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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

3,3°,4,4’-THS
3,3°,5,5°-THS
3,3°,4,4°,5,5°-HHS
X-Gal

8-OH-dG

AY

AMPK

ATM

AQP
bp
BSA
CDK
CPM

COX
CPD

DMSO
DAB
DAPI
DHEA
EC-SOD

ECM
EDTA
ELISA

eNOS
FACS

3,3’,4,4’-tetrahydroksy-trans-stilben
3,3°,5,5’-tetrahydroksy-trans-stilben
3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben
5-bromo-4-chloro-3-indolo-B-D-galaktopiranozyd
8-hydroksy-2"-deoksyguanozyna

potencjat wewngetrznej btony mitochondrialne;j

(AMP-activated protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana
przez AMP

(ataxia telangiectasia mutated) - kinaza biatkowa zmutowana
w zespole ataksji-teleangiektazji

(aquaporin) - akwaporyna

(base pairs) - pary zasad

(bovine serum albumin) - albumina surowicy bydlece;j
(cyclin-dependent kinases) - kinazy zalezne od cyklin

(counts per minute) - liczba impulséw przypadajaca na 1
minut¢ pomiaru

(cyclooxygenase) - cyklooksygenaza

(cumulative population doublings) - skumulowana liczba podwojen
populacji

dimetylosulfotlenek

diaminobenzydyna

4’,6’-diamidyno-2-fenyloindol

dehydroepiandrosteron

(extracellular superoxide dismutase) - zewnatrzkomoérkowa izoforma
dysmutazy ponadtlenkowe;j

(extracellular matrix) - macierz pozakomorkowa

kwas etylenodiaminotetraoctowy

(enzyme-linked immunosorbent assay) - ptytkowy test
immunoenzymatyczny fazy statej

srodbtonkowa izoforma syntazy tlenku azotu

(fluorescence activated cell sorting) - cytometria przeptywowa
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FBS
FOXO
GLUT
GPX

GSH
y-H2A.X
H,0,
H,DCFDA
HBSS

HMEC-1

HPLC
HRP
hTERT

HUVECs

IL
ICAM-1

IGF-1
JC-1

LDL
MCP-1

MnSOD

mtDNA
MMP

(fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca

czynnik transkrypcyjny O z rodziny forkhead

transporter glukozy

(glutathione peroxidase) - peroksydaza glutationu

glutation zredukowany

ufosforylowany wariant histonu H2A. X

nadtlenek wodoru

dwuoctanu 2°,7’-dichlorodihydrofluoresceiny

(Hanks" balanced salt solution) - roztwor soli buforowany solami
Hanksa

(human microvascular endothelial cells) - komorki §rodbtonka
mikronaczyn skory

ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego

(high performance liquid chromatography) - wysokosprawna
chromatografia cieczowa

(horseradish peroxidase) - peroksydaza chrzanowa
katalityczna podjednostka telomerazy

(human umbilical vein endothelial cells) - komoérki srodbtonka
naczyniowego izolowane z krwi pgpowinowe;j

(interleukin) - interleukina

(intercellular adhesion molecule) - czasteczka adhez;ji
migdzykomorkowe;j

insulinopodobny czynnik wzrostu-1
jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetylobenzymidazolokarbo-
cyjaninowy

(low density lipoproteins) - lipoproteiny o niskiej ggstosci
(macrophage chemoattractant protein-1) - biatko chemotaktyczne
monocytow-1

(manganese superoxide dismutase) - manganowa dysmutaza
ponadtlenkowa

mitochondrialne DNA

(matrix metalloproteinase) - metaloproteinaza macierzy

pozakomorkowe;j
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MUG
MTT
NAO
NBT
NO
PA
PAI
PCR
PPAR

PBN
PBS

PCNA

PGC-1a

PGE, PGI
PI

RFT
SA-B-Gal

SFM
SIRT
SDS
SOD
t-BHP
TGF-B1
TIMP

TNFa
TRF

4-metyloumbelliferylo-B-D-galaktopiranozyd

formazan bigkitu tiazolowego

N-nonyl oranz akrydyny

biekit nitrotetrazoliowy

tlenek azotu

(plasminogen activator) - aktywator plazminogenu

(plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora plazminogenu
(polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy
(peroxisome proliferator-activated receptors) - receptory aktywowane
proliferatorami peroksysomow

N-tert-butylo-oa-fenylonitron

(phosphate buffered saline) - sol fizjologiczna buforowana
fosforanami

(proliferating cell nuclear antigen) - jadrowy antygen komorek
proliferujacych

(peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator la) -
koaktywator receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow

prostaglandyny E, I

(iodium propide) - jodek propidyny

reaktywne formy tlenu

(senescence-associated 3-galactosidase) - B-galaktozydaza zwiazana
ze starzeniem

(serum free media) - medium pozbawione surowicy

sirtuiny

(sodium dodecyl sulfate) - s61 sodowa siarczanu dodecylu
(superoxide dismutase) - dysmutaza ponadtlenkowa
hydronadtlenek-zert-butylu

(transforming growth factor-1) - transformujacy czynnik wzrostu-1
(tissue inhibitor of metalloproteinase) - tkankowy inhibitor
metaloproteinaz

(tumor necrosis factor o)) - czynnik martwicy nowotworow o

(telomere repeat factor) - czynnik powtdrzen telomerowych
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TxB, tromboksan B,

VEGF (vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu §rédbtonka
naczyn

VCAM-1 (vascular cell adhesion molekule-1) - czasteczka adhezyjna komorek

srodblonka
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STRESZCZENIE

Resweratrol (3,4’,5-trihydroksy-#rans-stilben) jest naturalnie wystgpujacym polifenolem
z grupy stilbenéw, znanym z wlasciwosci kardioprotekcyjnych, przeciwnowotworowych
1 przeciwzapalnych. W ostatnich latach dowiedziono, ze wptywa on takze na wydluzenie
zycia wielu organizmoé6w modelowych, jak réwniez wzrost mozliwosci proliferacyjnych
komorek in vitro. Celem niniejszej rozprawy bylo okreslenie wptywu resweratrolu oraz jego
trzech syntetycznych, dodatkowo hydroksylowanych pochodnych (3,3°,4,4’-tetrahydroksy-
trans-stilbenu,  3,3°,4,4’-THS;  3,3’,5,5’-tetrahydroksy-trans-stilbenu,  3,3”,5,5’-THS;
3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilbenu, 3,3°,4,4°,5,5°-HHS) na wyktadniki
replikacyjnego starzenia si¢ ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego (KM) in vitro.

Doswiadczenia przeprowadzono na pierwotnych hodowlach KM, wyizolowanych
z pobieranych $rédoperacyjnie fragmentéw sieci wigkszej. Komorki eksponowane na
zwiazki badane w st¢zeniach 0,5 1 10 uM pasazowano w regularnych odstgpach czasu, az do
wyczerpania ich aktywnos$ci podzialowej. W toku badan oceniono takie parametry, jak:
proliferacj¢ komorek (m.in. ekspresje antygenu PCNA oraz dystrybucje komoérek w cyklu
mitotycznym), liczbg osiaganych podziatow, czgstos¢ wystgpowania apoptozy (wielkos¢
frakcji subG, kondensacja chromatyny jadrowej), ekspresj¢ markeroOw starzenia sig¢ (B-
galaktozydaze zwiazana ze starzeniem; SA-B-Gal), produkcj¢ reaktywnych form tlenu
(RFT), aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), stopien oksydacyjnych uszkodzen
DNA (stezenie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny; 8-OH-dG), mas¢ mitochondriéw, potencjat
btony wewngtrznej mitochondridow, produkcje czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn (VEGF)
1 chemokiny CXCLS8/IL-8 oraz zalezna od KM proliferacj¢ komoérek $rodblonka
naczyniowego HMEC-1.

Badania wykazaty, ze resweratrol oraz 3,3°,4,4’-THS zastosowane w stezeniu
0,5 uM w znaczacy sposob zwigkszaja mozliwosci proliferacyjne KM in vitro, co
stwierdzono zarowno w doswiadczeniach ostrych (m.in. na podstawie wzrostu ekspresji
antygenu PCNA oraz wzrostu odsetka komorek w fazie S cyklu), jak réwniez na podstawie
oceny osiaganej przez komorki liczby podziatow. Efekt ten szedt w parze ze zmniejszeniem
ekspresji 1 aktywnosci SA-B-Gal. W przypadku 3,3°,5,5’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS
zaobserwowano, ze pomimo pobudzenia proliferacji komodrek w systemie ostrym, zwiazki te

nie wptywaja na wzrost osiaganej przez komorki liczby podziatéw. Dodatkowo 3,3°,4,4°-
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THS oraz 3,3°,4,4°,5,5-HHS uzyte w stezeniu 10 uM wywieraty dzialanie
antyproliferacyjne w eksperymentach przewlektych. Przeprowadzone badania dowiodty
takze, ze obserwowane zmiany w proliferacji komorek pod wplywem resweratrolu oraz
3,3°,4,4’-THS przebiegaly w sposob niezalezny od zmian dtugosci telomerowego DNA, jak
rowniez nie byly zwigzane ze zmianami czgsto$ci wystepowania apoptozy. Wzrost wielkosci
frakcji komorek zawierajacych niskoczasteczkowe DNA (frakcji subG;) odnotowano tylko
w przypadku 3,3°,4,4’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS uzytych w stezeniu 10 uM.

Poprawie mozliwosci proliferacyjnych komoérek pod wplywem resweratrolu oraz
3,3°,4,4’-THS towarzyszyt trwaty wzrost aktywnosci SOD — by¢ moze bedacy odpowiedzia
na silny, lecz krotkotrwaly wzrost produkcji RFT — oraz obnizenie stgzenia 8-OH-dG.
W przypadku 3,3°,5,5’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS pobudzenie aktywnos$ci SOD bylo
zdecydowanie mniejsze 1 tylko chwilowe, a stopien uszkodzen DNA w komoérkach mlodych
byl porownywalny z grupa kontrolna, natomiast w komorkach starych byt istotnie wyzszy.
Oceniajac metabolizm mitochondriow stwierdzono, ze resweratrol oraz 3,3°,4,4’-THS
powoduja nasilenie biogenezy tych organelli w komorkach mtodych, czemu towarzyszylo
obnizenie wartosci potencjalu ich blony wewnetrznej. Z kolei 3,3°,5,5°-THS pobudzat
biogenez¢ mitochondriow w komorkach miodych, a obnizal w starych, przy jednoczesnym
wzroscie potencjatu (AW,,) w obu grupach. 3,3°,4,4°,5,5’-HHS nie wptywal na mase¢
mitochondriow, natomiast obnizatl potencjat blony wewngtrznej zaréwno w komorkach
mtodych i starych.

Stwierdzono ponadto, ze resweratrol wptywa na obnizenie wydzielania VEGF oraz
CXCLS8/IL-8 przez mtode KM, co przelozylo si¢ na obnizenie proliferacji komorek
srédbtonka naczyn HMEC-1 w odpowiedzi na medium kondycjonowane z hodowli KM.
Pozostate stilbeny wplywaty na wzrost sekrecji VEGF oraz CXCLS8/IL-8 (oprocz 3,3°,5,5’-
THS) w komoérkach mtodych 1 starych, co w tym przypadku wplyngto na wzrost proliferacji
komoérek HMEC-1 (takze za wyjatkiem 3,3°,5,5°-THS).

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze stilbeny, a konkretnie resweratrol oraz 3,3°,4,4’-
THS, moga skutecznie wptywac na opdznienie replikacyjnego starzenia si¢ KM, a efekt ten
moze by¢ zwiazane z mobilizacja w komoérkach mechanizméw antyoksydacyjnych oraz
obnizeniem stopnia uszkodzen DNA. Ponadto, resweratrol moze by¢ rozpatrywany
w kontekscie terapii przeciwnowotworowej, co zwiazane jest z jego zdolnoscia do

hamowania angiogenezy in vitro. Uzyskane wyniki badan wskazuja na zasadno$¢ podjgcia
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dalszych prac z wykorzystaniem stilbenéw w konteks$cie ograniczenia rozwoju zaleznych od
KM patologii zachodzacych w obrgbie jamy otrzewnej, szczegélnie powstawania

wewnatrzotrzewnowych przerzutéw nowotworow.
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SUMMARY

Resveratrol (3,4’,5-trihydroxy-trans-stilbene) is a naturally occurring stilbene known
from cardioprotective, anti-inflammatory and anti-cancerogenic properties. It has recently
been shown that resveratrol has also an ability to prolong the lifespan of various model
organisms and to improve the proliferative capacity of cells in vitro. The goal of this
dissertation was to determine the effect of resveratrol and its three synthetic, additionally
hydroxylated analogues (3,3’,4,4’-tetrahydroxy-trans-stilbene, 3,3’,4,4’-THS; 3,3°,5,5’-
tetrahydroxy-trans-stilbene, 3,3°,5,5’-THS; 3,3°,4,4°,5,5’-hexahydroxy-trans-stilbene,
3,3°,4,4°,5,5’-HHS) on indicators of replicative senescence in human peritoneal mesothelial
cells (HPMCs) in vitro.

Experiments were performed in primary HPMC cultures established from the pieces of
omentum, isolated during abdominal surgery. The cells were continuously exposed to
stilbenes at the concentrations of 0,5 and 10 uM, and were serially passaged until exhaustion
of their proliferative capacity. During the experiments the following parameters were
examined: cell proliferation (expression of PCNA antigen and cell distribution in the cell-
cycle), number of divisions achieved, the incidence of apoptosis (subG; fraction,
condensation of nuclear chromatin), expression of markers of senescence (senescence-
associated B-galactosidase; SA-B-Gal), production of reactive oxygen species (ROS), activity
of superoxide dismutase (SOD), magnitude of oxidative DNA damage (concentration of
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine; 8-OH-dG), mitochondrial mass, mitochondrial membrane
potential, production of vascular endothelial growth factor (VEGF) and chemokine
CXCLS/IL-8, and HPMC-dependent proliferation of endothelial cells HMEC-1.

The results showed that both resveratrol and 3,3°,4,4’-THS used at the concentration of
0,5 uM markedly increased proliferative capacity of HPMCs in vitro, which was evidenced
either in the short-term experiments (increased expression of PCNA antigen and increased
fraction of cells in the S phase of the cell-cycle) or according to the number of divisions
achieved by the cells before senescence. This effect coincided with decreased expression and
activity of SA-B-Gal. In the case of 3,3°,5,5’-THS and 3,3’,4,4°,5,5’-HHS, it has been
observed that despite some improvement of cell proliferation in acute experiments, they do
not affect the number of population doublings achieved. In addition, 3,3’,4,4’-THS and
3,3°,4,4°,5,5°-HHS used at the concentration of 10 uM reduced HPMC lifespan in the
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chronic experiments. Furthermore, the studies revealed that the observed changes in cell
proliferative potential and senescence in response to resveratrol and 3,3°,4,4’-THS were not
associated with changes in the length of telomeric DNA as well as were not associated with
changes in the incidence of apoptotic cell death. Increased fraction of cells with low
molecular weight DNA fragments (subG; fraction) was found only in cells exposed to
3,3°,4,4’-THS and 3,3°,4,4°,5,5’-HHS used at the concentration of 10 uM.

Improved proliferative capacity of the cells upon treatment with resveratrol and 3,3°,4,4’-
THS coincided with a permanent increase in SOD activity — likely due to a strong, but
temporary increase in ROS release — and a decline in a concentration of 8-OH-dG. In the
case of 3,3°,5,5°-THS and 3,3°,4,4’,5,5-HHS the stimulation of SOD activity was
significantly lower and only temporary. The magnitude of DNA damage in young cells was
comparable with the control group but in the case of senescent cells it was significantly
higher. The examination of mitochondrial metabolism showed that resveratrol and 3,3°,4,4’-
THS cause a remarkable increase in their biogenesis in young cells, which was followed by
decreased values of the mitochondrial membrane potential in both groups. In turn, 3,3°,5,5’-
THS stimulated mitochondria biogenesis in young HPMCs, and decreased it in senescent
ones, improving at the same time the values of membrane potential. 3,3°,4,4°,5,5’-HHS did
not affect mitochondria mass, but decreased mitochondrial membrane potential in both
young and senescent cells.

It has been found that resveratrol at the concentration of 0,5 uM decreased production of
VEGF and CXCLS8/IL-8 by young HPMCs, which corresponded to decelerated proliferation
of HMEC-1 cells in response to conditioned medium from HPMCs. Resveratrol analogues,
in turn, stimulated production of VEGF and CXCLS8/IL-8 (except 3,3’,5,5’-THS) by young
and senescent HPMCs dose-dependently, which resulted in an improved proliferation of
HMEC-1 cells (except 3,3°,5,5’-THS as well).

In conclusion, these findings indicate that stilbenes, in particular resveratrol and
3,3’,4,4’-THS, may effectively decelerate the rate at which HPMCs senesce in vitro, and this
effect is probably associated with mobilization of antioxidative mechanisms and reduction of
oxidative DNA damage. Moreover, resveratrol may be considered in the context of the anti-
cancer therapy, which is associated with its anti-angiogenic properties. The results obtained
justify further studies on the stilbenes, especially with respect to reduction of the

development of HPMC-dependent intraperitoneal pathologies, including cancer metastases.
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”Wiele czyni mtodosc, wiele czyni wino.”

Talmud
WSTEP

1. Starzenie si¢ spoleczenstw jako wspolczesne wyzwanie demograficzne

Czym jest starzenie si¢? Zjawisko to mozna zdefiniowac jako naturalny, postgpujacy
1 nieuchronny proces, polegajacy na stopniowym wyczerpywaniu si¢ rezerwy czynnosciowej
organizmu, prowadzacy do upos$ledzenia zdolnosci reakcji na niekorzystne wplywy
czynnikow Srodowiskowych oraz podwyzszenia ryzyka wystapienia okreslonych patologii
oraz $mierci [1-3]. Proces starzenia si¢ jest zjawiskiem uniwersalnym, a wigc dotyczacym
kazdej osoby, w kazdej populacji.

Osiagnigecia medycyny XX 1 XXI wieku — m.in. wynalezienie i wprowadzenie do
uzytku antybiotykow oraz upowszechnienie szczepien ochronnych — spowodowaty
stopniowy wzrost $redniej dlugosci zycia mieszkancoéw krajow uprzemystowionych (w tym
takze Polski), przy rownoczesnym zachowaniu wysokiej sprawno$ci psychofizycznej tych
0sOb [4]. Obserwowany jednoczesnie niski wskaznik urodzen spowodowat, ze odsetek osob
w wieku podeszltym (powyzej 65 roku zycia) stale ros$nie, pociagajac za soba szereg wyzwan
natury medycznej, ekonomicznej i spolecznej. Najwazniejszym medycznym aspektem
starzenia si¢ spoleczenstw jest wzrost czestosci zachorowan na tzw. choroby zwigzane
z wiekiem (ang. age-associated diseases), wsrdd ktorych mozna wymieni¢ m.in. choroby
sercowo-naczyniowe, chorob¢ nowotworowa i cukrzyce typu II [5].

Do najwazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny oraz nauk pokrewnych mozna
wigc zaliczy¢, z jednej strony, dalsze poszukiwania przyczyn i mechanizméw procesu
starzenia si¢ poszczegolnych komorek 1 tkanek, a z drugiej, opracowywanie takich strategii
terapeutycznych (farmakologicznych 1 nie tylko), ktore poprzez ingerencj¢ w mechanizmy
procesu starzenia si¢ moga pozytywnie wplynaé na ograniczenie pojawiania si¢ i/lub
zahamowanie tempa rozwoju okreslonych patologii u osob starszych. Podczas gdy pierwszy
aspekt badan nad starzeniem sig realizowany jest z duzym powodzeniem, szczeg6lnie dzigki
zastosowaniu coraz to nowoczesniejszych metod badawczych, nadal niewiele wiadomo na
temat zwiazkow naturalnych lub syntetycznych, ktére mogltyby cho¢ w pewnym stopniu
spowalnia¢ tempo starzenia si¢ oraz modulowac¢ przebieg chorob zwiazanych z wiekiem.
Wiasnie temu ostatniemu zagadnieniu, w aspekcie badan substancji o potencjalnym

dziataniu przeciwstarzeniowym, po§wigcona jest niniejsza rozprawa.
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2. Teorie starzenia si¢

Proces starzenia si¢ jest zjawiskiem o charakterze osobniczo-specyficznym,
zachodzacym na kilku poziomach organizacji ustroju, tj. na poziomie struktur
subkomoérkowych, poszczegdlnych komoérek 1 tkanek, narzadow/uktadéw oraz catych
populacji [6]. Do dnia dzisiejszego sformutowano wiele teorii, ktorych celem byto
wyjasnienie natury procesu starzenia si¢, jednak jak dotad Zzadna z nich nie byla na tyle
kompletna, aby w pelni wyjasni¢ wszystkie zmiany zachodzace w organizmie w trakcie
starzenia si¢. Innymi slowy, ztozonos$¢ tego zjawiska uniemozliwila stworzenie teorii
uniwersalnej. Spowodowata natomiast wyodrgbnienie si¢ kilku grup teorii, ktére mozna
w najogolniejszym zarysie podzieli¢ na ewolucyjne (odpowiadajace na pytanie: ,,Dlaczego
si¢ starzejemy?”, tj. jaki jest biologiczny sens tego procesu?) 1 mechanistyczne
(odpowiadajace na pytanie: ,,Jak sie starzejemy?”, czyli jaki jest mechanizm starzenia sig?).
Najwazniejsze z zaproponowanych dotychczas teorii starzenia si¢ (a w sumie powstato ich

ponad 300 [7]) zostaty zebrane i krétko scharakteryzowane w tabelach 11 2.

2.1. Teorie ewolucyjne

Punktem wyjscia do rozwazan nad ewolucyjnym uwarunkowaniem procesu starzenia si¢
jest obserwacja, ze w warunkach naturalnych, zwierzeta si¢ nie starzeja. Wynika to z
wysokiej $miertelno$ci uwarunkowanej srodowiskowo (tzw. external mortality), na ktora
sktadaja si¢ m.in. gtéd, choroby, wyzigbienie, ataki drapieznikéw, dziatalno$¢ cztowieka
oraz przeggszczenie populacji. Mozna wigc stwierdzi¢, ze zwierzgta zyjace na wolnosci, zyja
zbyt krotko, aby si¢ zestarze¢. Zasadniczo tylko trzy grupy zwierzat do§wiadczaja procesu
starzenia si¢. Sa to zwierzgta utrzymywane w warunkach chronionych (laboratoria, ogrody
zoologiczne), zwierzgta cechujace si¢ duzymi rozmiarami i ogromna sita (np. stonie) oraz
zwierzeta zyjace w odosobnieniu (zotwie z Wysp Galapagos).

Ewolucja gatunku Homo sapiens, ktdrej najwazniejsze etapy miaty miejsce wiele tysigcy
lat temu, rzadzita si¢ tymi samymi prawami, co ewolucja innych gatunkow zwierzat.
Tak wige 1 w tym przypadku, cztowiek pierwotny narazony byl na wysoka $miertelnos¢
z przyczyn $rodowiskowych. Nalezy takze wzia¢ pod uwage, ze wszelkie cechy zwiazane
Z procesem starzenia si¢ wystepuja dopiero w okresie poreprodukcyjnym, co oznacza, ze sity
doboru naturalnego nie ,,interesowaly si¢” genami warunkujacymi pojawienie si¢ oznak
starzenia si¢. Dobor naturalny, bowiem, ingeruje tylko w te geny/cechy (np. promujac lub

eliminujac je), ktore maja realny wplyw na proces rozrodczy. Jesli dany gen/cecha nie
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rzutuja na sprawno$¢ rozrodcza osobnika (nawet jesli sa bardzo dla niego niekorzystne),
dobdr naturalny pozostawia je w genomie bez zmian. Tak prawdopodobnie stato si¢
w przypadku szeregu genow zwiazanych z procesem starzenia si¢ [8]. Obecnie uwaza sig, ze
z punktu widzenia ewolucji, starzenie si¢ jest zjawiskiem uwarunkowanym genetycznie,
natomiast jedyne rozbiezno$ci jakie istnieja w tej materii dotycza natury tych genow. Moga
to by¢ bowiem geny determinujace rozwo6j okreslonych cech ustroju albo geny zwiazane z
jego gospodarka energetyczna (Tabela 1). Niezaleznie jednak od tego, jaki charakter maja
owe geny, wazne jest to, ze proces starzenia si¢ okazuje si¢ by¢ forma zaplaty, ktoéra
organizm musi w pewnym wieku uisci¢ w zamian za wczeSniejszy 1 zwiazany z ich

aktywnoscia skuteczny rozrod (tzw. trade-off theory) [9].

