 godziny obserwuje
si¢ wzrost ekspresji genéw Tfam (Yoshino i in., 2015). Inne polifenole np. resweratrol
w stezeniu 100 uM zwiekszaja ekspresje PGC-1a, NRF1 1 Tfam u dorostych samcow
szczuréw (Chuang i in., 2019). Nalezy zauwazy¢, ze zastosowane stezenia byta kilka
rzedow wyzsze niz w naszych doswiadczeniach. Poziom czynnika transkrypcyjnego
TFAM pod wplywem daidzeiny wzrost w fibroblastach ,,mtodych”, za§ w fibroblastach
ulegajacych starzeniu replikacyjnemu obnizyt sie. Kwercetyna w stezeniu 2,5 uM takze
powoduje wzrost ekspresji Tfam w komoérkach SH-SY5Y (Ho i in., 2022). Resweratrol
prowadzi do takiego samego efektu (Q. Zhang i in., 2020). Uwaza si¢, ze poprzez
zastosowanie antyoksydantow, proces biogenezy mitochondriow jest aktywowany na
drodze zaleznego od SIRT-1 szlaku sygnatowego PGC-1a/NRF1/TFAM (Q. Zhao i in.,
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2020) lub bezposrednio aktywacja SIRT-3, ktora reguluje stan acetylacji TFAM (Bagul i
in., 2018).

Istnieje wiele doniesien, ktore mowig o wptywie antyoksydantow na proces
autofagii/mitofagii. Na przykltad kwercetyna przywraca aktywnos$¢ autofagiczng
w komorkach Schwanna oraz komoérkach RSC96 zwigkszajac poziomy ekspresji biatek
Bekliny 1 i LC3 (Qu i in., 2014) czy tez wplywa na aktywacj¢ procesu autofagii
indukowanej przez SIRT1 (Costa i in., 2016). Z kolei resweratrol wykazuje dziatanie
lecznicze przez wzmacnianie procesu mitofagii (posredniczy w szlaku sygnalowym
SIRT1 i PIBK/AKT/mTOR) (X. Yang i in., 2019). W naszych modelach daidzeina
spowodowata nieznaczny wzrost poziomu biatka PINKI1 i Bekliny w komorkach
traktowanych TBH. Trudno jednak jednoznacznie stwierdzi¢, ze proces
autofagii/mitofagii jest aktywowany w tych komorkach, gdyz tak wybiorcze zmiany sg
trudne do oceny. Uzycie innych polifenoli w wyzszych stezeniach powodowato
aktywacje¢ tych procesow. Ma i in. zaobserwowali spadek w poziomie p62 pod wplywem
mieszaniny zwiazkow sktadajaca si¢ z arctiny, daidzeiny, kwasu lukrecjowego
I likwirytyny w komoérkach NK-92MI zakazonych H3N2 (Ma i in., 2021). Resweratrol
natomiast powoduje wzmozong autofagie przez degradacje p62 w komorkach raka ptuc
A549 (J. Zhang i in., 2015). Daidzeina spowodowala tez cze¢$ciowe zahamowanie
autofagii chronigc w ten sposob kardiomioblasty przed uszkodzeniami wywotanym przez
doksorubicyne (J. Wu i in., 2023). Istnieja jednak doniesienia, ktore wskazuja, ze
izoflawony sojowe maja wptyw na indukcje procesu mitofagii, o czym s$wiadczy
zwigkszona ekspresja LC3-1l1 (P. Li i in., 2021). Zastosowanie pochodnej daidzeiny
réwniez powoduje wzrost formy LC3-11 (P.-S. Wu i in., 2020; W. Zhou i in., 2017). Dane
uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze po zastosowaniu daidzeiny synteza
autofagosomow nie musi by¢ nasilona, gdyz wystepuje zmniejszona ilo$¢ uszkodzonych
organelli. Warto podkresli¢ fakt, ze istnieje pewna korelacja migdzy RFT a procesem
autofagii. Istnieje kilka szlakéw zaleznych od RFT jak np.: RFT-FOXO3-LC3/BNIP3,
RFT — HIF1 — BNIP3/NIX i RFT — TIGAR, ktorych my nie zbadalismy. Nie ulega
watpliwosciom, ze RFT moga dziata¢ jako czasteczki sygnalizujace, a tym samym moga
inicjowa¢ tworzenie autofagosomoéw (L. Li i in., 2015). By¢ moze po inkubacji
z daidzeing w fibroblastach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu, gdzie nastgpito
zmniejszenie poziomu H20., sygnat do aktywacji procesu autofagii nie byt konieczny.
Stad dla tej linii i przy danym traktowaniu zaobserwowano obnizenie poziomu biatka
LC3-1I/LC3-1. Wiadomo, ze w prawidlowo funkcjonujagcej komodrce proces
autofagii/mitofagii i biogenezy jest w roéwnowadze, wiec szybko$¢ odnowy puli
mitochondriow jest na ustalonym poziomie. Inkubacja z daidzeing spowodowata
zwigkszenie puli ,,starych mitochondriow” dobrze funkcjonujacych i nie usuwanych
z komorki. Mozna sugerowac, ze daidzeina poprzez swoje wlasciwosci antyoksydacyjne
jak 1 estrogenowe, moze poprawia¢ funkcjonowanie mitochondriow. Nie
zaobserwowali$my aktywacji procesu biogenezy ani autofagii/mitofagii, czyli
zachowana jest pula ,,starych mitochondriow”, ktére prawdopodobnie po dobroczynnym
dziataniu daidzeiny, funkcjonuja prawidtowo.
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W niniejszej pracy wykorzystano pierwotne fibroblasty ludzkie do zbadania
odpowiedzi mitochondriow na stres zwigzany z wczesnymi etapami starzenia
komoérkowego. Zastosowano dwa modele odzwierciedlajace rézne mechanizmy
starzenia:

1.