Tabela 1. Ewolucyjne teorie starzenia sie.

Tworca, rok Nazwa teorii Podstawowe zalozenia Zrédlo
Mutacje genow, ktére ujawniaja si¢ po
Teoria okresie rozrodczym nie zostaja
Peter .. .. ..
akumulacji eliminowane z populacji ze wzgledu na [8]
Medawar, .. . .
1952 mutacji stabnace z wiekiem sity doboru
naturalnego.
. Geny bedace korzystne dla organizmu
Teoria : Lo
George . . | w okresie rozrodczym, w pdzniejszym
o antagonistyczne;j S . . [10]
Williams, leiotronii okresie zycia zaczynaja wywiera¢ efekty
1957 piejotrop niekorzystne.
tom | Teracas | G et e ki
Kirkwood, jednorazowego re rgod}lllkc }']ne koszte};n J?ozeséwy [1]
1977 uzytku p Y p

naprawy uszkodzen w komorkach.

Wsrod wielu analiz przeprowadzonych w konteks$cie ewolucji procesu starzenia sig
czlowieka, na szczeg6lna uwage zastuguja badania opisujace duza populacjg¢ brytyjskich
arystokratek. Badania te, oparte o analiz¢ zapisow w ksiggach parafialnych (daty urodzen
1 zgonow, dzietno$¢, wiek matki w chwili urodzenia dziecka) potwierdzily stusznosé
podstawowych zatozen ewolucyjnych teorii starzenia sig, wskazujac, ze istnieje zalezno$¢
migdzy rozrodczo$cia a dlugoscia zycia. Wykazaly one, ze najdtuzej zyly te kobiety, ktore
byly bezdzietne lub urodzity najwyzej jedno dziecko. Im wigcej potomstwa wydata na Swiat
dana kobieta, tym krétszy byl czas jej zycia. Autorzy tej pracy zaobserwowali jeszcze jedna

prawidtowos$¢, a mianowicie dodatnia zaleznos¢ migdzy dlugoscia zycia kobiet a wiekiem

17




Justyna Mikuta-Pietrasik

w ktérym urodzity swoje pierwsze dziecko; kobiety zyty tym dluzej, im pdzniej zostaly po

raz pierwszy matkami [12].

2.2. Teorie mechanistyczne

Zadaniem mechanistycznych teorii starzenia si¢ jest wyjasnienie tych aspektow
omawianego zjawiska, ktore sa odpowiedzialne za narastajaca wraz z wiekiem dysfunkcje
komorek 1 narzadow, prowadzaca ostatecznie do $mierci organizmu. Punktem wyjscia dla
poszczegblnych teorii sa rozne aspekty funkcjonowania ustroju, poczawszy od tempa
przemiany materii, poprzez zmiany w dziataniu niektérych ukladoéw (np. hormonalnego
1 immunologicznego), konczac na zmianach obserwowanych w budowie 1 funkcji komorek
oraz tworzacych je makroczasteczek. Na dzien dzisiejszy, to wtasnie rdzne populacje
komorek somatycznych sa najpopularniejszymi modelami badawczymi, wykorzystywanymi

w badaniach procesu starzenia sig.

Tabela 2. Najwazniejsze mechanistyczne teorie starzenia sig.
W tabeli uwzgledniono tylko te teorie, ktorych stusznos$¢ (czesciowa lub catkowita) zostala
potwierdzona na drodze do$wiadczalne;j.

Tworca, rok Nazwa teorii Podstawowe zalozenia Zrédlo
August Komorki i tkanki ulegaja z czasem
Weismann, Teoria zuzycia | zuzyciu, czego odzwierciedleniem jest [13]
1892 starzenie si¢ cztowieka i1 Smierc.
Max Rubner, Starzenie si¢ postgpuje tym szybciej,

Teoria tempa zycia [14]

1908 im szybszy jest metabolizm organizmu.

Ograniczenie kalorycznos$ci positku

Clive McCay, | Teoria restrykeji wydhuza §rednia i maksymalna dtugo$¢ [15]

1935 kalorycznej zycia zwierzat doswiadczalnych.
Starzenie sig jest efektem
Denham Teoria nagromadzenia uszkodzen
Harman, wolnorodnikowa | makroczastek spowodowanych przez [16]
1956 dziatanie reaktywnych form tlenu.
Leo Szilard, Teoria mutacji Starzenie si¢ jest spowodowane [17]
1959 somatycznych gromadzeniem mutacji DNA.
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Leslie Oreel Teoria Starzenie sig jest spowodowane
1963 geb nagromadzenia wzrostem czgstosci bledow [18]
btedow w procesach transkrypcji i translacji.
Leonard . . L .
. Teoria starzenia Komorki somatyczne charakteryzuja
Hayflick, komorkowego si¢ skonczong liczba podzialow [19]
William . Starzenie sig jest spowodowane
Teoria . ,
Alexander, mitochondrialna nagromadzeniem uszkodzen [20]
1967 mitochondrianego DNA.
Roy Walford, Teoria Starzenie si¢ zwigzane jest ze spadkwm
. . wydolnos$ci immunologicznej [21]
1969 immunologiczna .
organizmu.
Aleksei Starzenie sig jest skutkiem niezdolnos$ci
¢ Teoria konca polimerazy DNA do pelnej syntezy nici )
Olovnikov, o .. [22;23]
1973 replikacji potomnych 1 zwiazanego z tym
skracania si¢ telomerow.
tmre Przyczyna starzenia si¢ sa zmiany
I\llg‘%l’ Teoria blonowa w strukturze bton biologicznych. [24]
Vi Nasilona glikacja biatek powoduje
lncent . . . . . .
Momrtior Teoria glikacyjna nasﬂeme'lch‘ usieciowania, co [25]
) przyczynia si¢ do starzenia si¢
1981 organizmu.
Anthony D .
Cerami, Teoria glukozowa Starzpnlp sig Je§t efektem narastajacego 26]
1985 z wiekiem stezenia glukozy we krwi.
Calvin Skracanie telomerow jest przycz
Harley, Teoria telomerowa METOW Jes przyczyna [27]
1990 starzenia si¢ komorek.
UIf Brunk Teoria osi Nagromadzenie uszkodzonych
2002 > | mitochondrialno- | mitochondridow sprzyja starzeniu sig [28]
lizosomalne;j komorek.

3. Proces starzenia si¢ na poziomie komorkowym

Cho¢ badania procesu starzenia si¢ na poziomie komoérkowym, prowadzone jeszcze
z wykorzystaniem komorek ptakdéw, zaczely si¢ na poczatku XX wieku, przez wiele lat
wlasciwe zrozumienie tego zjawiska byto skutecznie utrudniane przez popularne wowczas
koncepcje prominentnego badacza, Alexisa Carrela, zgodnie z ktérymi prawidtowe komorki

sa niesmiertelne, jesli tylko zapewni si¢ im optymalne warunki wzrostu in vitro [29]. Teza
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ta, zakladajaca, iz proces starzenia si¢ jest pochodna wytacznie zjawisk natury egzogennej
(np. promieniowania UV), okazata si¢ biedna, czego dowiedli jako pierwsi Hayflick
1 Moorhead w 1961 roku [30]. Wykazali oni, Ze nawet w zoptymalizowanych warunkach
wzrostu, prawidlowe ludzkie komorki somatyczne moga podzieli¢ si¢ tylko okreslona liczbg
razy, po czym wchodza one w fazg bezpodziatlowa, okre§lang obecnie mianem
replikacyjnego starzenia si¢ (ang. replicative senescence). Do dnia dzisiejszego, maksymalna
liczbe podziatow, jaka dana komodrka przechodzi do momentu zestarzenia sig, okresla sig
mianem limitu Hayflicka [31]. Hayflick zasugerowal takze jako pierwszy, ze replikacyjne
starzenie si¢ komorek, obserwowane w warunkach hodowli in vitro, moze odzwierciedlaé¢
pewne aspekty starzenia si¢ organizmu cztowieka jako catosci in vivo. Tezg t¢ wysnul na
podstawie obserwacji odwrotnej zaleznosci pomigdzy potencjatem proliferacyjnym komorek
a kalendarzowym wiekiem ich dawcy [19].

Doswiadczenia 1 wnioski Hayflicka zostaly w ciagu ostatnich 50 lat powtdrzone
1 potwierdzone w laboratoriach na caltym §wiecie, doprowadzajac do ugruntowania si¢ badan
procesu starzenia na modelach komdrkowych. Dzi§ wiadomo juz, Ze po osiagnigciu limitu
Hayflicka komorki stare zatrzymuja swe podziaty w fazie G; cyklu komoérkowego, czemu
towarzyszy szereg zmian w ich morfologii i funkcji. Do najwazniejszych cech tzw. fenotypu
komorek starych (ang. semescence phenotype) zalicza sig: zwigkszenie rozmiardéw,
sptaszczenie 1 utrat¢ charakterystycznego ksztaltu [32], pojawienie biochemicznych
markerow starzenia si¢ (np. enzymu [-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem sig;
SA-B-Gal) [33], gromadzenie rozlegltych uszkodzen DNA (szczegoélnie pgknig¢ obu nici

DNA) [34] oraz zmiang wlasciwo$ci wydzielniczych komorek [35].

4. Starzenie si¢ komorek zalezne od zmian w dlugosci i budowie telomerow

Cho¢ dzielem Leonarda Hayflicka byto opisanie fenomenologii procesu starzenia si¢ na
modelu ludzkich fibroblastow plucnych, daleki byl on od zidentyfikowania molekularnego
mechanizmu odpowiedzialnego za stopniowe wyczerpywanie si¢ potencjatu podziatowego
komorek. Odkry¢ tych dokonano pod koniec XX wieku, kiedy to postep technologiczny
zaowocowal m.in. stwierdzeniem, ze za zjawisko replikacyjnego starzenia si¢ fibroblastow
odpowiada, towarzyszacy kolejnym podzialom mitotycznym, proces skracania si¢
telomerow [27]. Telomery sa to dystalne fragmenty ramion wszystkich chromosomow,
zbudowane z wielu tysiecy powtorzen niekodujacej sekwencji 5°-TTAGGG-3". Funkcja tych

struktur polega na zabezpieczaniu chromosomow przed spontanicznym taczeniem sig,
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nieprawidlowa rekombinacja 1 degradacja. Dzialanie to jest mozliwe dzigki
charakterystycznej, pgtlowej budowie telomeru, w ktorej wystajacy koniec 3° (ang. 3’
overhang) jest ostaniany przez odcinki dwuniciowe, a cato$¢ stabilizowana jest za pomoca
biatek TRF (ang. telomere repeat factor) 1 POT [36]. Jak stwierdzono na przykladzie
fibroblastow, z kazdym podziatem komdrkowym, telomerowe DNA ulega skroceniu o okoto
50-200 par zasad (bp) na jedno podwojenie populacji [27]. Uwaza sig, ze za skracanie si¢
telomeréw odpowiadaja dwa zjawiska: tzw. problem replikacji konca (ang. end-replication
problem) oraz dziatanie stresu oksydacyjnego [37].

Problem replikacji konca wynika z wtasciwosci enzymu odpowiedzialnego za syntez¢
potomnych nici DNA (polimerazy DNA), ktora pracujac tylko w kierunku 5°— 3’ jest
w stanie budowa¢ ni¢ potomna w sposob ciagly jedynie na matrycy macierzystej nici
wiodacej. Na matrycy nici op6znionej syntetyzuje ona nowe DNA w sposéb skokowy, za
pomoca krotkich fragmentow Okazaki. Wazna rolg¢ w procesie syntezy nowych nici DNA
petnig startery RNA, od ktorych rozpoczyna si¢ synteza DNA na obu niciach, a ktére w
koncowych etapach replikacji sa usuwane, a powstajace po nich przerwy scalane dzigki
aktywnos$ci ligaz. Proces replikacji DNA przebiega bez zaklocen az do momentu jego
zblizenia si¢ do konca chromosomu. Wtedy to wtasnie, wycigcie ostatniego startera RNA na
koncu nici opdznionej powoduje, ze brakuje miejsca mogacego stanowi¢ matryce dla
polimerazy DNA w toku syntezy kolejnego fragmentu Okazaki. Pozostawiona wowczas luka
nie zostaje wypetniona, co powoduje, ze z kazdym kolejnym podziatem telomer staje si¢
coraz krétszy [38;39]. W momencie, gdy telomer osiaga warto§¢ krytyczng — zazwyczaj
typowa dla danego typu komoérek — =zostaja uruchomione okreslone mechanizmy
efektorowe na poziomie cyklu mitotycznego i komoérka ostatecznie przestaje si¢ dzielic.

Czynnikiem o duzym znaczeniu dla stopniowe] erozji telomerowego DNA jest takze
uszkadzajace dziatanie reaktywnych form tlenu (RFT). Jak wykazaly badania zespotu von
Zglinickiego, stres oksydacyjny przyspiesza skracanie si¢ telomerow, co udokumentowano
na przykladzie fibroblastow rosnacych w warunkach podwyzszonej prezno$ci parcjalnej
tlenu (z 3% do okoto 40%). Stwierdzono, ze w tych komorkach tempo skracania sig
telomeréw wzrosto ponad pigciokrotnie (z 90 bp do 500 bp na podziat), czego efektem bylo
zatrzymanie proliferacji komorek zaledwie po kilku podwojeniach populacji [40].

Co istotne, oprocz samego faktu skracania si¢ telomerow, niebagatelne znaczenie dla
indukcji starzenia si¢ komorek ma otwieranie ich pgtlowej struktury i ekspozycja wolnego

konca 3’ (ang. uncapping) [41]. Stwierdzono m.in., ze otwarcie petli telomeru za pomoca
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dominujaco-negatywnej ekspresji biatka TRF2 spowodowato przedwczesne zatrzymanie
podzialow komorkowych, ktoremu towarzyszylo pojawienie si¢ morfologicznych
1 biochemicznych oznak komoérkowego starzenia si¢ [42].

Na chwilg obecna proces replikacyjnego starzenia si¢ uznaje si¢ za reakcj¢ komorek na
rozlegte uszkodzenia DNA, zlokalizowane w obrgbie telomerow. Dowodem na to jest
gromadzenie si¢ w komorkach starych ufosforylowanego wariantu histonu H2A. X (tzw.
v-H2A.X), ktory przytacza si¢ do miejsc pgknig¢ dwuniciowego DNA. Jak wykazaty
badania na fibroblastach, nawet 80-90% komorek starych zawiera ogniska y-H2A.X, ktore
zlokalizowane sa w obrgbie sekwencji telomerowych [43]. Ostatecznych argumentoéw
potwierdzajacych znaczenie telomeréw w procesie replikacyjnego starzenia si¢ dostarczyty
badania z wykorzystaniem katalitycznej podjednostki telomerazy (hTERT), tj. enzymu
odbudowujacego telomery m.in. w komodrkach nowotworowych. Badania te wykazaty, ze
ektopowa ekspresja  hTERT w fibroblastach skornych spowodowata rekonstrukcje
telomeroéw oraz wydtuzenie mozliwos$ci podziatowych komorek ponad typowy dla nich limit
Hayflicka [44]. Ponadto wprowadzenie podjednostki hTERT do starych fibroblastow
spowodowato wydluzenie telomerow i podjecie na nowo aktywnosci podzialowej [45].

Szlaki efektorowe procesu replikacyjnego starzenia si¢ sa zwigzane z rozpoznawaniem
przez mechanizmy kontrolujace cykl podziatlowy krytycznych zmian w dtugosci i budowie
telomerow jako powaznych i zagrazajacych komorce uszkodzen DNA. W takim wypadku
nagromadzenie si¢ ufosforylowanej (wskutek aktywnosci m.in. kinazy ATM) formy histonu
H2A.X oraz rekrutacja takich bialek, jak 53BP1 i MRE11 powoduja dalsza aktywacj¢ biatka
supresorowego p53, czyli tzw. ,straznika genomu”. Zaktywowane biatko p53 powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego, czyniac to samodzielnie lub za posrednictwem swego
biatka efektorowego p21. Bialko p2l1 wywiera dziatanie poprzez unieczynnienie
cyklinozaleznych kinaz 4 1 6 (CDK4, CDK6) oraz uktadu CDK2-cyklina E. Skutkiem tych
zjawisk jest zahamowanie fosforylacji biatka retinoblastoma (pRb) i zatrzymanie cyklu
komorkowego na etapie fazy G; [46;47]. Czynniki regulujace przebieg cyklu komorkowego

przedstawia rycina 1.

5. Starzenie si¢ komorek niezalezne od telomerow
W przypadku niektorych typéw komorek pochodzenia nabtonkowego, w tym nabtonka
gruczotu piersiowego 1 prostaty oraz w keratynocytach, proces komorkowego starzenia si¢

przebiega w sposéb niezalezny od zmian zachodzacych w telomerach. Jak stwierdzono m.in.
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na przyktadzie keratynocytéw, komorki te starzeja si¢ przy zachowanej wyjsciowej dtugosci
telomerow [48]. Dodatkowym dowodem, sugerujacym brak zaangazowania tych struktur
w starzenie si¢ komodrek nablonkowych byla obserwacja, ze ektopowa ekspresja hTERT nie
jest czynnikiem wystarczajacym do ich unie$miertelnienia. Skutek taki osiagnig¢to dopiero
wowczas, gdy reaktywacje telomerazy potaczono z zahamowaniem aktywnos$ci biatka
inhibitorowego cyklu komodrkowego, p16 [49].

Bialko pl16 pelni w komorce funkcje inhibitora kompleksow CDK4/CDK6/cyklina D,
ktorych zadaniem jest fosforylacja biatka pRb. Wskutek wzrostu ekspresji biatka pl6
w komorkach starych dochodzi do utrzymywania biatka pRb w formie nieufosforylowane;,
w wyniku czego komorka nie moze pokona¢ punktu restrykcyjnego G;/S [50]. Rolg tego
biatka, jako potencjalnego mediatora procesu starzenia si¢ komorek nablonkowych gruczotu
piersiowego oraz keratynocytow potwierdzity badania Ramireza 1 wsp. [S1], ktérzy
wykazali, ze na wzrost ekspresji tego inhibitora i zwiazane z tym zatrzymanie podziatow
komoérkowych wydatnie wptywaja warunki, w jakich prowadzona jest hodowla in vitro.
Autorzy zwracaja uwage na wysoce niefizjologiczny czynnik, jakim jest wzrost komorek na
powierzchniach  plastikowych, zamiast na biozgodnych elementach macierzy
pozakomorkowej. Wskutek wielokrotnego pasazowania hodowli keratynocytow 1 komoérek
nabtonkowych gruczotu piersiowego, starzenie si¢ tych grup komorek nastepowato
relatywnie wczesnie, tj. po przebyciu okoto 10-20 podwojen populacji, a zjawisku temu
towarzyszyl wzrost ekspresji biatka pl6. Z drugiej strony, gdy komorki posiano w
warunkach zoptymalizowanych, tj. na tzw. warstwach odzywczych (ang. feeder layers),
uformowanych z fibroblastow potraktowanych mitomycyna C, komorki wykazywaty
dwukrotny wzrost potencjatu proliferacyjnego, ktory szedt w parze z obnizeniem ekspres;ji
biatka pl6 [51]. Ponadto, jak wykazaly badania innej grupy naukowcoéw, poprawa
warunkoéw wzrostu komoérek pochodzenia nabtonkowego spowodowata, Zze mozliwe byto ich
uniesmiertelnienie poprzez ektopowa ekspresj¢ hTERT, bez jednoczesnej inaktywacji biatka
pl6 [52].

Wplyw czynnikow zwigzanych ze $rodowiskiem hodowlanym na proces starzenia si¢
komorek niezalezny od zmian dlugosci telomerdw, lecz zalezny od biatka p16, zaowocowat
powstaniem koncepcji, iz komoérki pochodzenia nabtonkowego charakteryzuja si¢ wysoka
wrazliwoscia na niefizjologiczne warunki panujace w hodowlach in vitro. Oprocz wzrostu na
powierzchniach plastikowych, do grupy tych czynnikéw mozna zaliczy¢ takze brak

heterogennych oddziatywan mig¢dzy réznymi populacjami komoérek (sasiadujacymi ze soba
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in vivo), szkodliwy wplyw trypsyny stosowanej podczas pasazowania hodowli oraz
przewlekta ekspozycje komorek na stres oksydacyjny, zwiazany z prowadzeniem hodowli w
warunkach wysokiej, atmosferycznej preznosci tlenu. Catos¢ tych zjawisk, mogacych w
wydatny sposob wplywac na przyspieszone starzenie si¢ komorek, okresla si¢ mianem szoku
hodowlanego (ang. culture shock) [53;54].

Warto wspomnie¢ takze 1 o tym, ze w przypadku komorek wykazujacych niewielkie
mozliwosci proliferacyjne 1 starzejacych si¢ bez zmian w dlugosci 1 budowie telomerow,
zdecydowana wigkszo$¢ uszkodzen DNA (y-H2A.X) zlokalizowana jest w nietelomerowych

fragmentach genomu [55].

Rycina 1. Czynniki regulujace przebieg cyklu komérkowego. Prawidlowy przebieg cyklu
komorkowego opiera si¢ na zsynchronizowanym dziataniu cyklinozaleznych kinaz (CDK)
z ich biatkowymi aktywatorami — cyklinami. Warunkiem rozpoczgcia kolejnej rundy
replikacji jest przejscie punktu restrykcyjnego G1/S, co oznacza fosforylacj¢ biatka pRb 1
odtaczenie od niego czynnika transkrypcyjnego E2F. W komorkach starych, fosforylacja
pRb jest zahamowana wskutek dziatania szeregu inhibitoréw cyklu, w tym uktadu biatek
p53-p21 (w starzeniu telomerozaleznym) oraz pl6 (w starzeniu telomeroniezaleznym).
Symbolem @ zaznaczono na rycinie efekty pobudzajace.

6. Rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia si¢ komorek
Stres oksydacyjny, rozpatrywany jako dysproporcja migdzy produkcja reaktywnych form
tlenu (RFT) a ich wusuwaniem przez systemy antyoksydacyjne, jest czynnikiem

zaangazowanym zaréwno w starzenie komorek telomerozalezne, jak i telomeroniezalezne.

24



Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

W konteks$cie procesu starzenia si¢ komorek, zrodia stresu oksydacyjnego — szczegodlnie w
rozumieniu (nad)produkcji RFT — mozna podzieli¢ na endogenne i egzogenne.

W pierwszym przypadku, gltowna, a zarazem najbardziej fizjologiczna przyczyna
powstawania RFT sa mitochondrialne procesy czteroelektronowej redukcji tlenu, ktore
w czesci (siggajacej 1-4%) moga konczy¢ si¢ przedwczesnie, na formach wolnorodnikowych
(anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy) i innych (nadtlenek wodoru) [56].
Stwierdzono, ze w miarg starzenia si¢ komorek, mitochondrialna ,,ucieczka” RFT znaczaco
wzrasta, czego przyczyny upatruje si¢ m.in. w nasileniu aktywnosci takich enzymow, jak
dehydrogenaza NADH 1 oksydaza cytochromu c¢ [57]. Niebagatelne znaczenie w tym
kontek$cie maja inne zdarzenia, dziejace si¢ w mitochondriach komorek starych. Wymieni¢
tu nalezy zjawisko tzw. wstecznej odpowiedzi sygnalowej (ang. retrograde signaling
response), opisane po raz pierwszy na przykladzie fibroblastow, ktorego istota jest
wzmozenie biogenezy mitochondriow w komorkach starych (prowadzace do nadprodukcji
RFT) w odpowiedzi na obnizajaca si¢ ich zdolnos$¢ do generowania ATP (spadek potencjatu
btony mitochondriow) [58].

Oprocz tego, ze mitochondria stanowia podstawowe zrodto RFT w komorce, sa one tez
pierwszymi ,,ofiarami” dziatania tych niszczacych molekut. Dane literaturowe wskazuja, ze
uszkodzenia DNA, ktére zwiazane sa z procesem starzenia si¢ dotycza glownie
mitochondrialnego DNA (mtDNA) [59]. Ta forma DNA wydaje si¢ by¢ bardziej narazona
na dziatanie RFT niz DNA jadrowe, zarowno ze wzgledu na sasiadowanie z miejscem ich
powstawania, jak réwniez ze wzgledu na brak biatek histonowych, pelniacych funkcje
ochronne oraz nizsza sprawno$¢ mechanizmoéw naprawiajacych uszkodzenia [60].
Najczgstsza  oksydacyjna modyfikacja DNA  jest 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna
(8-OH-dG), co wynika z faktu, ze sposrod zasad azotowych tworzacych DNA, to witasnie
guanina jest najbardziej podatna na utlenianie. Wykazano, ze zawarto$¢ 8-OH-dG
w komorkach starych jest wyzsza w poréwnaniu z komorkami mtodymi, co takze mozna
uzna¢ za jeden z dowoddéw na zaangazowanie stresu oksydacyjnego w proces starzenia si¢
na poziomie komoérkowym [61].

Innym waznym zrodtem endogennego stresu oksydacyjnego, towarzyszacego zar6wno
procesowi starzenia sig, jak i cukrzycy, jest metabolizm podwyzszonych stgzen glukozy
[62]. Jak wykazaly liczne badania, glukoza wystepujaca w podwyzszony stezeniu powoduje
wzrost generowania RFT w mitochondriach, czego przyczyny mozna upatrywac¢ w nasilonej

biogenezie tych organelli [63]. Wazne w tym kontek$cie jest takze i to, ze skutkiem
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ekspozycji komoérek na podwyzszone stezenie glukozy (i zwiazany z tym stres oksydacyjny)
jest ograniczenie ich potencjatu proliferacyjnego oraz przyspieszony rozwdj szeregu oznak
procesu starzenia si¢ [63-65].

Jako przyczyny egzogennego stresu oksydacyjnego, mogacego dziata¢ jako czynnik
spustowy procesu starzenia si¢ komoérek, mozna wymieni¢ wzrost komérek w warunkach
hiperoksji [40] oraz dziatanie utleniaczy (np. t-BHP i H,0O,) [66;67]. Warto zwr6ci¢ uwage,
ze komorki wykorzystywane jako modele procesu starzenia sig, podlegaja ekspozycji na
dzialanie wysokiego cis$nienia parcjalnego tlenu juz w momencie izolowania ich z tkanki in
vivo, co wydaje si¢ w duzej mierze przeklada¢ na ich dalsze losy, w tym mozliwosci
podziatowe in vitro [68].

Innym waznym aspektem starzenia si¢ komorek, a zarazem druga (obok nadprodukcji
RFT) strong medalu w aspekcie rozwoju stresu oksydacyjnego, jest dziatanie mechanizmow
antyoksydacyjnych. Badania z wykorzystaniem hodowli komoérek w warunkach niskiej
preznosci tlenu lub w obecnosci antyoksydantow pozwolily ustali¢, ze redukcja stresu
oksydacyjnego zmniejsza tempo skracania si¢ telomeréw oraz wptywa na wzrost mozliwosci
proliferacyjnych komorek in vitro [69;70]. Na szczegdlna uwage w tym kontekscie zastuguje
zewnatrzkomorkowa izoforma dysmutazy ponadtlenkowej (EC-SOD). Jak wykazaty badania
prowadzone na roznych typach fibroblastow, te komorki, ktére charakteryzowaty sig
wysokim potencjatem podzialowym (np. fibroblasty skorne) posiadaly wyzsza aktywno$¢
EC-SOD od komoérek o nizszej aktywnosci proliferacyjnej (np. fibroblastow ptucnych) [71].

7. Stilbeny

Stilbeny naleza do naturalnych polifenoli. Najlepiej poznanym przedstawicielem tych
zwiazkow jest resweratrol (3,4’,5-trihydroksy-#rans-stilben). Po raz pierwszy zwiazek ten
zostal wyizolowany w 1940 roku z korzenia ciemigzycy wielokwiatowej (Veratrum
grandiflorum), a w 1976 roku zidentyfikowano go w skorkach winogron [72-74]. Synteza
resweratrolu w roslinach nastgpuje w odpowiedzi na $wiatto ultrafioletowe (UV-B, UV-C) i
uznawana jest za jeden ze sposobow ich walki z zakazeniami grzybiczymi [75].

Resweratrol wystgpuje w winogronach biatych, jak i czerwonych, stad obecny jest takze
w biatym i czerwonym winie. Stezenie tego zwiazku w winach miesci si¢ w zakresie od 0,2
mg/l do 7,7 mg/l, a réznice te sa pochodna warunkéw klimatycznych w winnicy (szczeg6lnie
nastonecznienia), szczepdéw winogron i warunkéw dojrzewania win. Czerwone wina cechuje

wyzsze stezenie resweratrolu, co jest spowodowane roznicami w procesie winifikacji — do
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produkcji win czerwonych uzywa si¢ catego grona (najwyzsze stezenie resweratrolu jest
w skorce tych owocdéw), w przeciwienstwie do biatego wina, produkowanego z miazszu
pozbawionego skorki [76]. Oprocz winogron i wina, resweratrol mozemy znalez¢ rowniez
w orzeszkach ziemnych, owocach morwy 1 jagodach, natomiast jego najwigksze st¢zenie
wystepuje w wysuszonych korzeniach 1 todygach rdestu japonskiego (Polygonum
cuspidatum) [77].

To wiasnie obecno$ci resweratrolu przypisuje si¢ wywolywanie tzw. ,.francuskiego
paradoksu”, tj. zjawiska, w ktorym stopien $miertelnosci z powodu chordb naczyn
wieicowych we Francji jest nizszy niz w innych panstwach o podobnym ryzyku
wystgpowania tych chorob [78]. Uwaza sig, ze ma to prawdopodobnie zwiazek z iloscia
wypijanego przez Francuzéw czerwonego wina [79-81].

Po spozyciu, resweratrol jest metabolizowany w hepatocytach, gdzie przy udziale
cytochromu P450 przeksztatlcany jest do 3,3’,4°,5-tetrahydroksy-stilbenu oraz drugiego
tetrahydroksy-stilbenu, okre§lanego jako M1 [82].

8. Wlasciwosci biologiczne resweratrolu

Lata 90-te ubiegtego wieku przyniosty nowa falg zainteresowania resweratrolem, ktorego
aktywnos$¢ zaczgto utozsamia¢ z dziataniem kardioprotekcyjnym, przeciwnowotworowym
1 przeciwzapalnym. Pojawity si¢ takze doniesienia, bazujace szczegodlnie na badaniach
na organizmach nizszych, ze zwiazek ten moze takze wykazywaé dzialanie opdzniajace

proces starzenia sig.

8.1. Dzialanie ochronne na uklad sercowo-naczyniowy

Badania dotyczace wtasciwosci resweratrolu wskazuja na jego wielokierunkowe
dzialanie w zapobieganiu chorobom uktadu krazenia. Stwierdzono, ze zwiazek ten ma
zdolnos$¢ obnizania stopnia utleniania lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), uczestniczacych
w powstawaniu blaszki miazdzycowej [83;84]. Innym efektem dziatania resweratrolu
w konteks$cie ochrony ukladu sercowo-naczyniowego jest jego dziatanie hamujace
aktywnos¢ plytek krwi. Stwierdzono, ze wywiera on dziatanie antyadhezyjne
1 antyagregacyjne. Badania wykazaly m.in.,, ze godzinna inkubacja ptytek krwi
z resweratrolem obniza stopien ich adhezji o 32% [85-87]. Uwaza si¢ takze, ze za
hamowanie agregacji ptytek pod wptywem resweratrolu moze odpowiada¢ jego wptyw na

hamowanie aktywnosci cyklooksygenazy-1 (COX-1) [87]. Innym opisanym dziataniem
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resweratrolu jest wptyw na rozszerzanie naczyn krwiono$nych pod wplywem wzmozonej
produkcji tlenku azotu (NO), za co odpowiada pobudzenie aktywnosci $rodbtonkowej
izoformy syntazy tlenku azotu (eNOS) [88;89].

przeciwagregacyjne
przec;wnowotworowe kardloprotekcyjne
przeciwwirusowe i
przeciwbakteryjne ¥ - ——* neuroprotekeyjne
antyoksydacy}ne l przec[wstarzenzowe

przeciwzapalne

Rycina 2. Najwazniejsze biologiczne wlasciwosci resweratrolu.
Mechanizmy dzialania kardioprotekcyjnego, przeciwnowotworowego, przeciwzapalnego
1 przeciwstarzeniowego resweratrolu zostaly szczegoétowo opisane w tekscie pracy.

W duzej mierze, dziatanie kardioprotekcyjne resweratrolu jest utozsamiane z jego
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna resweratrolu wyraza si¢
poprzez hamujacy wpltyw na wewnatrzkomérkowa produkcje RFT [90], zwigkszenie
aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej [91] oraz stgzenia glutationu zredukowanego (GSH)
[92], a takze przez zahamowanie utleniania lipidow zawartych w blonie komodrkowej [93].
Bartelli 1 wsp. oceniajac hamowanie powstawania RFT pod wplywem resweratrolu
zawartego w winie wykazali, Zze zwiazek ten ogranicza powstawanie rodnikoéw
hydroksylowych, co przypisuje si¢ jego synergistycznemu dziataniu z innymi polifenolami
obecnymi w tym trunku [94]. Zaobserwowano, ze w aspekcie hamowania peroksydacji
lipidow btonowych, za ktéra w gtownej mierze odpowiada rodnik hydroksylowy, resweratrol
wykazuje aktywno$¢ wyzsza niz witaminy E 1 C [95]. Antyoksydacyjne wlasciwosci
resweratrolu moga by¢ takze konsekwencja przytaczonych grup fenolowych do pierscienia
aromatycznego. Stwierdzono, ze wlasciwosci antyoksydacyjne resweratrolu wzrastaja, gdy

pierScien zawiera grupy hydroksylowe w pozycji orto [96].
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8.2. Dzialanie przeciwnowotworowe

Jak wykazaty liczne badania, resweratrol moze hamowa¢ wszystkie etapy
kancerogenezy, w tym procesy inicjacji, promocji i progresji komoérek nowotworowych [97].
Potencjat przeciwnowotworowy resweratrolu jest przede wszystkim zwiazany z jego
dzialaniem antyproliferacyjnym, co potwierdzono w przypadku licznej grupy komorek
nowotworowych, w tym komorek raka piersi [98], raka jelita grubego [99], raka trzustki
[100], raka zotadka [101], raka prostaty [102] oraz raka ptuc [103]. Uwaza sig, ze
antyproliferacyjne dzialanie resweratrolu jest zwiazane przede wszystkim z aktywacja
uktadu bialek supresorowych p53-p21 [98;102;104]. Zasugerowano, ze swoj wpltyw moze
on takze wywiera¢ poprzez zahamowanie aktywno$ci reduktazy rybonukleotydow, tj.
enzymu katalizujacego jeden z kluczowych etapéw komorkowej syntezy DNA de novo
[105].

Innym, waznym aspektem przeciwnowotworowego dzialania resweratrolu jest
pobudzanie programowanej $§mierci komorek, czyli apoptozy. Dotyczy to m.in. nowotworow
okreznicy [99], tarczycy [106] oraz glowy [107]. Proapoptotyczne dziatanie resweratrolu jest
prawdopodobnie zwigzane z aktywacja enzymow z grupy kaspaz (w tym kaspazy -3,-4,-8,
1 -9 [108]), aktywacja szlaku Notch [106], hamowaniem aktywnosci antyapoptotycznych
biatek Bcl-2 oraz Bcl-xL [100] oraz obnizeniem potencjatu btony mitochondrialnej (AW,,)
[109]. Zaobserwowano ponadto, ze resweratrol moze stanowi¢ element przeciw-
nowotworowej terapii skojarzonej. Badania przeprowadzone na komorkach neuroblastoma,
zwojakow ztosliwych, raka trzustki, raka piersi i raka prostaty wykazaly, ze resweratrol
moze uwrazliwia¢ te typy nowotworow na dziatanie takich, powszechnie stosowanych,
chemioterapeutykow, jak: doksorubicyna, cisplatyna, arabinozyd cytozyny oraz metotreksat
[110]. Wprowadzenie resweratrolu do schematu terapeutycznego powoduje zatrzymanie
cyklu komorkowego w fazie S, co jest korzystne dla dalszej terapii zmierzajacej do indukcji
apoptotycznej $mierci komoérek nowotworowych [110;111]. Badania przeprowadzone przez
Battout i wsp. na komorkach raka szyjki macicy, przewleklej biataczki szpikowej oraz
szpiczaka mnogiego wykazaly takze, ze resweratrol moze uwrazliwia¢ komorki
nowotworowe na dziatanie promieniowania X [112].

Inna, cenna wlasciwoscia resweratrolu w konteks$cie terapii przeciwnowotworowej jest
zdolno$¢ hamowania procesu neowaskularyzacji. Wykazano m.in., ze resweratrol hamuje
proliferacj¢ komoérek srodbtonka naczyn zard6wno w modelach in vitro [113], jak i1 in vivo

[77]. W duzej mierze, taki efekt resweratrolu moze wynika¢ z jego hamujacego wptywu na
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produkcje gléwnego mediatora angiogenezy, jakim jest czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn
(VEGF) [114;115].

Na koniec warto takze wspomnie¢, iz resweratrol moze wykazywac¢ dziatanie ochronne
przed rakotworczym wplywem niektorych substancji, jak cho¢by w przypadku ekspozycji

komorek nablonka oddechowego na benzo[a]piren [116].

8.3. Dzialanie przeciwzapalne

Jednym z efektéw dziatania resweratrolu jest hamowanie aktywnosci COX-I,
prowadzace do obnizenia syntezy wielu czynnikdw prozapalnych [117]. Badania
przeprowadzone przez Donnelly i wsp. na komoérkach nabtonkowych uktadu oddechowego
wykazaty takze wplyw resweratrolu na zahamowanie aktywnos$ci COX-2 oraz ograniczenie
uwalniania chemokiny CXCLS8/IL-8 [118]. Resweratrol moze takze blokowaé aktywacjg
czynnika transkrypcyjnego NF-xB [119] oraz obniza¢ produkcje czynnika martwicy
nowotworow-a. (TNF-a) [120], interleukiny-1 (IL-1) [121], interleukiny-6 (IL-6) [122],
biatka chemotaktycznego monocytow-1 (MCP-1) [123] oraz czastek adhezyjnych ICAM-1
i VCAM-1 [124].

8.4. Wplyw resweratrolu na proces starzenia si¢

Zainteresowanie biologicznym dziataniem resweratrolu wzrosto jeszcze bardziej, gdy
okazato sig, ze zwiazek ten wpltywa w bardzo korzystny sposob na dlugos¢ zycia
organizméw modelowych. Znaczace wydluzenie zycia pod wplywem resweratrolu
odnotowano na takich organizmach, jak: drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae
[125], nicien Caenorhabditis elegans [126] oraz muszka owocowka Drosophila
melanogaster [127]. Interesujacym spostrzezeniem, szczegdlnie w kontekscie ewolucyjnych
aspektow procesu starzenia sig jest fakt, ze przedtuzajac dtugo$¢ zycia organizmow nizszych
resweratrol nie ograniczyl ich plodnosci [127]. Powodzeniem zakonczyly si¢ takze
doswiadczenia na organizmach wyzszych. Przyktadowo, badania przeprowadzone na rybach
z gatunku Nothobranchius furzeri wykazaty, ze resweratrol wydtuza ich Zzycie nawet o 56%
[128].

Mechanizm za posrednictwem ktorego resweratrol wptywa na przedtuzenie zycia nie jest
do konca poznany, jednak sadzi sig¢, ze moze on wynika¢ z aktywacji sirtuin (szczeg6lnie
SIRTI i1 SIRT2), ktore naleza do NAD(+)-zaleznych deacetylaz histonowych, i odgrywaja

zasadnicza role¢ w regulacji metabolizmu energetycznego komorek, utrzymywaniu
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stabilno$ci genomu i odpowiedzi na stres [125;129]. Poprzez zwigkszenie ekspresji genu
Sirtl, resweratrol moze wptywa¢ m.in. na aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego FOXO,
regulujac przez to takie zjawiska, jak: hamowanie adipogenezy oraz redukcj¢ istniejacej
tkanki ttuszczowej [130]. W tym kontekscie, ciekawych informacji dostarczyly badania Baur
1 wsp., ktorzy wykazali, Ze resweratrol poprawia stan zdrowia oraz zmniejsza ryzyko zgonu
0 30% u myszy bedacych na diecie wysokottuszczowej w stosunku do zwierzat kontrolnych
[131]. Ten efekt przypisuje si¢ wptywowi resweratrolu na szereg procesOw metabolicznych,
w tym wzrost wrazliwosci tkanek na insuling, obnizenie stgzenia insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1), aktywacj¢ kinazy aktywowanej AMP (AMPK) oraz wzrost

liczby mitochondriéw w komorce [131].

: Srednia | M0 || @@j Saccharomyces cerevisiae

Maksymalna | 66%
| secre [ri] Caenorhabditis elegans
| Maksymalna [15%)
| Srednia | 20% ] Drosophila melanogaster
| Maksymalna | 22%]
| Srednia | 56% |
| Maksymalna [ 5%% ‘ Nothobranchius furzeri
| Srednia | /‘l/'-“\
? . i
| Maksymalna | % Or Ssaki

Rycina 3. Wplyw resweratrolu na Srednia i maksymalng dlugos$¢ zycia organizmow.
Zmodyfikowano na podstawie pracy Baur i Sinclair [132].

W przeciwienstwie do dos¢ dobrze scharakteryzowanego wptywu resweratrolu na proces
starzenia si¢ organizmow in vivo, wplyw tego zwiazku na starzenie si¢ komorek in vitro jest
niejednoznaczny. Mianowicie, w przypadku niektérych typéw komorek, np. keratynocytow
[133] 1 komorek $rodbtonka naczyn [134] resweratrol okazal si¢ hamowac ich mozliwosci
proliferacyjne. Z kolei w przypadku mezenchymalnych komoérek macierzystych [135] oraz
komorek progenitorowych $rodbtonka naczyn [136], resweratrol opdznial tempo ich
starzenia si¢. Gdy natomiast badaniom poddano fibroblasty skérne, okazalo sig, ze zwiazek

ten nie wplywa w zaden sposéb na ich potencjat podziatlowy [137].
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Rycina 4. Rola sirtuin w zaleznym od resweratrolu i restrykcji kalorycznej wydluzaniu
zycia organizmow modelowych. Znakiem (+) oznaczono aktywacje¢ szlaku, natomiast
znakiem (-) jego hamowanie.

9. Wlasciwosci biologiczne analogow resweratrolu

Mimo wielu korzystnych dziatan w stosunku do komorek, jak i calych organizmoéw,
zastosowanie resweratrolu na szersza skale jest ograniczane przez jego relatywnie niska
biodostepnos¢ oraz szybki rozklad do mniej aktywnych metabolitow [73]. Aby ominaé te
niedogodnosci, duzy nacisk ktadzie si¢ obecnie na poszukiwania syntetycznych pochodnych
resweratrolu, w przypadku ktorych udaloby si¢ — przy zabezpieczeniu waznych dla jego
biologicznej aktywno$ci grup funkcyjnych — wuzyskaé lepsze 1 trwalsze dziatanie
biologiczne. Szczegblnym zainteresowaniem ciesza si¢ syntetyczne, dodatkowo
hydroksylowane i metoksylowane analogi resweratrolu [138]. Co istotne, jak wykazano
m.in. na przykladzie 3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilbenu (ktory uznawany jest
obecnie za najbardziej aktywny syntetyczny analog resweratrolu [138]), aktywno$¢
biologiczna pochodnych moze by¢ znaczaco wyzsza niz ich naturalnego pierwowzoru. I tak,
potencjat antyoksydacyjny 3,3’,4,4’,5,5’-heksahydroksy-frans-stilbenu moze by¢ nawet
kilka tysigcy razy wyzszy niz samego resweratrolu [139]. Stwierdzono takze, ze zar6wno
antyoksydacyjne, jak i proapoptotyczne wiasciwosci analogéw zawierajacych grupy 3,4-
dihydroksylowe, tj. 3,4-trans-dihydroksystilbenu, 3,4,4’-trans-trihydroksystilbenu 1 3,4,5-

trans-trihydroksystilbenu byly znaczaco wyzsze w porownaniu z resweratrolem [140].
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Podobna prawidtowos$¢ zaobserwowano w odniesieniu do antyproliferacyjnego wplywu
3,5,3",4'-tetrahydroksy-trans-stilbenu 1 3,5,3',4',5'-pentahydroksy-trans-stilbenu w stosunku
do komorek transformowanych [141]. Jednoczes$nie trzeba zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie
do usystematyzowanej wiedzy, jaka juz posiadamy odnos$nie aktywnos$ci resweratrolu
w roznych modelach biologicznych, wiedza o efektach dzialania jego dodatkowo
hydroksylowanych analogéw jest wciaz niepelna. Dla przyktadu, brak jest na t¢ chwilg
jakichkolwiek doniesien, mowiacych o wptywie tych zwiazkoéw na tempo procesu starzenia

si¢ in vitro lub in vivo.

10. Komorki mezotelium otrzewnowego

Otrzewna jest najwigksza blona surowicza w ludzkim organizmie, wywodzaca si¢
embriologicznie z mezenchymy. Od wewnatrz, pokrywa ona $ciany jamy miednicy i jamy
brzusznej — nazywamy ja wtedy otrzewna $cienna. Otrzewna trzewna, natomiast, pokrywa
narzady zawarte w jamie brzusznej. Jama otrzewnowa okreSla si¢ przestrzen zawarta
pomiedzy otrzewna Scienna i otrzewna trzewna [142-144]. Powierzchniowa warstwe blony
otrzewne] stanowia komorki mezotelialne [142], rozdzielajace dwa kompartymenty
organizmu, tj. jamg otrzewnowa i krew [143].

Komorki mezotelialne (KM) stanowia najliczniejsza populacje komoérek w obrebie
otrzewnej, co predysponuje je do pelnienia szczegdlnej i dominujacej roli w regulacji
procesoOw zachodzacych tam zarowno w warunkach fizjologii, jak i1 patologii. Opisujac
zakres biologicznych funkcji KM mozna stwierdzi¢, ze komorki te petnia zadania ochronne,
syntetyczno-wydzielnicze oraz transportowe [144-146].

Funkcja ochronna KM polega na zapobieganiu mikrourazom otrzewne] podczas
przemieszczania si¢ narzadow jamy brzusznej, co zawdzigczane jest licznym
mikrokosmkom na ich powierzchni oraz zdolnosci do wydzielania substancji fosfolipidowe;,
zblizonej budowa do surfaktantu, pelniacej funkcje nawilzajace [144;147]. Przez dziatanie
ochronne komodrek mezotelialnych mozna takze rozumie¢ ich udziat w procesach regeneracji
otrzewnej, co z kolei wynika m.in. z ich zdolnosci do produkcji elementoéw macierzy
pozakomorkowej, takich jak kolagen, fibronektyna i laminina [142;144].

Wilasciwosci syntetyczno-wydzielnicze mezotelium zwiazane sa z produkcja szeregu
czynnikow, zaangazowanych w takie procesy biologiczne, jak: hemostaza, angiogeneza,
przebudowa macierzy pozakomorkowej oraz reakcja zapalna. Czynniki uczestniczace

w wymienionych zjawiskach, wydzielane przez KM zostaly zebrane w tabeli 3.
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Tabela 3. Najwazniejsze czynniki wydzielane przez KM wraz z podzialem na pelnione
przez nie funkcje.