Starzenie replikacyjne, zwigzane ze skracaniem telomeréw — fibroblasty
pochodzace z pdzniejszych etapéw hodowli (dlugotrwaty, tagodny stres).
Starzenie indukowane stresem oksydacyjnym. Zastosowano oksydant TBH, ktory
byt egzogennym dawcag RFT (krotkotrwaly, silny stres).

W powyzszych modelach scharakteryzowano funkcje mitochondriow oraz elementy
odpowiedzi komorkowej na stres mitochondrialny. Badania te wykazaty:

wspolng cechg obu typow starzenia komérkowego jest podniesiony poziom
RFT, nast¢puje wzrost uszkodzen oksydacyjnych bialek oraz aktywacja
procesu autofagii/mitofagii.

W silnym, lecz krétkotrwatym stresie oksydacyjnym (starzenie indukowane) brak
wyraznych zmian odpowiedzi zwigzanej z adaptacja mitochondriéw do stresu.
W tagodnym, lecz dtugotrwatym stresie (starzenie replikacyjne) zaobserwowano
adaptacj¢ mitochondriow poprzez rearanzacj¢ sieci mitochondrialnej. Mozna
sugerowac, ze mitochondria zaadaptowaly si¢ do chronicznego, tagodnego stresu
takze poprzez brak zmian w réwnowadze pomigdzy procesami biogenezy

| usuwania mitochondriow.

W dhugotrwatym stresie (starzenie replikacyjne) w komoérkach ,.starych” (p52-53)
zobserwowano znacznie wigkszg liczbe komorek SA-B-GAL pozytywnych
(W prowaniu do komorek z pl8-25) oraz silny wzrost poziomu Oz
w mitochondriach.

Zbadano wpltyw daidzeiny (zwigzku 0 wlasciwosciach estrogenowych
i antyoksydacyjnych), ktéora moze mie¢ ,,dobroczynne” dziatanie na funkcjonowanie

mitochondridow w procesie starzenia. Zaobserwowano zroznicowane efekty dzialania
daidzeiny w zaleznos$ci od uzytego modelu:

W komorkach miodych daidzeina wydaje si¢ mie¢ (nawet w bardzo niskich
stezeniach) dziatanie prooksydacyjne, widoczne jako podniesienie poziomu H20:
oraz uszkodzen oksydacyjnych biatek.

W komoérkach z indukowanym stresem przyspieszonym starzeniem, daidzeina
wykazuje wihasciwosci antyoksydacyjne, co zostalo zaobserwowane poprzez
zmniejszony poziom RFT oraz zmniejszony poziom uszkodzen oksydacyjnych
biatek. Prawdopodobnie w ten sposdb poprawia funkcjonowanie mitochondridow,
stad przewaga puli prawidtowych mitochondriow dhuzej funkcjonujacych
w komorce (tzw. ,,starych”).
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e W tlagodnym, dlugotrwalym stresie zwigzanym ze starzeniem replikacyjnym
daidzeina wykazuje wilasciwosci antyoksydacyjne, co zostalo zaobserwowane
poprzez zmniejszony poziom RFT, zmniejszony poziom uszkodzen
oksydacyjnych biatek oraz modyfikacje sieci mitochondrialnej.

Dodatkowo dla wybranych ,,parametréw mitochondrialnych” poréwnano dziatanie
daidzeiny z daidzeing skoniugowang z kationem TPP* (kierowana bezpo$rednio do
mitochondriow).

e Badania wykazaly, ze daidzeina TPP* obniza poziom H;O w obu typach
starzenia na wczesnym etapie, za§ w komoérkach mtodych oraz starych (p52-53)
podnosi poziom H>O,. Ponadto, daidzeina TPP* zwigksza cytozolowy poziom
Ca?* w komorkach mtodych oraz starzejacych sie replikacyjnie. Badania takze
potwierdzily, ze zastosowanie daidzeiny z TPP* (w wybranych stezeniach) nie
prowadzi do depolaryzacji mitochondriow, zatem bioenergetyka mitochondriow
nie zostata zaburzona.

Whioski ogélne:

e We wczesnych etapach starzenia, zarowno indukowanego jak i replikacyjnego,
moze nastgpowaé indukcja wstecznej kaskady sygnatowej poprzez podniesiony
poziom RFT i Ca?* w komoéree.

e W odpowiedzi na stres spowodowany starzeniem nastgpuje adaptacja
mitochondriow. Typ adaptacji jest r6zny dla rodzaju starzenia indukowanego
i replikacyjnego.

e Daidzeina w obu typach starzenia ma pozytywny wplyw na funkcjonowanie
mitochondriéw.

STARZENIE INDUKOWANE

(silny krétkotrwaty stres) *  brak znaczacych zmian
adaptacyjnych
jadro komaorkowe

Ca2*, RFT4 od pOWiEdZr 404

> > Pr
RFTH Acy,

e —

czynniki transkrypcyjne

* adaptacja widoczna
STARZENIE REPLIKACYJNE pOpIZez reorganizacje

(tagodny, dtugotrwaty stres) sieci mitochondrialnej

Ryc.6.1 Podusmowanie — Adaptacja mitochondriow na drodze wstecznej kaskady
sygnalowej W modelach wczesnego etapu starzenia..
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