Czynnik Funkcja Zrodto
e tkankowy aktywator plazminogenu
(t-PA),
e urokinazowy aktywator [142-

plazminogenu

(u'PA)a

inhibitory aktywatorow
plazminogenu-1 1 -2
(PAI-11PAI-2)

pobudzanie i hamowanie
procesu fibrynolizy

144;148-150]

czynnik wzrostu §rodblonka naczyn

(VEGF) angiogeneza [151]
elementy macierzy
: fil‘ta:rs(?rllri,tyna pozakom(’)rkowc?j; u'dzi.al
e Kolagen typu’I 1L TV W proc?sach. wl.oknlema, . [142-144]
i T regeneracji, gojenia otrzewnej [152]
¢ kwgs hlaluronowy, oraz powstawaniu zrostow [68;153]
* laminina blony otrzewnowej
e transformujacy czynnik wzrostu-3
(TGF-p), . .
e metaloproteinazy MMP-1, MMP-3, CZYHHlkl reggluj ace .syntezq
MMP-9, i degradaCJQ’ macierzy [154-156]
e tkankowe inhibitory metaloproteinaz pozakomorkowej
TIMP-1 1 TIMP-2
e interleukina-1 (IL-1),
e interleukina-6 (IL-6),
e chemokina CXCLS&/IL-8, [142-
e czynnik chemotaktyczny regulacja przebiegu reakcji

monocytow-1 (MCP-1),
czasteczka adhezji
migdzykomorkowej -1 (ICAM-1),
czasteczka adhezyjna komorek
srodblonka-1 (VCAM-1)

zapalnej

144;157-160]

fosfolipidy

(fosfatydylocholina, sfingomielina,
fosfatydyloinozytol,
fosfatydyloamina)

zmniejszanie tarcia, ochrona,
oraz zapobieganie zrostom

[143;144]
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e prostaglandyny (PGI,, PGE,),
e tromboksan B, (TxB),

e tlenek azotu (NO),

e endotelina-1(ET-1)

udziat w regulowaniu
mikrokrazenia w otrzewne;j [142-144]

e akwaporyny-1,-3 (AQP-1, AQP-3),
e transportery glukozy
(GLUT1, GLUT3)

udziat w procesach

transportowych wody, glukozy [142;143;161]

Funkcja transportowa komorek mezotelialnych polega na wymianie wody 1 czastek
rozpuszczonych pomigdzy przestrzenia wewnatrznaczyniowa a jama brzuszng [143].
Transport czasteczek oparty jest na zjawisku dyfuzji, ktéora zachodzi zaréwno droga
migdzykomorkowa 1 przezkomodrkowa, 1 zalezy od wiasciwosci fizyko-chemicznych

(gtownie wielko$ci i fadunku) transportowanych czasteczek [144].

11. Starzenie si¢ ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro

Jedna z wyrdzniajacych cech ludzkich komorki mezotelium otrzewnowego jest ich
bardzo ograniczona aktywnos$¢ proliferacyjna in vitro [162-164]. Takze w warunkach in vivo
komorki te cechuje niskie tempo podziatow, czego odbiciem jest indeks mitotyczny
wynoszacy okoto 0,2-0,5% [146;165]. Odzwierciedleniem niskiej aktywnosci proliferacyjne;j
KM jest niewielka liczba mozliwych do osiagnigcia podzialéw. Stwierdzono, ze
w zoptymalizowanych warunkach hodowli in vitro, KM starzeja si¢ po przejSciu okoto
6-10 podzialow, a mediatorem tego zjawiska jest biatko p16 [166]. Badania majace na celu
wykazanie roli telomeréw w procesie starzenia si¢ KM dowiodly, Zze utracie aktywnosci
proliferacyjnej tej grupy komorek nie towarzyszy proces skracania si¢ telomerow [55].
Co istotne, stwierdzono, ze juz w mtodych KM S$rednia dtugos¢ telomerow (~3.5 kbp) jest
zdecydowanie nizsza od tej, spotykanej w innych typach komoérek somatycznych (~8-10
kbp) [167]. Przyczyna tego zjawiska moze by¢ duza wrazliwo$¢ komorek miodych na
dzialanie zewnatrzpochodnego stresu oksydacyjnego. Jak wykazaly badania stopnia
uszkodzen DNA w komoérkach mlodych, frakcja komoérek zawierajacych histon y-H2A.X
moze stanowi¢ nawet polowg calej populacji. Co rownie istotne, zdecydowana wigkszos¢
uszkodzen DNA zlokalizowana byla pozatelomerowo [55].

Niebagatelne znaczenie stresu oksydacyjnego w starzeniu si¢ KM potwierdzity takie
obserwacje, jak wzrost produkcji RFT przez komorki stare, nagromadzenie w nich 8-OH-dG

oraz obnizenie st¢zenia GSH [65;168]. Z drugiej strony, wczesna protekcja komorek przed
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stresem oksydacyjnym, przeprowadzona za pomoca putapki spinowej, N-tert-butylo-o-
fenylonitronu (PBN), wptyngla na znaczaca poprawe mozliwosci podziatowych komorek,
ograniczenie produkcji RFT oraz zahamowanie tempa pojawiania si¢ molekularnych oznak
komorkowego starzenia sig [68].

Stwierdzono takze istnienie odwrotnej zaleznosci migdzy potencjalem podziatlowym
komorek in vitro a kalendarzowym wiekiem dawcy komorek in vivo. Czynnikiem, ktory
okazal si¢ mie¢ decydujace znaczenie dla powstania tej zaleznosci byla skala produkcji
transformujacego czynnika wzrostu-f1 (TGF-B1) przez komorki [169]. Badania wykazaty,
ze wydzielanie TGF-B1 wzrasta w miarg starzenia si¢ komorek in vitro [65], jak rowniez, ze
istnieje  dodatnia zalezno$¢ migdzy sekrecja TGF-B1 przez komodrki mtode,
a kalendarzowym wiekiem ich dawcy [169]. Istnienie szczegllnie tej drugiej zaleznosci
zasugerowalo mozliwos¢, ze w tkance otrzewne] moga wraz z wiekiem gromadzi¢ si¢
replikacyjne stare KM. Ostatecznego potwierdzenia tej hipotezy dostarczyly cytochemiczne
badania skrawkow sieci wigkszej, ktore wykazaly obecno$¢ w nich komoérek cechujacych sig

aktywnos$cia SA-B-Gal [68].
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CEL PRACY

Celem pracy bylo okreslenie wptywu substancji z grupy stilbenéw, tj. resweratrolu oraz
jego trzech syntetycznych analogéw: 3,3°,4,4’-THS, 3,3°,5,5’-THS 1 3,3°,4,4°,5,5’-HHS na
przebieg procesu replikacyjnego starzenia si¢ ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego

w modelu in vitro.

W szczegdlnosci ocenie poddano wptyw stilbendw na takie parametry zwigzane ze
starzeniem si¢ komorek, jak:
a) potencjal proliferacyjny,
b) kinetyke starzenia si¢ komorek,
c) ekspresje markera komorek starych (SA-B-Gal),
d) zmiany dtugos$ci telomerdw,
e) czestos¢ apoptotycznej Smierci komorek,
f) wyktadniki stresu oksydacyjnego (produkcj¢ RFT, aktywnos¢ SOD, gromadzenie 8-
OH-dG),
g) metabolizm mitochondriéw (wielko$¢ potencjatu blony mitochondrialne; AW, oraz
biogenez¢ mitochondriow),
h) wlasciwosci wydzielnicze komoérek (VEGF, CXCLS/IL-8),
1) zalezna od KM proliferacj¢ komorek §rédbtonka naczyniowego (HMEC-1).
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METODYKA

1. Materialy

Odczynniki chemiczne uzywane w trakcie eksperymentéw i oznaczen biochemicznych
pochodzity z firmy Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Materialty wykorzystane do
hodowli komorkowej pochodzity z firm Nunc (Roskilde, Dania) oraz Becton Dickinson

(BD, NJ, USA).

2. Izolacja i hodowla ludzkich komdérek mezotelium otrzewnowego

Eksperymenty zostaly przeprowadzone na pierwotnych hodowlach KM, wyizolowanych
z fragmentow sieci wigkszej, usuwanych w czasie zabiegéw chirurgicznych ze wskazan
lekarskich. Ws$rdd najczestszych powodow zabiegu chirurgicznego, potaczonego ze
wskazaniem usunigcia tkanki otrzewnej, mozna wymienié: zrosty otrzewnej (korekta
wcezesniejszych zabiegow, powiklania u pacjentéw dializowanych otrzewnowo), przepukling
pepkowa i pachwinowa, tetniaki aorty, niedroznos$¢ jelit, kamice zotciowa i raka jelita
grubego [61]. Tkanki pochodzity od pacjentow w przedziale wieckowym od 45 do 55 lat.
Zgodnie z wnioskiem przedstawionym Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu (zgoda na prowadzenie badan nr 465/09, z dnia 6 maja 2009 roku), tkanki byly
pobierane wytacznie od pacjentdéw, ktdrych zabieg byt uprzednio planowany, po uzyskaniu
ich zgody, wraz z poinformowaniem o mozliwych skutkach ubocznych zabiegu. Pobrana
tkanka zostala przeniesiona do naczynia z ptynem Hanksa bez jonéw Ca>" i Mg®" (ang.
Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS), ktére nastgpnie zostalo umieszczone w lodéwcee. Po
zabiegu, pracownik Katedry Patofizjologii odbierat naczynie z tkanka, z oddziatu i w ciagu
30 minut dostarczat je do laboratorium.

Izolacja 1 hodowla komorek byla prowadzona wedlug procedury opisanej przez
Van Bronswijka i wsp. [170]. Po dostarczeniu tkanki do pracowni, umieszczano ja
w roztworze trypsyny (0,05%) 1 EDTA (0,02%) rozpuszczonych w HBSS 1 inkubowano
przez 20 minut, wytrzasajac w tazni wodnej, w temperaturze 37 °C. Uzyskana zawiesing
komorek dwukrotnie przeplukiwano medium hodowlanym M199, zawierajacym 10%
bydlecej surowicy ptodowej (FBS) (Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein,
RFN) oraz dodatek glutaminy (2 mM), penicyliny (100 U/ml), streptomycyny (100 pug/ml)
1 hydrokortyzonu 50 pl (0,4 pg/ml) (medium standardowe). Po odwirowaniu przez 10 minut

przy szybkosci 150 x g, komorki zawieszano w standardowym medium hodowlanym
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i posiewano w butelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm?”. Komérki inkubowane byly
w temperaturze 37 °C w $rodowisku nawilzanym o zawarto$ci 5% CO,. Co 3 dni
wymieniano cato$¢ medium hodowlanego na nowe. Po uzyskaniu przez hodowle fazy
zlewnosci, komorki przesiewano do naczyf o powierzchni 75 cm? w celu ich namnozenia do

dalszych eksperymentow.
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Rycina 5. Morfologia pierwotnych hodowli KM po osiagnigciu stadium zlewnosci.
Zastosowane powigkszenie 40 x.

3. Identyfikacja komorek mezotelium otrzewnowego

Identyfikacje komoérek prowadzono kierujac si¢ kryterium morfologicznym (ksztatt
,kostki brukowej” [171]), a takze stosujac badanie immunocytochemiczne na obecnos¢
antygenu HBME-1, wystepujacego w mikrokosmkach btony komoérkowej KM [172].
Obecnos¢ antygenu HBME-1 oceniano w komoérkach hodowanych w komorach typu
Lab-Tek™ Chamber Slides (Nunc). Po osiagnieciu przez komoérki fazy zlewnosci, ptukano
je w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (ang. Phosphate Buffered Saline,
PBS), a nastgpnie utrwalano przez 3 minuty w roztworze formaldehydu (3%). Po
wyptukaniu utrwalacza, komoérki inkubowano przez 5 minut w roztworze H,O, (0,3%)
w celu zahamowania aktywnosci endogennych peroksydaz. Nastgpnie komorki inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z mysim przeciwcialem monoklonalnym anty-
HBME-1 (Dako, Glostrup, Dania), rozcienczonym 1:25 w roztworze Tris-HCI (0,05 M) pH
7,6 z dodatkiem 3% FBS. Po wyptukaniu przeciwciata za pomoca PBS preparat inkubowano
przez 30 minut w temperaturze 37 °C z przeciwcialami wyznakowanymi peroksydaza
chrzanowa 1 skierowanymi przeciwko mysiej IgG (Dako EnVision™ system). Po inkubacji
i wyptukaniu komoérek PBS, preparat inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej

w roztworze 3,3’-diaminobenzydyny (DAB) (0,06 mM) oraz H,O; (2 mM), po czym
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zabezpieczono wodnym medium mocujacym (Dako). Jako komorki cechujace sig
obecnos$cia antygenu HBME-1 uznano te, ktérych powierzchnia zostata wybarwiona na
kolor brazowy. Jako kontrole ujemna wykorzystano komorki s$rodbtonka naczyn

wlosowatych skory (ang. human microvascular endothelial cells, HMEC-1) zakupione

w firmie Lonza (Bazylea, Szwajcaria).

KM

HMEC-1

Rycina 6. Komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego (KM) wybarwione dodatnio
na obecno$¢ antygenu HBME-1 oraz ujemny wynik barwienia komorek Srodblonka
naczyniowego HMEC-1. Zastosowane powigkszenie 200x.

4. Hodowla komorek srodblonka naczyn wlosowatych skory HMEC-1

Komoérki byty przechowywane do czasu eksperymentu w formie zamrozonej w ciektym
azocie z dodatkiem dimetylosulfotlenku DMSO (5%) jako krioprotektanta. Po odmrozeniu
i wyphukaniu DMSO, komorki zostaly posiane do naczyh o powierzchni 75 cm?® w medium
MCDB-131 z dodatkiem 10% FBS, glutaminy (2 mM), penicyliny (100 U/ml)
1 streptomycyny (100 ug/ml). W celu namnozenia komorek do liczby niezbgdnej do dalszych
badan, hodowle HMEC-1 pasazowano co 4-5 dni, co drugi dzien wymieniajac medium
hodowlane na nowe. W doswiadczeniach polegajacych na ekspozycji komorek HMEC-1
na medium kondycjonowane z hodowli KM, na 2 tygodnie przed planowanym
eksperymentem hodowle HMEC-1 przeniesiono do medium witasciwego dla komorek KM,
tj. medium M199. Jak wykazaly badania wstepne (nie pokazano), tempo proliferacji
komoérek HMEC-1 w pelnym medium M199 bylo poréwnywalne z grupa hodowana w
medium MCDB-131.
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5. Wywolywanie replikacyjnego starzenia si¢ KM in vitro

Po osiagnigciu przez hodowlg pierwotng stadium zlewno$ci, komoérki ztuszczano
za pomoca roztworu trypsyny (0,05%) 1 EDTA (0,02%) 1 zawieszano w standardowym
medium hodowlanym z dodatkiem 10% FBS. Ztuszczone komorki posiewano w butelkach
hodowlanych o powierzchni 25 cm® w gestosei 3x10* komérek/cm®. Kolejne pasaze
przeprowadzane byly w tygodniowych odstgpach, az do momentu, gdy uzyskana liczba
komorek nie byta wystarczajaca, by przesia¢ je po raz kolejny zachowujac wymagana
gestos¢. Pomigdzy pasazami dokonywano jednokrotnej wymiany medium hodowlanego
[166]. Podczas kazdego pasazu komorki liczono w komorze Biirkera. Skumulowanag liczbe
podwojen populacji (ang. cumulative population doublings; CPD) okreslono postugujac si¢
wzorem: CPD = log, (Cy/Cy), w ktorym C, - liczb¢ komorek na poczatku inkubacji, C; -
liczbe komorek pod koniec inkubacji [166].

6. Zwiazki badane

W badaniach wykorzystano cztery zwiazki z grupy stilbenow, tj.: 3,4’,5-trihydroksy-
trans-stilben (resweratrol); 3,3’,4,4’-tetrahydroksy-trans-stilben (3,3°,4,4’-THS); 3,3°,5,5’-
tetrahydroksy-trans-stilben (3,3°,5,5’-THS) 1 3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben
(3,3°,4,4,5,5’-HHS). Resweratrol zakupiono w firmie Sigma, natomiast analogi resweratrolu
zostaly zsyntetyzowane w Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, przy uzyciu standardowych metod
chemicznych [173]. Do mediéw hodowlanych stilbeny byly dodawane z uprzednio
przygotowanych st¢zonych roztwordéw, gdzie jako rozpuszczalnikgHuZyto DMSO.

C AL

N O
O HO

OH OH
resweratrol 3,4’ 5-trihydroksy-trans-stilben 3,3",4,4'-tetrahydroksy-trans-stilben
(3,3",4,4-THS)
OH oH

OH OH
3,3',5,5-tetrahydroksy-trans-stilben 3,3'.4,4' 5 5-heksahydroksy-trans-stilben
(3,3',5,5-THS) (3,3",4,4',5,5°-HHS)

Rycina 7. Budowa chemiczna badanych stilbenow.
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7. Ocena stabilnosci zwigzkow badanych metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC)

Stabilno$¢ resweratrolu i jego analogow oceniana byla przy uzyciu systemu Beckman
(Beckman, High Wycombe, UK) wyposazonego w detektor UV-DAD (zestaw przy dtugosci
fali 307 nm dla resweratrolu, 312 nm dla 3,3°,4,4’-THS, 304 nm dla 3,3’,5,5’-THS 1 327 nm
dla 3,3°,4,4°,5,5°-HHS). Rozdzial chromatograficzny resweratrolu i jego pochodnych
przeprowadzono na kolumnie Hypersil BDS-C18 (5 um, 250 "4,6 mm ID Astmoor, UK),
poprzedzonej przedkolumng BDS-C18 Hypersil (5 pm, 10 '4.6 mm ID), przy przeptywie
I ml/min. W celu wymycia zwiazkoéw badanych faza ruchoma sktadata si¢ z 5 mM octanu
amonu/buforu kwasu octowego, pH 7,4 (faza ruchoma A) i metanolu (faza ruchoma B).
Faz¢ ruchoma przesaczono przez filtr 0,45 um (HVLP04700, Millipore, Warszawa, Polska)
[174].
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Rycina 8. Przykladowy chromatogram resweratrolu uzyskany metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

8. Stezenia robocze substancji badanych oraz punkty czasowe eksperymentow

Na podstawie przeprowadzonych badan pilotazowych wyznaczono dwa stgzenia robocze
badanych stilbenow, tj. stgzenie 0,5 uM oraz 10 pM. Stgzenia te ustalono na podstawie
wynikéw badan proliferacji komorek w systemie ostrym, arbitralnie kierujac si¢ danymi
uzyskanymi dla naturalnego stilbenu — resweratrolu.

Takze w toku badan wstgpnych wybrano dwa punkty czasowe do oceny wplywu
stilbenéw na wtasciwosci komorek mezotelialnych, zwiazane z ich proliferacja i starzeniem
si¢. Jako ,,komorki mtode” wybrano te, ocenione podczas drugiego pasazu, tj. po 14 dniach
ekspozycji na substancje badane. Jako drugi punkt czasowy, okreslany jako ,,komorki stare”,

wybrano moment, w ktérym stwierdzono replikacyjna staro$¢ komorek kontrolnych. W tym
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samym momencie zbierano material z hodowli eksponowanych na stilbeny, celem ich

bezposredniego pordwnania z komodrkami kontrolnymi.

9. Ocena zywotnosci komorek metodg MTT

Badania przeprowadzono w 96-studzienkowych ptytkach mikrotitracyjnych na
komorkach posianych w wysokiej gestosci 1x10° komorek na studzienke, celem szybkiego
osiagnigcia przez nie stadium zlewnosci. Do czasu osiagnigcia petlnej zlewnosci hodowle
utrzymywano w kompletnym medium M199 z dodatkiem 10% FBS. Po osiagnigciu
zlewnosci, komorki synchronizowano i1 uwrazliwiano na dziatanie substancji badanych
poprzez ich 24-godzinng inkubacje w medium pozbawionym surowicy (SFM).

W czasie testu, po 48-godzinnym okresie ekspozycji na badane stilbeny, komorki
inkubowano ze §wiezym SFM zawierajacym roztwér MTT przez 4 godziny. Wytworzony
formazan (produkt redukcji bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetra-
zolowego), byl nastgpnie solubilizowany przez dodanie 20% roztworu soli sodowej
siarczanu dodecylu (SDS) i 50% N,N-dimetyloformamidu. Pomiaru absorbancji dokonano
przy uzyciu czytnika ptytek ELx808™ firmy Bio-Tek Ltd. (Winooski, USA), przy dtugosci
fali 690 nm.

10. Ocena proliferacji komorek
10.1. Metoda MTT

Badania proliferacji komoérek mezotelialnych metoda MTT przeprowadzono identycznie
jak w przypadku oceny ich zywotnosci, z ta roznica, ze do studzienek mikrotitracyjnych
komorki zostaty posiane w niskiej gestosci, tj. 5x10° komorek na studzienke. Po 24
godzinach inkubacji w pelnym medium, komorki synchronizowano i poddawano ekspozycji
na substancje badane.

W doswiadczeniach z wykorzystaniem komorek $rodbtonkowych HMEC-1, komorki
posiane w gestosci 1x10° komorek na studzienke inkubowano w pelnym medium przez
4 godziny, a nastgpnie przez 16 godzin w medium bez surowicy. Po tym czasie, komorki
eksponowano na probki medium kondycjonowanego z hodowli KM przez 24 godziny. Po

uptywie tego czasu, komorki byly starannie plukane i przeprowadzano test MTT [175].
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10.2. Ocena syntezy DNA w komoérkach metoda radioizotopowa

Analize¢ prowadzono na komorkach posiewanych w 48-studzienkowych ptlytkach
hodowlanych, w gestosci 1x10* komorek/cm?®. Po posianiu, komorki inkubowano przez
24 godziny w pelnym medium hodowlanym, w temperaturze 37°C 1 nawilzanym $srodowisku
zawierajacym 5% CO,. Po tym czasie, komorki poddawano ekspozycji na substancje badane
w medium bez surowicy, z dodatkiem [*H]-tymidyny (jako metyl-[*’H]-tymidyna; 1 pCi/ml;
Institute of Radioisotopes, Praga, Czechy) przez 24 godziny.

Oceny proliferacji komorek dokonano na podstawie analizy stopnia wychwytywania
i wbudowywania do DNA [*H]-tymidyny przez komorki dzielace sie. Po okresie inkubacji,
komorki ztuszczano mieszaning trypsyny (0,05%) 1 EDTA (0,02%), a bialko komorkowe
wytracano kwasem trdjchlorooctowym (20%) (Fluka, Buchs, Szwajcaria), nast¢pnie ptukano
tym samym kwasem w stgzeniu 10%. Uzyskany precypitat rozpuszczono w roztworze
NaOH (0,1 N), a radioaktywno$¢ mierzono po podaniu ptynu scyntylacyjnego w liczniku
scyntylacyjnym (Wallac, Perkin Elmer, Warszawa, Polska). Wyniki wyrazono jako liczbe

impulséw przypadajaca na 1 minutg pomiaru (ang. counts per minute; cpm).

10.3. Ocena ekspresji antygenu proliferacyjnego PCNA metoda immunocytochemiczng

Badania przeprowadzono na komérkach posianych w gestosci 1x10* komoérek na cm?
w komorach typu Lab-Tek™ Chamber Slides, inkubowanych przez 24 godziny i
utrwalonych za pomoca roztworu alkoholu etylowego (70%). Po utrwaleniu, komorki
wyptukano trzykrotnie PBS 1 inkubowano przez 30 minut z roztworem H,0, (0,3%) w celu
zahamowania aktywno$ci endogennych peroksydaz. Po starannym wyptukaniu, preparat
inkubowano z mysim monoklonalnym przeciwcialem anty-PCNA (klon PC10, Dako)
rozcienczonym w stosunku 1:500 w roztworze Tris-HCI (0,05 M) pH 7.6 z dodatkiem 2%
BSA przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji i starannym wyptukaniu
przeciwcial za pomoca PBS, preparaty inkubowano z kompleksem EnVision FLEX (Dako)
przez 20 minut, po czym ponownie ptukano przez 10 minut. Nastgpnie preparat inkubowano
z roztworem DAB przez 5 minut w temperaturze pokojowej, po czym, po dwukrotnym
wyptukaniu pozostawiono w wodzie destylowanej. Jadra komodrkowe podbarwiono przy
pomocy roztworu hematoksyliny Mayer’a przez 5 minut. Na koniec, preparaty zatopiono w
Pertex Mouting Medium (HistoLab, Goteborg, Szwecja). Komorki cechujace sie ekspresja
antygenu PCNA rozpoznano na podstawie brazowego zabarwienia jadra komorkowego.

Liczbe komorek dodatnich wyrazono jako odsetek 500 policzonych. Jako kontrole ujemna
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traktowano preparaty, w ktorych przeciwcialo anty-PCNA  zastagpiono mysia

immunoglobuling klasy IgG w analogicznym stgzeniu.

10.4. Ocena dystrybucji w cyklu komérkowym metoda cytometrii przeplywowej

Po wykonaniu pasazu komorki zhuszczano przy pomocy roztworu trypsyny (0,05%)
i EDTA (0,02%), liczono, a nastgpnie 1x10° komorek zawieszono w roztworze PBS
1 utrwalano w lodowatym etanolu (70%). Po utrwaleniu komorki odwirowano, wyplukano
w roztworze PBS, a nastgpnie zawieszono w roztworze cytrynianu sodu (0,1 M) pH 7.8
przez okres jednej minuty. W kolejnym etapie, komorki ponownie plukano w PBS
1 inkubowano przez 30 minut w roztworze jodku propidyny (PI) (5 mg/ml) (Molecular
Probes, Leiden, Holandia) 1 rybonukleaz (0,1 mg/ml) w PBS. Analizy dystrybucji komorek
w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego dokonano za pomoca cytometru
przeptywowego FACS Calibur™ (Becton-Dickinson, Plymouth, UK) zaopatrzonego
w program ModFit LT™ (Verity Software House, Topsham, ME, USA).

11. Badanie apoptozy komorek
11.1. Ocena zawartosci niskoczasteczkowego DNA

W badaniu tym komorki apoptotyczne o zmniejszonej barwliwosci DNA uwidaczniaja
si¢ w postaci dodatkowej subpopulacji komorek, tzw. frakcji subG; [176]. W trakcie pasazu
komorki ztuszezano przy pomocy roztworu trypsyny (0,05% ) i EDTA (0,02%), liczono, a
nastepnie 1x10° komoérek zawieszono w roztworze PBS i utrwalano w lodowatym etanolu
(70%). Po utrwaleniu komorki odwirowywano, ptukano w roztworze PBS, a nastepnie
zawieszono w roztworze cytrynianu sodu (0,1 M), pH 7,8 na 1 minut¢. W kolejnym etapie
komorki ptukano w PBS, a nastgpnie inkubowano przez 30 minut w roztworze PI (5 mg/ml)
1 rybonukleaz (0,1 mg/ml) w PBS. Pomiaru odsetka komorek bedacych w fazie subG;
dokonano za pomoca cytometru przeptlywowego FACS Calibur™ zaopatrzonego w program

Cell-Quest (Becton-Dickinson, Plymouth, UK).

11.2. Ocena stopnia kondensacji chromatyny jadrowe;j

W celu identyfikacji komorek apoptotycznych na podstawie oceny kondensacji
chromatyny jadrowej, komorki posiewano w komorach typu Lab-Tek™ Chamber Slides
w gestosei 4x10* komorek/cm?®. Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 37 °C,

w nawilzonym $rodowisku zawierajacym 5% CO,, komorki utrwalano w lodowatym etanolu
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(70%). Po utrwaleniu, preparat ptukano roztworem PBS i inkubowano przez 15 minut
w ciemno$ci z barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33258 (10° M) (Molecular Probes,
Leiden, Holandia) znakujacym DNA komoérek [176]. Po inkubacji komorki oceniano
1 fotografowano w mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Axio Obserwer D1 (Carl Zeiss,
Jena, RFN) wykorzystujac oprogramowanie AxioVision v.4.6.3. Jako komorki apoptotyczne
identyfikowano te, charakteryzujace si¢ opalizujacym ,.$wieceniem” skondensowanej
chromatyny jadrowej. Wyniki wyrazono jako procent komorek apoptotycznych sposrod 500

komorek liczonych w kazdej grupie.

12. Ocena dlugosci telomerow

Oceny dhlugosci telomerow dokonano metoda ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR) wg metody opisanej przez Cawthon 1 wsp. [177], z pewnymi
modyfikacjami. W trakcie pasazu pobrano zawiesing medium zawierajaca 2x10° komorek.
Komorki wyptukano PBS 1 odwirowano, a uzyskana pelet¢ osuszono i zamrozono do czasu
wykonania analizy w temperaturze -80 °C. Po odmrozeniu pelet, DNA wyizolowano za
pomoca mini kolumn (GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma-
Aldrich), a jego stezenie okreslono spektrofotometrycznie (Spekol, AnalytikJena, RFN).
Reakcja PCR zostala wykonana z uzyciem 5 ng DNA. Jako wzorzec wykorzystano gen dla
albuminy. Po zsyntetyzowaniu wzorca, dokladna liczba kopii genu zostala wyliczona
z liczby Avogadro z wykorzystaniem darmowego oprogramowania dostgpnego na stronie

http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php. Nastgpnie, wzorce zostaly rozcienczone

w szeregu dziesigtnym w celu stworzenia krzywej wzorcowej dla reakcji PCR. Startery dla
powtorzen telomerowych (TRF) pochodzity z zacytowanej wyzej pracy, natomiast dla
albuminy zostaly zaprojektowane na biezaco. Reakcja PCR dla TRF przebiegata
w nastgpujacych etapach: po poczatkowym ogrzaniu probek w temperaturze 95 °C przez 10
minut, nastapity dwa cykle (94 °C/15 sekund i1 49 °C/15 sekund) oraz 45 cykli
trzyetapowych (94 °C/15 sekund, 66 °C/15 sekund, 72 °C/15 sekund). Specyficzno$é
uzyskanych produktéw zostala potwierdzona poprzez analiz¢ topnienia. Schemat analizy dla
genu albuminy byt nastgpujacy: poczatkowe podgrzanie do 95 °C przez 10 minut, po ktérym
nastapito 45 cykli w etapach (94 °C/15 sekund, 60 °C/15 sekund, 72 °C/15 sekund). Takze
i w tym przypadku specyficzno$¢ produktéw zostata potwierdzona na podstawie analizy
topnienia. St¢zenie jondw magnezu uzytych w obu reakcjach wynosito 3 mM, natomiast

zakres stezen krzywej wzorcowej dla telomerow wynosit 42-421 000 kopii, a dla albumin
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380-380 000 kopii. Reakcje polimerazowa przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu

LightCycler 2.0 firmy Roche Diagnostics (Warszawa, Polska).

13. Ocena ekspresji i aktywnoSci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (SA-p-Gal)
13.1. Jakosciowa ocena ekspresji SA-B-Gal metoda cytochemiczng

W celu wybarwienia komoérek na obecno$¢ SA-B-Gal, posiewano je w komorach typu
Lab-Tek™ Chamber Slides w gestosci 3x10* komorek/cm®. Po 48 godzinach inkubacii,
starannym wyptukaniu komorek 1 ich utrwaleniu w roztworze formaldehydu (3%), dokonano
oznaczenia SA-B-Gal zgodnie z metodologia opisana przez Dimri 1 wsp. [33]. Utrwalone
preparaty wyplukano trzykrotnie w PBS, a nastgpnie inkubowano przez 4 godziny
w temperaturze 37 °C, w inkubatorze bez CO,, z roztworem zawierajacym substrat dla
B-galaktozydazy, tj. 5-bromo-4-chloro-3-indolo-B-D-galaktopiranozyd (X-Gal) (1 mg/ml),
kwas cytrynowy (40 mM), K;Fe(CN)g (5 mM), K4Fe(CN)gx 3H,0 (5 mM), NaCl (150 mM)
oraz MgCl, (2 mM). Odczyn buforu zostat ustalony na warto$ci 6,0 za pomoca roztworu
NaH,POs (1 M). Po zakonczeniu inkubacji i1 starannym wyptukaniu komoérek woda
destylowana, preparat zabezpieczano szkielkiem nakrywkowym za pomoca wodnego
medium mocujacego (Dako) i oceniano w mikroskopie §wietlnym Zeiss Axio Obserwer D1.
Komérki uznawano za dodatnie na podstawie ciemnozielonego wybarwienia ich cytoplazmy
w okolicy okotojadrowej. Liczbe komorek wykazujacych aktywnos¢ SA-B-Gal wyrazono
jako odsetek 500 policzonych komorek.

13.2. TloSciowa ocena aktywnosci SA-B-Gal

Ilosciowa ocena aktywnos$ci SA-B-Gal w lizatach komorkowych zostata przeprowadzona
metoda  fluorescencyjna, z  wykorzystaniem pomiaru tempa konwersji = 4-
metyloumbelliferylo-p-D-galaktopiranozydu (MUG) do fluorescencyjnego produktu
4-metyloumbelliferonu (4-MU) w pH 6,0, wedlug metody opisanej przez Gary’ego 1 Kindell
[178].

W trakcie pasazu, zebrano zawiesing 2x10° komoérek, ktore wyphukano za pomoca PBS,
odwirowano, a uzyskana peletg zlizowano za pomoca buforu, w sktad ktéorego wchodzity:
3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-propano-sulfonian (CHAPS) (5 mM), kwas
cytrynowy (40 mM), fosforan sodu (40 mM), benzamidyna (0,5 mM) oraz fluorek
fenylometylosulfonowy (PMSF) (0,25 mM), przy pH 6,0. Po odwirowaniu przy predkosci

12000 x g uzyskano supernatant, wykorzystywany w dalszej analizie. W nast¢pne;j
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kolejnosci, probke supernatantu wymieszano z taka sama objgtoscia buforu reakcyjnego,
sktadajacego si¢ z kwasu cytrynowego (40 mM), fosforanu sodu (40 mM), chlorku sodu
(300 mM), B-merkaptoetanolu (10 mM), chlorku magnezu (4 mM) oraz MUG (1,7 mM),
przy pH 6,0 i umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 37 °C na dwie godziny,
mieszajac. Reakcje zatrzymano poprzez dodanie do préobek weglanu sodu (400 mM).
Fluorescencj¢ probek przeniesionych do transparentnych ptytek 96-studzienkowych
zmierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 360 nm i emisji 465 nm na spektrofluorymetrze
Wallac Victor 2 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA). Uzyskane wyniki, wyrazone

w jednostkach $wietlnych, przedstawiono w przeliczeniu na 10° komérek badanych.

14. Ocena wykladnikow stresu oksydacyjnego
14.1. Oznaczanie produkcji reaktywnych form tlenu (RFT)

Oznaczenia produkcji RFT przez komoérki dokonano za pomoca metody fluorescencyjnej
po uprzednim wyznakowaniu komoérek roztworem dwuoctanu 2’,7’-dichlorodihydro-
fluoresceiny (H,DCFDA) (Molecular Probes (Eugene, OR, USA) [168]. W trakcie pasazu
pobrano zawiesing 1x10° komorek. Po odplukaniu medium za pomoca PBS komorki
zawieszono w $wiezym medium M199 bez surowicy z dodatkiem H,DCFDA (5 uM),
a nastgpnie inkubowano przez 45 minut w temperaturze 37 °C. Po inkubacji, komorki
odwirowano, a nastepnie poddano lizie za pomoca buforu lizujacego (Promega, Madison
WI, USA). Po 10 minutach uzyskane lizaty przeniesiono do studzienek w transparentnych
ptytkach 96-dotkowych (Nunc) i dokonano pomiaru uwolnionej fluorescencji przy dlugosci
fali wzbudzenia 435 nm 1 emisji 535 nm, z uzyciem spektrofluorymetru Wallac Victor 2

(Perkin-Elmer).

14.2. Ocena ste¢zenia 8-hydroxy-2’-deoksyguanozyny (8-OH-dG)

Ilosciowa ocena stezenia 8-OH-dG w DNA komorek zostala dokonana w oparciu
o kompetycyjna metode ELISA, z uzyciem zestawu firmy Cell Biolabs Inc. (San Diego, CA,
USA) [61]. W trakcie pasazu pobrano 2x10° komoérek, ktére nastgpnie wyptukano za
pomoca PBS i1 odwirowano. Po osuszeniu uzyskanej pelety dokonano ekstrakcji DNA

M .
Mammalian

komoérkowego z wykorzystaniem zestawu kolumn do elucji GenElute"
Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma), $cisle wedlug procedury zalecanej przez producenta.
Uzyskane DNA rozpuszczono w wodzie i doprowadzono do st¢zenia 5 mg/ml. Nastgpnie

dokonano konwersji DNA do postaci jednoniciowej poprzez inkubacje probki przez 5 minut
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w temperaturze 95 °C, a nastgpnie gwattowne schiodzenie na lodzie. W kolejnym etapie
dokonano strawienia probek zdenaturowanego DNA do nukleozydéw poprzez jego
inkubacje z 10 jednostkami nukleazy P1 przez 2 godziny w temperaturze 37 °C, w roztworze
octanu sodu (20 mM) w pH 5,2. Nastgpnie nastapita inkubacja z 7 jednostkami fosfatazy
alkalicznej w roztworze Tris-PBS (100 mM) w pH 7,5, przez 1 godzing w temperaturze
37 °C. Po odwirowaniu mieszaniny przez 5 minut przy predkosci 6000 x g, uzyskany
supernatant wykorzystano w dalszych etapach oznaczania st¢zenia 8-OH-dG.

Zasada kompetycyjnej metody ELISA polegata na tym, ze probki zawierajace nieznane
stezenie 8-OH-dG oraz standardy 8-OH-dG zostaly dodane do plytki optaszczonej
konjugatem 8-OH-dG-BSA. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej na
wytrzasarce, dodano przeciwcialo anty-8-OH-dG na okres 1 godziny, po czym ptytke
starannie wyptukano buforem ptuczacym. Nastgpnie do studzienek dodano wtorne
przeciwcialo znakowane peroksydaza chrzanowa (HRP) i inkubowano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej na wytrzasarce. Po zakonczeniu inkubacji, studzienki trzykrotnie
wyptukano buforem pluczacym, a nastepnie dodano do nich roztwor substratu dla HRP na
15 minut. Reakcje barwna zatrzymano dodaniem buforu stopujacego. Absorbancj¢ probek
odczytano przy dhugosci fali 450 nm z uzyciem czytnika ptytek ELx808™ (Bio-Tek U.S.
Winooski, VT, USA). Stezenie 8-OH-dG w probkach odczytano z przygotowanej krzywe;j

WZOrcowe;j.

14.3. Ocena aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Calkowita aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w ekstraktach komorkowych
zmierzono za pomoca zestawu firmy R&D Systems Europe (Abingdon, Wielka Brytania)
[61]. Anionorodnik ponadtlenkowy generowany przez katalizowana przez oksydazg ksanty-
nowa konwersj¢ ksantyny do kwasu moczowego i1 nadtlenku wodoru powoduje
przeksztalcenie bigkitu nitrotetrazoliowego (NBT) do NBT-diformazanu, ktéry pochtania
swiatlo przy dlugosci fali 560 nm. SOD obniza stgzenie anionorodnika ponadtlenkowego,
przez co obniza tez tempo powstawania NBT-diformazanu. Tempo hamowania powstawania
NBT-diformazanu zostato wykorzystywane jako miara aktywnosci SOD w probce badane;.

W trakcie pasazu pobrano 2x10° komorek, ktore nastepnie wyptukano w PBS,
odwirowano i poddano lizie za pomoca buforu lizujacego. Po odwirowaniu probek przez

5 minut przy predkosci 12 000 x g w temperaturze 4 °C, zebrano supernatanty do ktorych
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dodano nastgpnie odpowiednie objetosci buforu reakcyjnego oraz roztworu ksantyny.
Po wymieszaniu, dodano roztwor NBT i znéw starannie wymieszano. Nastepnie do probek
dodano roztwoér oksydazy ksantynowej i zamieszano. Odczytu absorbancji dokonywano
co 30 sekund przez okres 5 minut, a aktywno$¢ SOD odczytano z przygotowanej krzywej

wzorcowej, sktadajacej si¢ z probek o znanej aktywnosci SOD.

15. Ocena metabolizmu mitochondriow
15.1. Oznaczanie masy mitochondriow

Oceny masy mitochondriow dokonano na podstawie pomiaru fluorescencji emitowane;
przez komoérki wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym — N-nonyl oranzem akrydyny
(NAO) (Sigma) [179]. W trakcie pasazu pobrano 1x10° komorek, ktore wyptukano
za pomoca PBS, odwirowano, a nastgpnie zawieszono w $wiezym medium bez surowicy
z dodatkiem NAO (10 uM). Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 37 °C komorki
ponownie odwirowano, a nast¢pnie starannie wyptukano celem pozbycia si¢ nadmiaru
barwnika. Pelet¢ komorek zawieszono w PBS i przeniesiono do transparentnej ptytki
96-studzienkowej (Nunc). Fluorescencj¢ emitowana przez komorki zmierzono przy dlugosci
fali wzbudzenia 435 nm 1 emisji 535, z uzyciem spektrofluorymetru Wallac Victor 2 (Perkin-

Elmer).

15.2. Oznaczenie potencjalu blony mitochondrialnej (A'y,)

Wielkos$¢ AY,, oceniono z wykorzystaniem zestawu Mitochondria Staining Kit (Sigma)
zawierajacego m.in. fluorescencyjny roztwor jodku 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’-
tetraetylobenzymidazolokarbocyjaninowego (JC-1) [180]. W trakcie pasazu zebrano 1x10°
komorek, ktore nastgpnie wyptukano w PBS 1 odwirowano. Nastepnie komorki zawieszono
w $wiezym medium bez surowicy z dodatkiem JC-1 (I pM). Po 20 minutach inkubacji
w temperaturze 37 °C komorki odwirowano i starannie wyptukano w celu pozbycia si¢
nadmiaru barwnika. Nastepnie, pelete zawieszono w buforze reakcyjnym 1 przeniesiono do
transparentnej ptytki 96-studzienkowej (Nunc). Wéwczas to dokonano dwoch pomiardw
fluorescencji emitowanej przez komorki, tj. fluorescencji monomerow JC-1 przy dtugosci
fali wzbudzenia 490 nm i emisji 530 nm oraz fluorescencji agregatow JC-1 przy dtugosci fali
wzbudzenia 525 nm i1 emisji 590 nm. Pomiarow tych dokonano z wykorzystaniem

spektrofluorymetru Infinite M200 (Tecan Group Ltd, Mannedorf, Szwajcaria) sprz¢zonego
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z programem Tecan i-Control. Wartosci AY,, wyznaczono na podstawie wyliczonego

stosunku fluorescencji emitowanej przez agregaty JC-1 do fluorescencji jego monomerdw.

16. Zbiérka medium kondycjonowanego z hodowli KM

Na 24 godziny przed planowanym pasazem hodowli, komorki starannie ptukano HBSS,
a nastgpnie podawano im 4 ml standardowego medium M199 bez surowicy. W trakcie
pasazu zbierano probki podanego uprzednio medium (medium kondycjonowane), ktore
nastgpnie przefiltrowywano za pomoca filtrow strzykawkowych o $rednicy porow 0,2 pum.
Do czasu wykorzystania, probki medium kondycjonowanego byly przechowywane w
temperaturze —80 °C. W czasie danego pasazu, doktadnie liczono komorki, aby posiadaé
informacjg, jaka liczba komorek wydzielata czynniki rozpuszczone do medium w danym

punkcie czasowym.

17. Ocena wlasciwosci sekrecyjnych komorek

Stezenia czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) oraz chemokiny CXCLS8/IL-8
oznaczano w zebranych uprzednio probkach medium kondycjonowanego za pomoca metody
immunoenzymatycznej ELISA, z wykorzystaniem zestawow DuoSet ELISA Development
Kit (R&D Systems) [175]. Analiz¢ wykonano w 96-studzienkowych ptytkach
mikrotitracyjnych  typu  MaxiSorp  (Nunc), ktére pokrywano  przeciwcialem
,wychwytujacym” na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, ptytke¢ ptukano
czterokrotnie roztworem Tween 20 (0,05%) w PBS (bufor pluczacy), po czym pozostate
miejsca wiazace blokowano roztworem Roti®-Block (10%) (Carl Roth, Karlsruhe, RFN)
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po ponownym czterokrotnym plukaniu
studzienek buforem ptuczacym, aplikowano do nich stala objgtos¢ badanej probki oraz
szereg wzorcow o znanych stezeniach (R&D Systems). Po 24 godzinach inkubacji
w temperaturze 4 °C studzienki ptukano buforem ptuczacym, a nastgpnie dodawano do nich
przeciwciala biotynylowane. Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowe;j
1 czterokrotnym wyptukaniu studzienek, ptytke¢ inkubowano przez 30 minut z konjugatem
streptawidyny 1 peroksydazy chrzanowej (HRP) (ICN Biochemicals, Cleveland, OH, USA),
rozcienczonym 1:10000 w roztworze zawierajacym albuming bydleca (0,1 %), Tween 20

(0,05 %), NaCl (150 mM), Tris (20 mM), pH 7,3 (bufor rozcienczajacy).
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Tabela 4. Charakterystyka przeciwcial zastosowanych w metodzie ELISA.

I przeciwcialo II przeciwcialo
s (,wychwytujace”) (biotynylowane) krzywa
badan rodzai stezenie rodzai stezenie wzorcowa
y Gl én 0 (rozcienczone G én 0 (rozcienczone | w zakresie
P Ww...) p w...)
mysie kozie
monoklonalne poliklonalne
CXCL8IL-8| .20 4 ng/ml anty- Z?br;gfgﬂ 600
CXCL&/IL-8 (PBS) CXCLS/IL-8 S
(R&D (R&D rozcienczajacy) pg/ml
Systems) Systems)
kozie kozie
poliklonalne 0.4 we/ml poliklonalne 75 ng/ml 31,25-
VEGF anty-VEGF ’ PLILBgSm anty-VEGF (bufor 2000
(R&D (PBS) (R&D rozcienczajacy) pg/ml
Systems) Systems)

Po wyptukaniu studzienek, rozwijano reakcje barwna poprzez podanie stabilizowanego
roztworu 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyny (TMB) i H,O,. Po 30 minutach przetrzymywania
plytki w ciemnosci, reakcj¢ barwna zatrzymywano poprzez dodanie do studzienek roztworu
H,SO4 (2 N). Odczytu absorbancji dokonywano przy diugosci fali 450 nm za pomoca
czytnika plytek ELx808™. Stezenia badanych substancji zostaly automatycznie
wygenerowane z krzywej wzorcowej. Uzyskane stezenia wyrazono w przeliczeniu na 10°

komorek.

18. Ocena wplywu medium kondycjonowanego z hodowli KM eksponowanych na
stilbeny na proliferacj¢ komorek srodblonka naczyniowego HMEC-1

Do oceny proliferacji komorek srodbtonka naczyh uzyto komorek mikrokrazenia naczyn
skornych HMEC-1 [181], a samego pomiaru dokonano za pomoca testu MTT [175].
Komorki $rodbtonka naczyniowego posiano do 96-studzienkowych ptytek mikrotitracyjnych
w gestosci 2x10° komorek na studzienke i pozostawiono je na 4 godziny. Po tym czasie,
studzienki delikatnie wyptukano HBSS 1 dodano do nich medium pozbawione surowicy na
16 godzin, celem synchronizacji hodowli. Po uptywie tego czasu i usunigciu medium,
komorki eksponowano na probki medium kondycjonowanego, pobrane z hodowli KM, przez
48 godzin, po czym wykonano test MTT. Jak wspomniano uprzednio, komorki HMEC-1
rosnagce standardowo w medium MCDB-131, na 2 tygodnie przez planowanym

przystapieniem do wlasciwego eksperymentu byly przenoszone do medium M199,
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wlasciwego dla hodowli KM 1 tozsamego 2z zastosowanym pozniej medium

kondycjonowanym.

19. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna wynikdw wykonano przy uzyciu programu  statystycznego
GraphPad Prism™ 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) postugujac si¢ testem
analizy wariancji dla powtdrzonych pomiaréw (repeated measures ANOVA) oraz testem
Newman-Keuls jako post-hoc. Porownania krzywych w funkcji czasu dokonano za pomoca
wieloczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA). Wyniki przedstawiono jako
warto$ci srednie + standardowy biad $redniej (SEM). Za istotne statystycznie przyjgto

roznice z warto$cia wspotczynnika P<0,05.
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WYNIKI

1. Doswiadczenia wstgpne

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono szereg badan pilotazowych, ktorych celem byto
m.in. okreslenie stopnia cytotoksycznosci badanych stilbenéw (ocena zywotnosci komoérek
testem MTT). Nastgpnie ocenieniono proliferacje komorek poddanych dziataniu
nietoksycznych stgzen stilbendw, w celu dokonania wyboru stezen roboczych do dalszych
eksperymentow (ocena proliferacji estem MTT oraz za pomoca oceny stopnia wychwytu
tymidyny znakowanej trytem). Takze w toku badan wstgpnych przeprowadzono analizg

kinetyki rozktadu badanych stilbenéw w medium hodowlanym, w warunkach inkubac;ji.

1.1. Wplyw dimetylosulfotlenku (DMSO) na wlasciwosci biologiczne komdrek

Stilbeny pozyskane w formie stalej, przed dodaniem ich w odpowiednim stgzeniu
do medium hodowlanego, rozpuszczane byly w niewielkiej objgtosci DMSO.
Doswiadczenia przeprowadzone pod katem oceny wplywu DMSO na zywotnosé
i proliferaci¢ KM wykazaly, ze przy zastosowanym rozcienczeniu DMSO w medium
hodowlanym (<0,05%), zwiazek ten nie wptywa w znaczacy sposob na te parametry (nie
zilustrowano graficznie). Podobny wynik, oznaczajacy brak wptywu DMSO, odnotowano
w serii pilotazowych badan kazdego z parametrow, ktore zostaly ocenione w niniejszej

rozprawie.

1.2. Ocena zywotnos$ci komorek

Badania przeprowadzono na szerokim zakresie stgzen stilbenow, tj. od 0,1 do 100 uM.
Komorki poddano dziataniu zwiazkow badanych przez 24 godziny. Jako grupe kontrolng
wykorzystano komorki inkubowane w standardowym medium. Doswiadczenia wykazaty, ze
w przypadku resweratrolu oraz 3,3°,5,5’-THS 1 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, Zywotno$¢ komorek
pozostajacych w stadium zlewnosci jest porownywalna z grupa kontrolng az do stgzenia
10 uM. W przypadku stezen 50 1 100 uM zaobserwowano kazdorazowo istotne statystycznie
(P<0,01) obnizenie zywotnosci komorek w porownaniu z grupa kontrolna (Rye. 9 A, C, D).
Ekspozycja komorek na 3,3°.4,4°-THS pokazala, z kolei, iz zwiazek ten jest
najbezpieczniejszy w stosunku do komorek badanych, gdyz nawet w stezeniach 50 1 100 uM
uzyskane wyniki zywotnosci komorek nie roéznity si¢ znaczaco od grupy kontrolnej (Rye.
9B).
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Rycina 9. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5°-THS (C)
i 3,3°,4,4°,5,5-HHS (D) na zywotno$s¢ mlodych KM. Analiz¢ przeprowadzono na
zlewnych hodowlach komérkowych za pomoca testu MTT. Gwiazdkami oznaczono istotne
statystycznie réznice w poroOwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentow

przeprowadzonych w kwadruplikatach na komorkach od 4 r6znych dawcow.
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1.3. Ocena proliferacji komorek w systemie ostrym

W dalszym toku badan wstepnych, juz z wykorzystaniem nietoksycznego zakresu stgzen
stilbenow, tj. od 0,1 do 10 uM oceniono proliferacjc KM w systemie ostrym. W pierwszej
kolejnosci wykorzystano raz jeszcze test MTT, z ta roznica, ze tym razem komorki posiane
zostaly w studzienkach bardzo rzadko, umozliwiajac im swobodna proliferacj¢ przez 24
godziny. Badania te wykazaly, ze wszystkie spos$réd badanych stilbendw maja zdolnos¢
pobudzania proliferacji KM. W przypadku resweratrolu, pobudzenie proliferacji odnotowano
przy stezeniach 0,1, 0,5 1 1 uM, przy czym efekt ten byt najwigkszy przy stezeniu 0,5 uM
(wzrost o 29 £ 9%, P<0,05) (Rye. 10-A). Niemal identyczny efekt zaobserwowano w
przypadku 3,3°,4,4’-THS (wzrost o 23 + 9%, P<0,05 przy stgzeniu 0,5 uM) (Ryec. 10-B). W
odniesieniu do 3,3°,5,5’-THS, pobudzenie proliferacji KM byto z kolei najwyzsze przy
stezeniu zwiazku 0,1 uM (wzrost o 21 + 8%, P<0,05), a nieco stabszy efekt odnotowano w
komorkach eksponowanych na stilben w stgzeniu 0,5 uM (Rye. 10-C). W przypadku
3,3°,4,4°,5,5°-HHS stgzenie 0,1 uM byto jedynym, ktére wywarto efekt pobudzajacy (wzrost
0 26 + 10%, P<0,05) (Ryc. 10-D).

Aby zweryfikowa¢ uzyskany efekt, przeprowadzono powtdérna analiz¢ proliferacji
komorek, tym razem za pomoca oceny stopnia inkorporacji tymidyny znakowanej trytem do
DNA komorek proliferujacych. W przypadku resweratrolu, uzyskano pobudzenie proliferacji
KM wylacznie przy stezeniu zwiazku 0,5 uM, a efekt ten byl jeszcze wyrazniejszy niz ten,
uzyskany za pomoca testu MTT (wzrost o 39 + 15%, P<0,05) (Ryec. 11-A). Takze 3,3°,5,5°-
THS pobudzit proliferacje KM najsilniej przy stezeniu 0,5 uM (wzrost o 27 = 1%, P<0,05)
oraz 0,1 uM (wzrost o 22 + 3%, P<0,05), natomiast stezenie 10 uM wywarlo efekt hamujacy
(Rye. 11-C). W przypadku 3,3°,4,4’-THS, silne i bardzo zblizone pobudzenie podziatéw
KM zaobserwowano przy stezeniu 0,5 uM (wzrost o 56 + 12%, P<0,05) oraz 1 pM (wzrost
o 53 + 22%, P<0,05) (Ryc. 11-B), natomiast 3,3°,4,4’,5,5’-HHS pobudzat proliferacjg
komorek tylko przy stezeniu 0,1 uM (wzrost o 43 £ 20%, P<0,05) (Ryc. 11-D).
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Rycina 10. Wplyw stilbendéw: resweratrolu (A), 3,3’,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3,44°,5,5-HHS (D) na proliferacj¢ mlodych KM. Analiz¢ przeprowadzono na
komorkach proliferujacych za pomoca testu MTT. Gwiazdkami oznaczono istotne
statystycznie réznice w porownaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentow

przeprowadzonych w kwadruplikatach na komorkach od 6 réoznych dawcow.
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Rycina 11. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3,44°,5,5°-HHS (D) na proliferacje mlodych KM. Analiz¢ przeprowadzono na
komorkach proliferujacych za pomoca pomiaru wychwytu przez komorki dzielace sig
tymidyny znakowanej trytem. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie rdznice
w porownaniu z grupa kontrolng. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na

komorkach od 3 ro6znych dawcow.
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1.4. Stabilnos$¢ badanych zwigzkow w medium hodowlanym

Oceng stabilnosci stilbenéw w medium hodowlanym przeprowadzono metoda HPLC.
Badania wykazaty, ze najwyzsza stabilnoscia sposrdd badanych stilbenow charakteryzuje sig
resweratrol, w przypadku ktorego, po 72 godzinach inkubacji w 37 °C, pozostalo w medium
jeszeze 70 + 3% stezenia wyjsciowego. Drugim co do trwatosci stilbenem okazat sig
3,3°,5,5’-THS, ktoéry cho¢ ulegat szybciej rozktadowi niz resweratrol, to jednak po 72
godzinach jego stezenie w medium wynosito 43 + 4% warto$ci poczatkowej. Co warto
podkresli¢, w przypadku tego zwiazku, jeszcze po 24 godzinach inkubacji, pozostawato
w medium 71 + 4% dawki wyjsciowej. Nalezy takze odnotowac, iz zarowno w przypadku
resweratrolu, jak 1 3,3°,5,5’-THS, oba te zwiazki cechowaly si¢ najwyzszym stopniem
trwato$ci w przedziale czasowym do 6 godzin. Trzeci z badanych stilbenéw, 3,3°,4,4’-THS,
cechowal si¢ zdecydowanie wigkszym tempem rozkladu, czego dowodem byla degradacja
zwiazku do 31 + 4% warto$ci poczatkowej juz w pierwszych 6 godzinach inkubacji.
W ostatnim punkcie czasowym, tj. po 72 godzinach, w medium mozna byto stwierdzi¢
zaledwie 1 + 2% stezenia wyjsciowego zwiazku. Najszybszym tempem rozktadu
charakteryzowat si¢ 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, ktorego krzywa byta najbardziej stroma, czego
potwierdzeniem byta m.in. redukcja st¢zenia wyjsciowego do wartosci 13 + 4%, 0,2 + 3%

10,8 £0,7%, po, odpowiednio, 1, 6 1 72 godzinach inkubacji (Ryc. 12).

-e—resweratrol

< 1209 & 3344-THS
S 1004 =33 55-THS
2 3344 55-HHS
x 801
[
S 60
o
@ 40
c
.?N‘:‘ 20.
®

00 Fo o o 3 N

0 24 48 72

czas (godziny)

Rycina 12. Ocena stabilnosci stilbenow badanych w medium hodowlanym. Analiz¢
przeprowadzono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na probkach
medium hodowlanego zawierajacego ustalone stezenie resweratrolu, 3,3°,4,4’-THS,
3,3°,5,5°-THS 1 3,3°,4,4°,5,5°-HHS. W kazdym z punktow czasowych pobierano trzy probki
medium badanego i poddawano je analizie chromatograficznej, ustalajac stezenie zwiazku
oraz odnoszac wynik do stezenia wyjsciowego. Dane wyrazono w procentach. Jako wartos¢
100% dla czasu t=0 wykorzystano roztwdr metanolu.
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2. Doswiadczenia wlasciwe
2.1. Wplyw stilbendéw na ekspresje¢ antygenu PCNA w mlodych i starych KM

Badania majace na celu okreslenie stopnia ekspresji antygenu proliferacyjnego PCNA
przeprowadzone na komodrkach miodych wykazaty, ze resweratrol w stezeniu 0,5 uM
zwigksza odsetek komorek PCNA-dodatnich o 10 £ 2% (P<0,01). W stezeniu 10 uM nie
odnotowano istotnej statystycznie roznicy wzgledem grupy kontrolnej. Z kolei, poddajac
badaniu hodowle stare zaobserwowano wzrost odsetka komorek PCNA-dodatnich zar6wno
wskutek ekspozycji na resweratrol w st¢zeniu 0,5 uM (o 34 + 5%, P<0,001), jak réwniez
w stezeniu 10 uM (o 27 = 7%, P<0,001) (Ryc. 13-A).

W przypadku 3,3°,4,4’-THS stwierdzono, iz zwiazek uzyty w st¢zeniu 0,5 uM zwigksza
frakcj¢ komorek PCNA-dodatnich w hodowlach miodych o 11 + 4% (P<0,05) oraz w
komoérkach starych o 28 + 4% (P<0,001). W komorkach eksponowanych na stilben
w stezeniu 10 pM nie odnotowano natomiast roznicy w odsetku komérek PCNA-dodatnich
w zadnym z badanych punktow czasowych (Ryc. 13-B).

Gdy ocenie poddano preparaty z komorkami eksponowanymi na 3,3°,5,5’-THS
stwierdzono, ze w komorkach mtodych stilben ten nie wplywa na zmiang odsetka komorek
PCNA-dodatnich, niezaleznie od uzytego stgzenia. Natomiast w komorkach starych,
eksponowanych na 3,3°,5,5’-THS w stezeniu 0,5 uM odnotowano wzrost odsetka komorek
PCNA-dodatnich o 41 + 5% (P<0,001). W przypadku komoérek poddanych dziataniu stilbenu
w stezeniu 10 uM, wielkos¢ frakcji komorek PCNA-dodatnich wzrosta o 22 + 5% (P<0,001)
(Ryc. 13-C).

Stilben 3,3,4,4°,5,5’-HHS zastosowany w stezeniu 0,5 uM nie wplynat na odsetek
komoérek PCNA-dodatnich w komorkach miodych, natomiast w stgzeniu 10 uM
spowodowat obnizenie wielkosci tej frakcji o 35 + 8% (P<0,001). Analogiczny efekt
uzyskano w komorkach starych; podczas gdy w stezeniu 0,5 uM zwiazek ten nie wptywat w
sposob istotny na wielkos$¢ frakcji komorek PCNA-dodatnich, w stezeniu 10 puM
spowodowat obnizenie wielkosci tej frakcji o 16 £ 6% (P<0,02) (Ryc. 13-D).
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Rycina 13. Wplyw stilbendow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3°,4,4°,5,5-HHS (D) na ekspresj¢ antygenu proliferacyjnego PCNA w mlodych
i starych KM. Analiz¢ przeprowadzono na komoérkach w stadium 30-50% zlewnosci za
pomoca metody immunocytochemicznej. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie
roznice w poroOwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentéw

przeprowadzonych w duplikatach na komoérkach od 6 r6znych dawcow.
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2.2. Wplyw stilbenow na dystrybucj¢ mlodych i starych KM w cyklu komorkowym

Analizg dystrybucji komorek w poszczegdlnych fazach cyklu mitotycznego wykonano
za pomoca cytometrycznej oceny komorek wybarwionych jodkiem propidyny (PI),
z wykorzystaniem oprogramowania ModFit. Szczegdlna uwage w tym badaniu potozono na
zmiany odsetka komorek w fazie S cyklu podzialowego, tj. komorek aktualnie
syntetyzujacych swoje DNA. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 5, a przyktadowy
histogram ilustrujacy wptyw resweratrolu w obu stezeniach na komorki stare przedstawiono
na rycinie 14.

Wykazano, ze resweratrol zastosowany w stezeniu 0,5 uM zwigksza odsetek komoérek
fazy S w hodowlach mlodych o 24 + 1% (P<0,02) w pordwnaniu z grupa kontrolna.
Jednoczesnie nie odnotowano zmian odsetka komorek mlodych w fazie S pod wpltywem
resweratrolu w stezeniu 10 uM. W przypadku analizy komoérek starych, resweratrol
w stezeniu 0,5 pM spowodowal wzrost odsetka komorek bedacych w fazie S cyklu
o 42 £ 8% (P<0,05). Takze 1 w tym przypadku nie stwierdzono istotnego statystycznie
efektu wywieranego przez resweratrol w stezeniu 10 pM.

Frakcja komoérek w fazie S cyklu podziatowego w hodowlach mtodych eksponowanych
na 3,3°,4,4’-THS w stezeniu 0,5 uM byta o 24 + 11% wyzsza (P<0,05) w stosunku do grupy
kontrolnej. Z kolei w stezeniu 10 uM zwiazek ten nie wptynat na zmiang wielko$ci frakcji
komorek w fazie S. Badania przeprowadzone na komoérkach starych wykazaty natomiast, iz
3,3°,4,4’-THS w stgzeniu 0,5 uM zwigksza odsetek komorek w fazie S o0 45 = 11% (P<0,05),
natomiast zastosowany w stezeniu 10 uM obniza odsetek komoérek w fazie S o 45 + 7%
(P<0,05).

Badania z uzyciem 3,3°,5,5’-THS wykazaty, ze zar6wno w komoérkach mtodych, jak
1 starych zwiazek ten nie wptywa na zmiang odsetka komorek w fazie S cyklu, niezaleznie
od zastosowanego stg¢zenia.

3,3°,4,4°,5,5’-HHS w stezeniu 0,5 uM nie wplywal na zmiang odsetka komoérek miodych
w fazie S, natomiast w stezeniu 10 uM spowodowal obnizenie tej wartosci o 14 £ 6%
(P<0,05). W komorkach starych nie odnotowano istotnego statystycznie wpltywu
3,3°,4,4°,5,5’-HHS na odsetek komoérek w fazie S.
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starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

Tabela 5. Wplyw stilbenow na dystrybucj¢ mlodych i starych KM w cyklu

komorkowym. Badanie przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowej na komorkach

wyznakowanych PI. Badaniu poddano 1x10° komoérek z kazdej grupy. Analize

przeprowadzono w duplikatach na komorkach pobranych od trzech dawcow. Gwiazdkami

oznaczono istotng statystycznie roznicg w stosunku do grupy kontrolnej. Doktadny poziom

poszczegolnych istotno$ci statystycznych zostat podany w tekscie pracy.

KOMORKI MLODE
0,5 uyM
faza kontrola resweratrol 3,344 3,3°,5,57- | 3,37,4,4°,5,5-
cyklu THS THS HHS
% % % % %
Go-G; 38+2 312 27+1 3742 40+ 2
S 36+4 44 + 1* 44 + 2% 37+4 35+3
G,-M 26+ 4 25+3 29+ 1 26+2 25+2
10 uM
Go-G 37+3 37+1 36+2 38+ 1 42+ 1
S 34+ 4 34+4 35+3 34 + 28 + 1*
G,-M 20+2 29+ 1 29+ 1 28+3 30+2
KOMORKI STARE
0,5 uM
faza kontrola resweratrol 3,344 3,3°,5,57- | 3,37.4,4°,5,5-
cyklu THS THS HHS
% % % % %
Go-G 68+5 60+ 7 62+3 68 + 4 70+ 3
S 2042 28 + 2% 29 + 5% 20+3 22+2
G,-M 12+1 12+1 9+1 12+1 8+ 1
10 uM
Go-G 63+2 68 +2 84 +1 66 + 4 71+3
S 20+2 22+3 11+ 1% 24+3 20+3
G,-M 17+1 10+1 5+1 10+1 9+1
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Kontrola 0,5 uM 10 uM
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Rycina 14. Przykladowy histogram ilustrujacy wplyw resweratrolu na dystrybucje
starych HPMC w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego. Badanie przeprowadzono
na komorkach wyznakowanych PI metoda cytometrii przeptywowej, z wykorzystaniem

programu Mod-Fit.
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2.3. Wplyw stilbendéw na kinetyke starzenia si¢ KM in vitro

Badania majace na celu okreslenie maksymalnej liczby podziatoéw (CPD), ktéra moga
osiagna¢ KM rosnace w obecnosci resweratrolu wykazaly, ze zwiazek ten zastosowany
w stezeniu 0,5 uM zwigksza potencjat podziatowy komorek o 35 + 6% (P<0,01). Natomiast
w stezeniu 10 uM zwiazek ten nie wykazywal statystycznie znamiennych réznic w
odniesieniu do grupy kontrolnej (Rye. 15-A).

Podobny efekt uzyskano réowniez dla 3,3°,4,4’-THS, w przypadku ktorego warto§¢ CPD
wzrosta o 22 + 5% (P<0,05) w poréwnaniu z grupa kontrolna. Co ciekawe, zwiazek ten
uzyty w stezeniu 10 uM wykazal dzialanie antyproliferacyjne, obnizajac wartos¢ CPD
komorek o 25 + 9% (P<0,001) w stosunku do grupy kontrolnej (Rye. 15-B).

Ocena komorek rosnacych w obecnosci 3,3°,5,5°-THS wykazata, ze zwiazek ten nie
wplywa na osiagang przez komorki liczbg podziatow, niezaleznie od zastosowanego stezenia
(Ryc. 15-C).

3,3°,4,4°,5,5’-HHS zastosowany w st¢zeniu 0,5 uM nie wplynal na zmiang wartosci CPD
komorek badanych, natomiast przy uzyciu stezenia 10 uM odnotowano istotne statystycznie
obnizenie potencjalu podzialowego w poréwnaniu z grupa kontrolna (o 52 + 9%, P<0,001)

(Ryc. 15-D).
Na rycinie 16 przedstawiono reprezentatywne zdjecia, obrazujace wptyw resweratrolu

w stezeniu 0,5 uM na potencjal podziatowy oraz morfologi¢ komoérek w trakcie pasazu 1, 4

17 (komorki stare).
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Rycina 15. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
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i3,3°,4,4°,5,5-HHS (D) na kinetyke starzenia si¢ KM. W trakcie doswiadczen, komorki

posiewane w stalej ggstosci pasazowano co 7 dni az do momentu wyczerpania ich potencjatu

podziatlowego (osiagnigcia limitu Hayflicka). Porownania krzywych w funkcji czasu

dokonano za pomoca wieloczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA).Wyniki

pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w duplikatach na komorkach od 9 réznych

dawcow.
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kontrola resweratrol

Rycina 16. Przykladowe zdjg¢cia ilustrujace wplyw resweratrolu w stezeniu 0,5 pM na
potencjal proliferacyjny i morfologi¢ KM w trakcie wybranych pasazy.
(p) - pasaz. Powigkszenie x 40.
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2.4. Porownanie wplywu poszczegolnych stilbenow na liczbe podzialow osiaganych

przez KM in vitro

Bezposrednie poréwnanie wptywu badanych stilbenéw na uzyskiwane przez komorki
wartosci CPD wykazato, ze przy zastosowaniu stezenia 0,5 uM tylko resweratrol oraz
3,3°,4,4’-THS zwigkszaja istotnie mozliwosci podzialowe komorek, przy czym silniejszy
efekt jest wywierany przez pierwszy z wymienionych zwiazkow (Ryec. 17-A).

Z drugiej strony, gdy analizie poddano komorki rosnace w obecnosci stilbenow
w stezeniu 10 uM, zadna z badanych substancji nie wplyneta na wzrost wartosci CPD
w poréwnaniu z grupa kontrolng. Jednoczesnie jednak, 3,3°,4,4’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5°-
HHS okazaly si¢ zmniejsza¢ potencjal podzialowy komorek, a silniejszy efekt

antyproliferacyjny odnotowano w przypadku 3,3,4,4°,5,5’-HHS (Ryc. 17-B).

[] kontrola [] kontrola
resweratrol resweratrol
N 3,3'4,4-THS § 3,3'4,4-THS

El 3,3'5,5-THS

E 3,3'5,5-THS
B 3,3'4,4'5,5-HHS

8 3,3'4,4',5,5-HHS

proliferacja (CPD)
(=T N W A g o ~N o

proliferacja (CPD)
S = N W A OO N

;

10 uM

Rycina 17. Poréwnanie wplywu poszczegélnych stilbenéw, zastosowanych
w stezeniach 0,5 pM (A) i 10 pM (B) na skumulowang liczb¢ podwojen populacji
(CPD), osiggang przez KM in vitro. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie roznice

w poréwnaniu z grupa kontrolnag. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych w

duplikatach na komérkach od 9 ré6znych dawcow.
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2.5. Wplyw stilbenow na ekspresje SA-B-Gal w mlodych i starych KM

Cytoplazmatyczna ekspresja enzymu [-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem si¢
(SA-B-Gal), wykrywana za pomoca metody cytochemicznej, jest powszechnie uznawanym
markerem komorek starych in vitro [33]. Badania wykazatly, ze resweratrol zastosowany
w stezeniu 0,5 puM wplywa na obnizenie odsetka komorek SA-B-Gal-dodatnich
w hodowlach mtodych KM o 63 + 7% (P<0,001), natomiast w stezeniu 10 pM o 30 = 3%
(P<0,01). W komorkach starych, resweratrol w stezeniu 0,5 uM spowodowal obnizenie
frakcji komorek SA-B-Gal-dodatnich o 10 £+ 2% (P<0,01), natomiast w stezeniu 10 uM o 17
+ 3% (P<0,001). (Ryc. 18-A).

Badanie przeprowadzone na komoérkach mtodych poddanych dziataniu 3,3’,4,4’-THS
wykazaty, ze zwiazek ten powoduje obnizenie odsetka komorek SA-B-Gal-dodatnich
0 65 £ 5% (P<0,001). Nie odnotowano natomiast istotnego wplywu zwiazku w stgzeniu
10 uM. W komorkach starych, 3,3°,4,4’-THS obnizyl wielko$¢ frakcji komoérek SA-B-Gal-
dodatnich przy obu zastosowanych st¢zeniach; o 18 + 3% (P<0,001) przy stgzeniu 0,5 uM
oraz o 15 £ 3% (P<0,001) przy stezeniu 10 uM (Ryec. 18-B).

3,3°,5,5’-THS uzyty w stezeniu 0,5 uM oraz 10 uM nie wplynal na zmiang wielkos$ci
frakcji komorek SA-B-Gal-dodatnich w hodowlach mtodych. Natomiast w hodowlach
starych, zwiazek ten obnizyt odsetek komorek SA-B-Gal-dodatnich o 9 £+ 4% (P<0,05) przy
stezeniu 0,5 uM oraz o 9 + 3% (P<0,05) przy stezeniu 10 uM (Ryc. 18-C).

Takze w przypadku 3,3°,4,4°,5,5°-HHS nie odnotowano istotnej statystycznie zmiany
wielkosci frakcji komorek SA-B-Gal-dodatnich w hodowlach mtodych, niezaleznie od
uzytego stezenia zwiazku. Z kolei w hodowlach starych, 3,3°,4,4°,5,5’-HHS w stezeniu
0,5 uM obnizyt odsetek komorek SA-B-Gal-dodatnich o 20 £ 7% (P<0,01), natomiast
w stezeniu 10 uM o 33 = 2% (P<0,001) (Ryc. 18-D).
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Rycina 18. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,44,5,5-HHS (D) na obecno$¢ SA-B-Gal w mlodych i starych KM. Badania
przeprowadzono na komoérkach w stadium 50-70% zlewno$ci za pomoca metody
cytochemicznej w $rodowisku o pH 6,0. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie
roznice w poroOwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentéw

przeprowadzonych w duplikatach na komadrkach od 6 ré6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.6. Wplyw stilbenow na aktywnos$¢ SA-B-Gal w mlodych i starych KM

Analiza ilosciowa aktywnosci SA-B-Gal z uzyciem metody fluorescencyjnej wykazata,
ze ekspozycja komoérek mtodych na resweratrol w stezeniu 0,5 uM nie wplyneta na
obnizenie aktywno$ci enzymu, natomiast w stezeniu 10 pM spowodowata obnizenie
aktywnosci SA-B-Gal o 23 + 8% (P<0,05). Z kolei w komoérkach starych, resweratrol
spowodowat znaczace obnizenie aktywno$ci SA-B-Gal zarowno przy zastosowaniu stezenia
0,5 uM (0 26 + 10%, P<0,05), jak i 10 uM (o 13 + 17%, P<0,05) (Rye. 19-A).

Badanie przeprowadzone na komodrkach mlodych poddanych dziataniu 3,3’,4,4’-THS
pokazaty, Ze zwiazek ten obniza aktywno$¢ SA-B-Gal w obu uzytych stgzeniach,
odpowiednio o 36 + 13% (P<0,05) w przypadku stgzenia 0,5 pM oraz o 35 + 7% (P<0,05)
w przypadku stezenia 10 puM. Z kolei w komorkach starych, efektywne okazalo sig¢ tylko
stezenie 0,5 uM, ktore spowodowato obnizenie aktywnosci enzymu o 34 + 8% (P<0,05)
(Ryc. 19-B).

3,3°,5,5’-THS uzyty w stezeniu 0,5 oraz 10 uM nie wptynal na obnizenie aktywnosci
SA-B-Gal w komoérkach mlodych. W komorkach starych, natomiast, stezenie 0,5 uM nie
wywarto zadnego efektu w poréwnaniu z grupa kontrolna, natomiast st¢zenie 10 pM
spowodowato obnizenie aktywnos$ci enzymu o 23 + 11% (P<0,05) (Rye. 19-C).

Na podstawie oceny preparatow uzyskanych z komorek mtodych eksponowanych na
3,3°,4,4°,5,5-HHS stwierdzono istotne statystycznie obnizenie aktywno$ci SA-B-Gal
wskutek zastosowania stgzenia 10 uM (o 25 + 14%, P<0,01). Z kolei w komorkach starych,
stilben ten nie wptynat na istotna zmiang aktywnos$ci enzymu w stosunku do grupy
kontrolnej. Na uwage zasluguje natomiast trend rosnacy, dajacy si¢ zauwazy¢ w przypadku

starych komorek poddanych dziataniu 3,3°,4,4°,5,5’-HHS w stezeniu 10 uM (Ryc. 19-D).
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Rycina 19. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3’,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3.44,5,5-HHS (D) na aktywno$¢ SA-B-Gal w mlodych i starych KM. Badania
przeprowadzono na ekstraktach komorkowych w buforze o pH 6,0, za pomoca metody
fluorescencyjnej. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie rdéznice w porOwnaniu
z grupa kontrolna. Ug, - jednostki $wietlne. Wyniki pochodza z eksperymentéw

przeprowadzonych w duplikatach na komadrkach od 6 ré6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.7. Wplyw stilbenow na dlugos¢ telomerow w mlodych i starych KM

Badania majace na celu okreslenie zmian dtugosci telomerow w mtodych i starych KM
eksponowanych na stilbeny przeprowadzono metoda ilosciowego PCR. Analiza dlugosci
powtorzen telomerowego DNA wykazata, ze zaden z badanych stilbenow, zaroéwno
zastosowany w stezeniu 0,5, jak 1 10 uM, nie wptywa w znaczacy sposdb na zmiang

dhugosci telomerdw, zaréwno w mtodych, jak i starych KM (Rye. 20 A-D).

['] kontrola [] kontrola
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Rycina 20. Wplyw stilbenéw: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3°,44,5,5-HHS (D) na dlugos$¢ telomeréw w mlodych i starych KM. Badania
przeprowadzono metoda ilosciowego PCR. Wyniki pochodza 2z eksperymentow

przeprowadzonych w kwadruplikatach na komorkach od 4 r6znych dawcow.

73



Justyna Mikuta-Pietrasik

2.8. Wplyw stilbenéw na kondensacj¢ chromatyny jadrowej w mlodych i starych KM
Ocena czgsto$ci wystgpowania apoptozy, na podstawie zmian kondensacji chromatyny
jadrowej, z uzyciem barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33258 wykazata, ze zaden ze
stilbenow zastosowanych w stgzeniach 0,5 1 10 uM nie wpltywa na istotng statystycznie
zmiang odsetka komorek apoptotycznych, zar6wno w hodowli mtodych, jak i starych KM
(Ryc. 21 A-D). Reprezentatywne zdjgcia starych KM eksponowanych na resweratrol i

wybarwionych znacznikiem Hoechst 33258 przedstawiono na rycinie 22.
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Rycina 21. Wplyw stilbenéw: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,4,4°,5,5°-HHS (D) na kondensacj¢ chromatyny jadrowej w mlodych i starych KM.
Badania przeprowadzono na komorkach w stadium 50-70% zlewnosci wyznakowanych
barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33258. Wyniki pochodza z eksperymentow

przeprowadzonych w duplikatach, na komorkach pochodzacych od 4 réznych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

kontrola

Rycina 22. Przykladowe zdjecia ilustrujace wynik barwienia starych KM
eksponowanych na resweratrol odczynnikiem Hoechst 33258. Strzatkami zaznaczono

skondensowana, silnie fluoryzujaca chromatyng jadrowa komorek apoptotycznych.
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2.9. Wplyw stilbenow na obecnos¢ drobnoczgsteczkowego DNA w mlodych i starych
KM

Oceng apoptozy na podstawie zawartosci drobnoczasteczkowego DNA w komorkach
(tzw. frakcji subG;) przeprowadzono metoda cytometrii przeplywowej, z wykorzystaniem
komorek znakowanych jodkiem propidyny. Badania wykazaty, iz zarbwno w miodych, jak 1
starych KM resweratrol nie wptywa na zmiang odsetka komorek frakcji subG;, niezaleznie
od uzytego stezenia (Ryc. 23-A).

3,3°,4,4’-THS w stezeniu 0,5 1 10 uM nie wptywat na odsetek komorek frakcji subG
w komorkach mtodych, natomiast w komorkach starych, wyzsze z zastosowanych stgzen
spowodowato wzrost odsetka komorek apoptotycznych o 132 + 23% (P<0,05) (Rye. 23-B).

W przypadku badan przeprowadzonych z uzyciem 3,3°,5,5’-THS, zwiazek ten, podobnie
jak resweratrol, nie wplywal na zmiang¢ wielkosci frakcji komorek posiadajacych
pofragmentowane DNA w hodowlach komoérek mtodych i starych, bez wzgledu na
zastosowane st¢zenie (Rye. 23-C).

Z kolei badania na komoérkach rosnacych w obecnosci 3,3°,4,4°,5,5’-HHS wykazaty, ze
zadne z zastosowanych stgzen nie wplywa na zmiang odsetka komorek apoptotycznych
w hodowlach komorek mtodych. W komorkach starych, stilben ten nie wptynat na zmiang
odsetka komoérek w fazie subG; przy zastosowanym stezeniu 0,5 puM, natomiast przy
stezeniu 10 uM zaobserwowano wzrost odsetka komodrek apoptotycznych o 219 + 13%
(P<0,05) (Rye. 23-D).

Reprezentatywne histogramy ilustrujace wptyw 3,3°,4,4’-THS w obu stezeniach na

wielkos¢ frakeji subG1 w komorkach starych przedstawiono na rycinie 24.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.
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Rycina 23. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,4,4°,5,5-HHS (D) na odsetek komoérek zawierajacych drobnoczgsteczkowe DNA
(frakcja subGl). Badania przeprowadzono na komorkach utrwalonych w etanolu
i wybarwionych PI, metoda cytometrii przeptywowej. Gwiazdkami oznaczono istotne
statystycznie réznice w poréwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentéw

przeprowadzonych w duplikatach na komoérkach od 3 r6znych dawcow.
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Rycina 24. Przykladowe histogramy ilustrujace wplyw stilbenu 3,3’,4,4’-THS na
odsetek komorek zawierajacych drobnoczasteczkowe DNA (frakcja subGl)
w hodowlach starych KM. Frakcj¢ subGl na histogramie odzwierciedlaja komorki

bramkowane symbolem M1.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.10. Wplyw stilbenow na produkcje¢ reaktywnych form tlenu w mlodych i starych KM

Podstawowa produkcj¢ reaktywnych form tlenu (RFT) przez KM poddawane dzialaniu
stilbenow oceniono na podstawie pomiaru fluorescencji emitowanej przez komorki
wyznakowane dwuoctanem 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCFDA). Stwierdzono, ze
resweratrol w stezeniu 0,5 pM w sposob istotny zwigksza produkcj¢ RFT przez komorki
miode (o 101 = 42%, P<0,04) w porownaniu do grupy kontrolnej. Nie odnotowano
natomiast wptywu resweratrolu w st¢zeniu 10 uM na produkcj¢ RFT przez mtode KM, jak
rowniez istotnego statystycznie wplywu tego zwiazku na produkcj¢ RFT przez komorki
stare, przy obu zastosowanych stg¢zeniach (Rye. 25-A).

3,3°,4,4’-THS zastosowany w stgzeniu 0,5 pM zwigkszyt produkcje RFT przez mlode
KM o 65 + 23% (P<0,04). W komorkach rosnacych w obecnosci tego zwiazku w stezeniu
10 uM, nie odnotowano zmiany produkcji RFT w porownaniu z grupa kontrolna. Poddajac
analizie komorki stare nie stwierdzono zmian produkcji RFT eksponowanych na 3,3°,4,4’-
THS w obu uzytych stezeniach (Ryc. 25-B).

W przypadku 3,3°,5,5’-THS (Rye. 25-C) i 3,3°4,4’5,5°-HHS (Rye. 25-D) nie
stwierdzono wptywu tych zwiazkow na produkcje RFT, zar6wno przez komorki mtode, jak i

stare, przy obu zastosowanych st¢zeniach.
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Rycina 25. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)

i3,3°,4,4°,55-HHS (D) na produkcj¢ reaktywnych form tlenu (RFT) przez mlode
i stare KM. Badania przeprowadzono na lizatach komorkowych, po uprzednim
wyznakowaniu  komorek

roztworem H,DCFDA. Gwiazdkami

oznaczono istotne

statystycznie roéznice w poréwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki wyrazono w jednostkach
swietlnych (Ug,.) przeliczonych na 10° komorek. Wyniki pochodza z eksperymentow

przeprowadzonych w duplikatach na komoérkach od 5 réznych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.11. Wplyw stilbenow na zmiany produkcji RFT w czasie

Oceny produkcji RFT przez mtode KM dokonano takze w dos$wiadczeniu ostrym,
w ktorym komorki poddawane dziataniu stilbenéw zbierano i oceniano pod katem
podstawowej produkcji RFT w nastgpujacych punktach czasowych: czas 0, 1 godzina,
2 godziny, 4 godziny, 12 godzin, 24 godziny, 48 godzin i 72 godziny. Punkty czasowe
zostaly dobrane w ten sposob, aby odzwierciedli¢ zmiany produkcji RFT w czasie
korespondujacym z wykonanymi pomiarami stabilno$ci chemicznej zwiazkow badanych.

Badania wykazaty, ze resweratrol pobudza produkcj¢ RFT przez KM w sposob zalezny
od czasu ekspozycji. Przy zastosowaniu st¢zenia 0,5 uM, szczyt produkcji RFT odnotowano
po 2 godzinach ekspozycji, a nastgpnie produkcja RFT malala, osiagajac po 72 godzinach
warto$¢ wyjsciowa (z punktu ty). Z kolei w przypadku stgzenia 10 uM, szczyt produkcji RFT
przypadt na 4 godzing ekspozycji, po czym generowanie RFT ulegalo obnizeniu, w 24
godzinie zréwnujac si¢ z warto$ciami uzyskiwanymi dla stgzenia 0,5 pM, a w 72 godzinie
wracajac do wartosci poczatkowych (Rye. 26-A).

W badaniach z wykorzystaniem 3,3’,4,4’-THS, 3,3°,5,5’-THS oraz 3,3’,4,4’,5,5’-HHS
stwierdzono, iz niezaleznie od uzytego stezenia ktéregokolwiek ze zwiazkdéw, szczytowa
produkcja RFT nastepuje po 4 godzinach ekspozycji, a nastgpnie stopniowo zmniejsza si¢
osiagajac warto$¢ wyjsciowa w 48 godzinie eksperymentu (Ryc. 26-B-D).

Z przeprowadzonych do$wiadczen wynikaja takze pewne rdéznice w skali szczytowej
produkcji RFT. Najsilniejsze pobudzenie wydzielania RFT stwierdzono w przypadku
3,3°,4,4°,5,5°-HHS, kiedy to produkcja RFT pod wplywem stezenia 0,5 uM byta 2.4-razy
wyzsza, natomiast pod wpltywem stgzenia 10 uM — 4,7-razy wyzsza w pordwnaniu
z punktem to. W przypadku 3,3°,4,4’-THS stwierdzono, ze produkcja RFT pod wpltywem
0,5 uM 1 10 uM zwiazku byla, odpowiednio, 2,8-razy 1 3,7-razy wyzsza w porOwnaniu
z warto$ciami uzyskanymi dla czasu tyo. Resweratrol oraz 3,3°,5,5’-THS wptywaty na
pobudzenie produkcji RFT w sposob zblizony. Pierwszy ze stilbenow nasilat produkcje RFT
1,5- 1 2,3-krotnie (odpowiednio dla stezen 0,5 uM i1 10 uM), natomiast drugi ze zwiazkow,
1,5- 1 1,9-krotnie (odpowiednio dla stgzen 0,5 uM 1 10 uM) (Ryc. 26-A-D).
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Rycina 26. Wplyw stilbenéw: resweratrolu (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5°-THS (C)
i3,3,44,5,5-HHS (D) na zmiany produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) przez
mlode KM w czasie. Badania przeprowadzono na lizatach komérkowych, po uprzednim
wyznakowaniu komorek roztworem H,DCFDA. Wyniki wyrazono w jednostkach
swietlnych (U, przeliczonych na 10° komérek. Wyniki pochodza z eksperymentow

przeprowadzonych w tryplikatach na komoérkach od 3 réznych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.12. Wplyw stilbenow na aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w mlodych i starych
KM

Badania aktywnos$ci catkowitej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wykazaty, ze mtode
KM poddane dziataniu resweratrolu w stezeniu 0,5 uM charakteryzuja si¢ podwyzszona
aktywnos$cia tego enzymu w poréwnaniu z grupa kontrolng (wzrost o 32 + 5%, P<0,001).
Takze w przypadku komorek eksponowanych na resweratrol w stgzeniu 10 uM odnotowano
podwyzszong aktywnos¢ SOD w komoérkach mtodych (wzrost o 20 + 6%, P<0,001). Z kolei
w starych KM stwierdzono, iz resweratrol w st¢zeniu 0,5 uM wplywa na wzrost aktywnosci
SOD o 34 + 10% (P<0,001) w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nie stwierdzono natomiast
zmian aktywnos$ci SOD w komorkach starych po ich ekspozycji na resweratrol w stgzeniu 10
uM (Ryc. 27-A).

Badania przeprowadzone z uzyciem 3,3’,4,4’-THS dostarczyty analogicznych wynikow.
Mianowicie, w przypadku ekspozycji komoérek mtodych na zwiazek w stgzeniach
0,51 10 uM zaobserwowano podwyzszenie aktywnosci SOD o, odpowiednio, 40 + 6%
(P<0,001) 1 26 + 3% (P<0,001). Z kolei w komorkach starych, aktywnos¢ SOD po
ekspozycji na 3,3°,4,4’-THS w stezeniu 0,5 uM byla o 37 = 18% (P<0,05) wyzsza
w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. Nie stwierdzono natomiast wptywu tego zwiazku w
stezeniu 10 uM na aktywnos$¢ SOD w komorkach starych (Ryc. 27-B).

W przypadku komoérek poddawanych dziataniu 3,3°,5,5°-THS (Rye. 27-C) oraz
3,3°,44°,5,5-HHS (Rye. 27-D) badania nie wykazaty istotnych statystycznie zmian
aktywnosci SOD zaré6wno w komorkach miodych, jak 1 starych, niezaleznie od

zastosowanego stezenia zwiazku.
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Rycina 27. Wplyw stilbendow: resweratrolu (A), 3,3’,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,4,4°,5,5-HHS (D) na aktywnos¢ calkowita dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
w mlodych i starych KM. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie rdznice

w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych

w duplikatach na komodrkach od 6 r6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.13. Wplyw stilbenow na aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w czasie

Oceny aktywnosci catkowitej SOD w miodych KM dokonano takze
w do$wiadczeniu ostrym, w ktorym komorki poddawano dziataniu stilbendw, podobnie jak
w przypadku oceny produkcji RFT, w nastepujacych punktach czasowych: czas 0, 1
godzina, 2 godziny, 4 godziny, 12 godzin, 24 godziny, 48 godzin i 72 godziny.

Badania wykazaty, ze ekspozycja komorek na resweratrol w st¢zeniu 0,5 1 10 uM jest
zwiagzana z pobudzeniem aktywnosci SOD w sposéb zalezny od czasu. W przypadku
nizszego z zastosowanych stezen, w pierwszych dwoch godzinach eksperymentu, aktywnos$¢
enzymu byta zblizona do warto$ci wyjsciowej (punkt 0), jednak po 4 godzinach odnotowano
jej znaczacy wzrost, ktory ostatecznie osiagnat warto$¢ szczytowa po 12 godzinach. Po tym
czasie, w kolejnych punktach czasowych dato si¢ zauwazy¢ stopniowe obnizanie aktywnosci
SOD, ktoéra jednak nawet w 72 godzinie eksperymentu byla znaczaco wyzsza od wartosci
poczatkowej (P<0,05). W przypadku stezenia 10 puM przebieg krzywej byl niemal
identyczny, natomiast otrzymane wartosci aktywno$ci SOD byly nieco nizsze w porOwnaniu
ze stezeniem 0,5 uM (Ryec. 28-A).

Doswiadczenia wykonane na komorkach poddawanych dziataniu 3,3°,4,4’-THS
wykazaty, iz takze w przypadku tego zwiazku nastgpuje zalezne od czasu pobudzenie
aktywnosci catkowitej SOD. W przypadku obu zastosowanych stezen, po poczatkowym,
trwajacym do 2 godzin obnizeniu aktywnosci SOD, odnotowano znaczacy wzrost
aktywnos$ci enzymu, ktora dla obu uzytych stgzen swoj szczyt osiagneta w 12 godzinie
eksperymentu. Nastepnie, podobnie jak w przypadku resweratrolu, nastapito stopniowe
obnizanie si¢ aktywnosci SOD, ktore w 72 godzinie eksperymentu byto jednak nadal wyzsze
w poréwnaniu z punktem t=0 (P<0,05) (Ryec. 28-B).

Badania z wykorzystaniem 3,3°,5,5’-THS wykazaly, iz w tym przypadku nastgpuje
jedynie krotkotrwale pobudzenie aktywnosci SOD w komorkach, utrzymujace si¢ jedynie
przez 2 godziny eksperymentu. Po tym czasie, aktywno$¢ enzymu w komorkach
eksponowanych na 3,3°,5,5’-THS w stezeniach 0,5 i 10 uM wrécila do wartosci
poczatkowych 1 pozostawata porownywalna z nimi az do 72 godziny eksperymentu
(Ryc. 28-C).

W przypadku komorek eksponowanych na 3,3°,4,4°,5,5’-HHS zaobserwowano wyrazne
réznice w zmianach aktywnos$ci SOD pod wptywem zwiazku w stezeniu 0,5 i 10 pM.
Analizujac nizsze z zastosowanych st¢zen stwierdzono, ze w komorkach nastepuje wzrost

aktywnosci enzymu, ktory utrzymuje si¢ przez 12 godzin eksperymentu (szczyt przypada na
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12 godzing), po czym aktywnos$¢ SOD zaczyna si¢ obniza¢ i oscylowa¢ wokot wartosci
poczatkowych. Z kolei w komorkach poddawanych dziataniu stilbenu w stezeniu 10 uM, po
niewielkim 1 krétkotrwatym wzrosécie aktywnosci SOD (szczyt po 2 godzinach), obserwuje
si¢ stopniowe obnizanie aktywno$ci enzymu, ktora to warto§¢ juz od 12 godziny

eksperymentu jest nizsza od wartosci dla punktu poczatkowego (P<0,05) (Ryc. 28-D).
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Rycina 28. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3°,445,5-HHS (D) na zmiany aktywnoS$ci calkowitej SOD w mlodych KM
w czasie. Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w tryplikatach na

komorkach od 3 ro6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.14. Wplyw stilbenow na stezenie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny w milodych
i starych KM

Badania wykazaty, ze w komoérkach mtodych resweratrol obniza stezenie 8-hydroksy-2’-
deoksyguanozyny (8-OH-dG) w sposob zalezny od dawki. Przy zastosowaniu stgzenia
0,5 uM stezenie 8-OH-dG bylo nizsze w pordwnaniu do grupy kontrolnej o 24 + 3%
(P<0,001), natomiast przy zastosowaniu stgzenia 10 uM, o 12 + 4% (P<0,05). W przypadku
komorek starych, istotne statystycznie obnizenie stgzenia 8-OH-dG odnotowano tylko
w komorkach eksponowanych na resweratrol w stezeniu 0,5 uM (o 19 + 3%, P<0,01)
(Ryc. 29-A).

Ocena stgzenia 8-OH-dG w komodrkach mtodych poddanych dziataniu 3,3°,4,4’-THS
wykazata, ze zwigzek ten zastosowany w stezeniu 0,5 uM obniza zawarto$¢ oksydacyjnej
modyfikacji DNA o 12 £ 2% (P<0,01). Nie zaobserwowano natomiast wplywu tego zwiazku
na zmiang st¢zenia 8-OH-dG w przypadku zastosowania stezenia 10 pM. Z kolei badajac
komorki stare wykazano, ze 3,3°,4,4’-THS w stezeniu 0,5 uM obniza st¢zenie 8-OH-dG
o 15 + 5% (P<0,05), natomiast w stezeniu 10 uM w znaczacy sposob podwyzsza stezenie tej
modyfikacji (o 16 = 6%, P<0,05) (Rye. 29-B).

Badania przeprowadzone z uzyciem 3,3°,5,5’-THS wykazaty, ze w przypadku miodych
KM, zwiazek ten nie wplywa na istotng statystycznie zmiang st¢zenia 8-OH-dG ani
w stezeniu 0,5 pM, ani 10 puM. Natomiast w komoérkach starych, stilben ten powoduje
wzrost stezenia 8-OH-dG (o 19 + 4%, P<0,05) przy zastosowaniu st¢zenia 10 uM. Gdy
zastosowano stezenie 0,5 uM, nie odnotowano wptywu 3,3°,5,5’-THS na stezenie 8-OH-dG
w starych KM (Ryec. 29-C).

Analogiczne wyniki uzyskano analizujac zmiany stezenia 8-OH-dG w komorkach
poddawanych dziataniu 3,3°,4,4°,5,5°’-HHS. I w tym przypadku, jedyna istotng statystycznie
zmiang stgzenia 8-OH-dG byl jego wzrost (o 26 + 3%, P<0,01) w komorkach starych
eksponowanych na zwiazek w stezeniu 10 uM (Ryc. 29-D).
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Rycina 29. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3,445,5-HHS (D) na stezenie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OH-dG)
w miodych i starych KM. Badania przeprowadzono na DNA wyekstrahowanym z komoérek
za pomoca kompetycyjnego testu ELISA. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie

roznice w porownaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z eksperymentéw

przeprowadzonych w duplikatach na komoérkach od 6 r6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.15. Wplyw stilben6w na mas¢ mitochondriow w mlodych i starych KM

Badania majace na celu okreslenie wplywu stilbenow na masg¢ (biogeneze)
mitochondriéw zostaly wykonane na komorkach wyznakowanych N-nonyl oranzem
akrydyny (NAO). Badania te wykazaly, ze w komorkach mtodych resweratrol w stezeniu 0,5
uM powoduje wzrost masy mitochondriéw o 68 + 27% (P<0,05) w poréwnaniu z grupa
kontrolna, a w stezeniu 10 uM o 49 + 27% (P<0,05). Z kolei w komodrkach starych nie
zaobserwowano istotnych statystycznie roznic migdzy grupa kontrolna a komorkami
eksponowanymi na oba stgzenia resweratrolu (Ryc. 30-A).

Ocena tego parametru w komodrkach mlodych poddanych dziataniu 3,3°,4,4’-THS
wykazala, Zze zwiazek ten uzyty w stezeniu 0,5 uM podwyzsza mas¢ mitochondriow
0 49 + 18% (P<0,05). Nie zaobserwowano jednoczesnie wptywu tego zwiazku na zmiang
masy mitochondriow przy zastosowaniu 10 pM. Z kolei badajac komorki stare wykazano, ze
w stezeniu 0,5 uM 3,3°,4,4’-THS nie wptywa na mas¢ mitochondridw, natomiast w st¢zeniu
10 uM obniza ja poréwnaniu do grupy kontrolnej o 47 + 12% (P<0,05) (Ryc. 30-B).

Badania przeprowadzone z uzyciem 3,3°,5,5’-THS wykazaty, ze w przypadku mtodych
KM, zwiazek ten zastosowany w stezeniu 0,5 pM podwyzsza mas¢ mitochondriow
o 28 £ 11% (P<0,05), natomiast w st¢zeniu 10 uM nie powoduje istotnej statystycznie
zmiany wielkos$ci tego parametru w stosunku do grupy kontrolnej. Z kolei w komorkach
starych, stilben ten, w st¢zeniu 0,5 pM, powoduje obnizenie masy mitochondriow o 37 + 6%
(P<0,01), a przy zastosowaniu stezenia 10 uM o 26 £+ 6% (P<0,01) (Rye. 30-C).

Analizujac wptyw 3,3°,4,4°,5,5’-HHS stwierdzono, ze zarowno w komorkach mtodych,
jak 1 starych zwiazek ten nie wptywa w istotny statystycznie sposdéb na mas¢ mitochondriow

w poréwnaniu z grupa kontrolna, niezaleznie od zastosowanego st¢zenia (Rye. 30-D).

Aby zweryfikowa¢ mozliwos$¢, iz wzrost produkcji RFT przez komorki eksponowane na
resweratrol 1 3,3°,4,4’-THS jest pochodna wzrostu masy mitochondriow, dokonano
przeliczenia uzyskanych wartosci RFT dla mlodych KM na mas¢ mitochondriow.
Woyliczenia te pokazaty, iz w przypadku obu badanych zwiazkéw, stosunek produkceji RFT
do masy mitochondriow w komodrkach byl porownywalny z grupa kontrolna (danych nie

zilustrowano).

89



Justyna Mikuta-Pietrasik

[] kontrola [J kontrola
¥ resweratrol 0,5 uM 3,3'4,4-THS 0,5 uM
W 3,3'44-THS 10 uM
200000 W resweratrol 10 pM 200000- u

2 LR
53 23
6 £ 25 I
S 2 g =
25 100000- £ 2 100000
E = “§ *
° 2 a3 R T
© =2 | =
E ™ 50000 E 50000
0 0
komérki mfode komérki stare komorki mtode komorki stare
[] kontrola [J kontrola
3,3'.5,5-THS 0,5 uM 3,3'4,4',5,5“HHS 0,5 uM
200000, ™ 3.3'5,5-THS 10uM 200000, M 3.34.4'55-HHS 10 uM
3 _ :
0 X 0 X
T § 150000 T .5 150000,
o E o E
£ 0 £ 0
Q x Q Xx
0w 0w
-‘E’ S 100000 ‘E’ © 1000004
s = _ a =
83 y .ot 83
E - ’_I_‘ % i %l | -
0 0
komorki mfode komorki stare komorki mfode komarki stare

Rycina 30. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,4,4,5,5-HHS (D) na mas¢ mitochondriow w mlodych i starych KM. Badania
przeprowadzono na komorkach wyznakowanych NAO metoda fluorescencyjna.
Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie rdznice w porOwnaniu z grupa kontrolna.
Wyniki wyrazono w jednostkach $wietlnych (Ugy,) przeliczonych na 10° komorek. Wyniki

pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w duplikatach na komorkach od 5 réznych

dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.16. Wplyw stilbenéw na potencjal blony mitochondrialnej (A¥,,) w mlodych i starych
KM

Oceny wielkosci potencjatu btony mitochondriow (AY,) dokonano na podstawie
wyznakowania komorek roztworem jodku 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3’
tetractylobenzimidazolokarbocyjaninowego (JC-1), a nastgpnie wyliczenia stosunku zielonej
fluorescencji emitowanej przez agregaty tego zwiazku do czerwonej fluorescencji
emitowanej przez jego form¢ monomeryczna.

Badania wykazaly, ze reswaratrol zastosowany w stezeniu 0,5 uM obniza wartos¢ AWy,
w miodych KM o 5 + 2% (P<0,05), natomiast w komoérkach starych podwyzsza ja o 20 +
3% (P<0,01) w poréwnaniu z grupa kontrolna. Potencjal blony mitochondrialnej w
komorkach eksponowanych na reswaratrol w stgzeniu 10 uM nie roznit si¢ od wartosci
uzyskanych dla grupy kontrolnej (Ryc. 31-A).

3,3°,4,4°-THS wptynat na obnizenie wartosci A¥,, w komodrkach mlodych, w sposdb
zalezny od dawki. Przy zastosowaniu stgzenia 0,5 pM odnotowano obnizenie warto$ci
potencjatu o 16 + 3% (P<0,01), natomiast przy stgzeniu 10 uM o 27 £ 5% (P<0,001).
Jednoczes$nie, nie stwierdzono zmian wartosci AW¥,, w komorkach starych, niezaleznie od
uzytego stezenia zwiazku (Ryc. 31-B).

3,3°,5,5°-THS nie spowodowal zmiany wartosci AY,, w komodrkach mtodych,
niezaleznie od zastosowanego stezenia zwiazku. Natomiast w komodrkach starych
eksponowanych na stilben w st¢zeniu 0,5 uM, wartos¢ AWy, wzrosta o 17 + 3% (P<0,05),
a pod wpltywem 10 uM pozostata bez zmian (Ryc. 31-C).

3,3°,44°,5,5-HHS w stezeniu 0,5 pM spowodowat obnizenie wartosci AWy,
w komorkach mtodych o 12 £ 3% (P<0,01), natomiast zastosowany w stezeniu 10 pM
o 21 + 3% (P<0,01). Z kolei w komorkach starych, zwiazek ten zastosowany w stezeniu
0,5 uM wptynal na obnizenie wartosci A¥y, o 18 + 4% (P<0,05), natomiast przy st¢zeniu
10 uM warto$¢ ta byta poréwnywalna z grupa kontrolna (Rye. 31-D).
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Rycina 31. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i 3,3°4,4,5,5-HHS (D) na wielkos¢ potencjalu blony mitochondrialnej (AW¥y)
w mlodych i starych KM. Badania przeprowadzono na komoérkach wyznakowanych JC-1
metoda fluorescencyjna. Wyniki wyrazone sg jako stosunek fluorescencji emitowanej przez
agregaty tego zwiazku do fluorescencji jego formy monomerycznej. Gwiazdkami oznaczono
istotne statystycznie roznice w pordéwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z

eksperymentoéw przeprowadzonych w duplikatach na komoérkach od 5 ré6znych dawcow.
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Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

2.17. Wplyw stilbenéw na wydzielanie czynnika wzrostu Srodblonka naczyn (VEGF)
przez mlode i stare KM

Badania przeprowadzone metoda ELISA wykazaty, ze resweratrol w stezeniu 0,5 uM
obniza wydzielanie VEGF przez komorki mtode o 31 = 7% (P<0,05) w poréwnaniu do
komorek grupy kontrolnej. Jednoczesnie nie stwierdzono zmian produkcji VEGF przez
mlode KM pod wptywem resweratrolu w stezeniu 10 uM, jak réwniez efektu tego zwiazku
zastosowanego w obu stezeniach na sekrecj¢ VEGF przez komorki stare (Rye. 32-A).

3,3°,4,4’-THS nie spowodowat istotnej statystycznie zmiany wydzielania VEGF przez
mlode KM, niezaleznie od uzytego st¢zenia. Z kolei w komodrkach starych, zwiazek ten
wptynal na wzrost wydzielania VEGF o 121 £ 55% (P<0,05) oraz 175 = 11% (P<0,01) dla,
odpowiednio, stezen 0,51 10 uM (Ryc. 32-B).

Wydzielanie VEGF przez mlode KM eksponowane na 3,3°,5,5’-THS w stezeniu
0,5 uM nie roznito si¢ znaczaco od grupy kontrolnej, natomiast w przypadku komorek
poddawanych dziataniu st¢zenia 10 uM bylo podwyzszone o 56 + 23% (P<0,05). Z kolei
badania na komorkach starych wykazaty, ze wydzielanie VEGF pod wplywem 3,3°,5,5°-
THS w stezeniu 0,5 puM bylo o 41 + 14% (P<0,05) wyzsze, a w stezeniu 10 pM
o 72 £ 12% (P<0,01) wyzsze w porownaniu z komorkami grupy kontrolnej
(Ryc. 32-C).

Wydzielanie VEGF przez KM eksponowane na 3,3°,4,4°,5,5’-HHS ma charakter
identyczny do tego, odnotowanego dla 3,3°,5,5’-THS. W komérkach mtodych, zwiazek ten
wywiera wptyw tylko w stezeniu 10 uM, co przeklada si¢ na wzrost produkcji VEGF
0 253 £ 60% (P<0,001). Z kolei w komorkach starych, wydzielanie VEGF pod wplywem
3,3’,4,4°,5,5-HHS w stezeniu 0,5 uM byto o 153 + 55% (P<0,05) wyzsze, a w stgzeniu
10 uM o 122 + 41% (P<0,05) wyzsze w pordéwnaniu z komodrkami grupy kontrolnej
(Rye. 32-D).
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Rycina 32. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3°,4,4°,5,5°-HHS (D) na produkcje VEGF przez mlode i stare KM.

Pomiaru st¢zenia VEGF dokonano metoda ELISA w supernatantach (medium
kondycjonowanym) zebranych z hodowli komoérek mlodych i1 starych. Gwiazdkami
oznaczono istotne statystycznie réznice w porownaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza

z eksperymentow przeprowadzonych na komodrkach od 6 roznych dawcow.
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2.18. Wplyw stilbenow na wydzielanie chemokiny CXCLS8/IL-8 przez mlode i stare KM

Ocena wydzielania CXCL8/IL-8 dokonana metoda ELISA wykazata, ze resweratrol
w stezeniu 0,5 puM obniza produkcje¢ tego czynnika przez komorki miode o 57 + 4%
(P<0,04) w porownaniu z komorkami grupy kontrolnej. Jednoczesnie nie stwierdzono
wplywu resweratrolu w st¢zeniu 10 uM na wydzielanie CXCL8/IL-8 przez komorki mlode,
jak rowniez jego wptywu w obu stgzeniach na wydzielanie CXCL8/IL-8 przez komorki stare
(Ryc. 33-A).

3,3°,44’-THS w stezeniu 0,5 uM nie spowodowal zmian wydzielania chemokiny
CXCLS/IL-8 ani w komorkach mtodych, ani w starych. Z kolei zastosowany w stezeniu
10 uM wptynat pobudzajaco na to zjawisko, czego odzwierciedleniem byl wzrost sekrecji
0 340 £ 117% (P<0,001) przez komorki miode oraz o 373 + 144% (P<0,05) przez komorki
stare (Ryc. 33-B).

Produkcja chemokiny CXCLS8/IL-8 pod wptywem 3,3°,5,5’-THS nie rdznila si¢ znaczaco
od grupy kontrolnej, niezaleznie od zastosowanego stgzenia zwiazku oraz replikacyjnego
wieku komorek badanych (Rye. 33-C).

3,3°,4,4°,5,5’-HHS w stezeniu 0,5 uM nie wptynat na zmiang wydzielania CXCLS8/IL-8
w komorkach mlodych, natomiast w stezeniu 10 uM spowodowal wzrost wydzielania
chemokiny o 1351 + 109% (P<0,001). Z kolei w komorkach starych, zwiazek ten
zastosowany w stezeniu 0,5 uM spowodowat wzrost wydzielania CXCLS8/IL-8 o 232 + 83%
(P<0,05), natomiast w stezeniu 10 uM o 331 + 155% (P<0,05) (Rye. 33-D).
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Rycina 33. Wplyw stilbenow: resweratrolu (A), 3,3°,4,4-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C)
i3,3,4,4°,5,5°-HHS (D) na produkcje¢ chemokiny CXCLS8/IL-8 przez mlode i stare KM.
Pomiaru stezenia CXCLS/IL-8 dokonano metoda ELISA w supernatantach (medium
kondycjonowanym) zebranych z hodowli komoérek mlodych i starych. Gwiazdkami
oznaczono istotne statystycznie réznice w porownaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza

z eksperymentow przeprowadzonych na komodrkach od 6 ré6znych dawcow.
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2.19. Wplyw stilbenow na proliferacj¢ komorek srodblonka naczyn skory HMEC-1

Aby oceni¢ biologiczne znaczenie zmian produkcji czynnikdw angiogennych przez
mtode 1 stare KM poddawane dziataniu stilbenéw, komorki $rodbtonka naczyniowego
HMEC-1 byty eksponowane przez 48 godzin na media kondycjonowane zebrane z hodowli
KM, po czym oceniono ich proliferacj¢ metoda MTT.

Badania wykazaly, ze komorki eksponowane na medium kondycjonowane z mtodych
KM poddawanych dziataniu resweratrolu w st¢zeniu 0,5 uM cechowaly si¢ proliferacja
stabsza o 21 + 4% (P<0,01) w porownaniu z grupa kontrolna. W przypadku pozostatych
grup badanych, nie odnotowano istotnej statystycznie zmiany tempa proliferacji komorek
HMEC-1 (Rye. 34-A).

W przypadku komérek HMEC-1 rosnacych w obecnos$ci medium kondycjonowanego
zebranych z hodowli mlodych KM eksponowanych na 3,3°,4,4’-THS w stezeniu 10 uM
odnotowano pobudzenie proliferacji komoérek o 18 = 5% (P<0,05) w poroéwnaniu z grupa
kontrolna, natomiast przy uzyciu st¢zenia 0,5 uM nie stwierdzono r6znic w porownaniu z
grupa kontrolna. Jednoczesnie, w przypadku komorek eksponowanych na medium
kondycjonowane ze starych KM poddanych dziataniu stilbenu w stezeniu 0,5 puM
stwierdzono wzrost proliferacji komorek o 16 = 3% (P<0,01), a w stgzeniu 10 uM o0 49 + 4%
(P<0,001) (Ryc. 34-B).

W przypadku komoérek HMEC-1 eksponowanych na medium kondycjonowane z
miodych i starych KM poddanych dziataniu 3,3°,5,5’-THS w obu stezeniach, nie
odnotowano istotnych statystycznie réznic w proliferacji komorek badanych, niezaleznie od
uzytego stezenia zwiazku (Ryc. 34-C).

W przypadku komorek HMEC-1 rosnacych w obecno$ci mediow kondycjonowanych
zebranych z hodowli mtodych KM eksponowanych na 3,3°,4,4°,5,5’-HHS w stezeniu 10 uM
odnotowano pobudzenie proliferacji komorek o 33 + 6% (P<0,001) w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Nie stwierdzono natomiast zmian proliferacji komork HMEC-1 pod wplywem
stilbenu w stezeniu 0,5 uM. Jednoczes$nie, w przypadku komodrek eksponowanych na
medium kondycjonowane ze starych KM poddanych dziataniu stilbenu w stezeniu 0,5 uM
stwierdzono wzrost proliferacji komorek o 34 + 4% (P<0,001), a w stezeniu 10 uM o 54 +
5% (P<0,001) (Ryc. 34-D).
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Rycina 34. Wplyw medium kondycjonowanego z hodowli mlodych i starych KM,
eksponowanych na resweratrol (A), 3,3°,4,4’-THS (B), 3,3°,5,5’-THS (C) i 3,3°,4,4°,5,5’-
HHS (D) na proliferacje komoérek srédblonka naczyniowego HMEC-1. Pomiaru
aktywnosci proliferacyjnej komoérek HMEC-1 dokonano metoda MTT. Grupg kontrolng
w eksperymencie stanowity komorki $rédblonkowe rosnace w obecnosci standardowego
medium M199 bez surowicy, przechowywanego podobnie jak probki medium
kondycjonowanego w temperaturze —20 °C. Wyniki znormalizowano poprzez odpowiednie
rozcienczenie probek medium kondycjonowanego w odniesieniu do liczby komoérek
miodych i1 starych, wydzielajacych czynniki do tego medium. Gwiazdkami oznaczono
istotne statystycznie roznice w pordéwnaniu z grupa kontrolna. Wyniki pochodza z

eksperymentoéw przeprowadzonych z uzyciem medium wyprodukowanego przez komoérki od

6 r6znych dawcow.
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DYSKUSJA

Jak do tej pory, w badaniach biogerontologicznych wykorzystywano szereg
zrdznicowanych chemicznie zwiazkow, ktorych celem dzialania miato by¢ opdznienie tempa
starzenia si¢ komorek i/lub organizmow, wzglednie spowolnienie lub zahamowanie rozwoju
okreslonych chorob zwiazanych z wiekiem. Na tym polu testowano mi¢dzy innymi hormon
wzrostu [182], dehydroepiandrosteron (DHEA) [183], kwas L-2-oksotiazolidyno-4-
karboksylowy  (procysteing) [68;168], L-argining [184], B-alanylo-L-histydyng¢
(L-karnozyng) [185], peroksyredoksyne II [186], a-fenylo-tert-butylonitron (PBN) [69]
1 wiele innych. Co istotne, w przypadku czgsci z tych zwiazkow, obserwowane efekty byty
niezadowalajace (zbyt stabe lub zbyt krotkotrwate), a w przypadku czgsci z nich, efektow
przeciwstarzeniowych w ogoéle nie stwierdzono. W tej sytuacji, szczeg6lnie ciekawym
kandydatem okazat si¢ naturalny stilben — resweratrol, ktorego dzialanie, oprocz efektow
kardioprotekcyjnych, przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych, przelozylo si¢ zar6wno
na znaczacy wzrost dtugosci zycia organizmow modelowych [125-128], jak 1 wydtuzenie
mozliwosci proliferacyjnych niektérych typdéw komorek in vitro [135;136].

Niniejsza rozprawa jest proba kompleksowej oceny dziatania resweratrolu i jego trzech
syntetycznych, dodatkowo hydroksylowanych pochodnych w aspekcie procesu starzenia si¢
na poziomie komorkowym. W przypadku uzytych do badan analogéw resweratrolu,
niniejsze badania sa pionierska proba okreslenia ich wplywu na wyktadniki wzrostu
1 proliferacji komoérek w warunkach hodowlanych. Jak dotad bowiem, w zakresie tematyki
zwiazane] ze starzeniem komodrkowym, resweratrol byl jedynym stilbenem
wykorzystywanym w tego typu badaniach. Jako kryterium wyboru pochodnych resweratrolu
wykorzystano liczb¢ 1 umiejscowienie dodatkowych grup hydroksylowych (—OH)
w pierscieniach aromatycznych. Uwaza si¢ bowiem, ze to rodzaj, lokalizacja oraz liczba
podstawnikow sa czynnikami o decydujacym znaczeniu dla biologicznych wlasciwosci
stilbenow [173;187]. Tak wigc, oprocz resweratrolu, do badan wybrano 3,3°,5,5’-THS, ktory
podobnie jak jego naturalny prekursor cechuje sig tym, Ze nie posiada sasiadujacych ze soba
podstawnikow hydroksylowych. Jako dwa kolejne analogi wybrano 3,3°,4,4’-THS oraz
3,3,4,4°,5,5-HHS,  ktorych charakterystyczna cecha jest umiejscowienie  grup
hydroksylowych w potozeniu orto, co wedtug niektorych autorow wzmacnia witasciwosci

biologiczne pochodnych resweratrolu [138]. Nalezy podkresli¢, ze w odniesieniu do
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wszystkich wybranych analogéw resweratrolu zachowana jest symetria podstawnikow w
obu pier§cieniach aromatycznych, co miato stuzy¢ wykluczeniu wzajemnych oddziatywan
pomiedzy pier§cieniami. Ostatnia, lecz nie mniej wazna przestanka w wyborze do badan
3,3°,4,4’-THS oraz 3,3°,5,5’-THS bylta bardzo niewielka liczba doniesien literaturowych o
ich aktywnosci biologiczne;j.

Bardzo waznym zagadnieniem w planowaniu badan byt wybor wilasciwych stgzen
roboczych zwiazkow badanych. Warto zauwazy¢, ze badania z wykorzystaniem resweratrolu
1 jego pochodnych prowadzone byly dotychczas w dos$¢ szerokim zakresie stgzen, ze
wskazaniem na warto$ci w zakresie 25 - 200 uM [188]. Zastosowanie tak wysokich stgzen
bylo podyktowane chgcia wykorzystywania cytotoksycznych wiasciwosci zwiazkoéw
w kontek$cie ich dziatania przeciwnowotworowego [189;190]. W niniejszym projekcie,
stezenia resweratrolu 1 jego pochodnych zostaly dobrane w ten sposob, aby zapewni¢
dlugotrwata przezywalnos¢ komorek badanych, a zarazem, aby mozliwe bylo
zaobserwowanie ich wplywu na parametry zwiazane z replikacyjnym starzeniem sig
komorek (m.in. dynamika starzenia sig, stresem oksydacyjnym, wlasciwosciami
wydzielniczymi). W toku badan pilotazowych udato si¢ wykaza¢, ze te warunki moga by¢
spelnione w zakresie stgzen do 10 uM, przy czym st¢zenie 0,5 puM okazato si¢ w
najwyzszym stopniu pobudza¢ proliferacj¢ komorek w systemie ostrym. Tak wigc dla
potrzeb doswiadczen wiasciwych wybrano dwa st¢zenia stilbendw, tj. 0,5 uM oraz 10 uM,
przy czym to drugie, begdace stezeniem granicznym, mialo stanowi¢ swego rodzaju
dodatkowa kontrole wzgledem stezenia 0,5 uM. Planujac do$wiadczenia nie wykluczono
bowiem mozliwosci, ze w komorkach eksponowanych na zwiazki badane w stezeniu 10 uM
bedzie mozna uchwyci¢ okreslone efekty, nieobecne przy zastosowaniu stgzenia
dwudziestokrotnie nizszego. Stabilno$ci zwiazkow badanych w medium hodowlanym
dowiodly doswiadczenia z wykorzystaniem metody HPLC, przy czym wyniki tych badan
wykazaty pewne, czasem znaczace roznice migdzy poszczegdlnymi stilbenami.
Najtrwalszym spos$rod badanych zwiazkow okazat si¢ resweratrol, a zaraz po nim 3,3°,5,5’-
THS, natomiast zdecydowanie wyzszym tempem degradacji cechowaly si¢ 3,3°,4,4’-THS
oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS. Biorac pod uwagg uzyskane wyniki nie mozna wykluczy¢, ze czgsé
obserwowanych efektow biologicznych moze by¢ pochodna réznic w trwatosci zwiazkoéw
badanych w medium hodowlanym. Poniewaz jednak sytuacja ta nie wydaje si¢ by¢ prosta

zalezno$cia typu: trwalo$§¢ zwiazku — efekt dziatania zwiazku, kwestia ta zostanie
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uszczegotowiona w dalszej czesci dyskusji, po gruntownym omoéwieniu uzyskanych
wynikow do$wiadczen.

Ludzkie komodrki mezotelium otrzewnowego — stanowiace model do$§wiadczalny w
niniejszej rozprawie — znane sa z relatywnie niskiego tempa podzialow mitotycznych,
wczesnego wyczerpywania si¢ potencjalu podzialowego oraz replikacyjnego starzenia sig,
ktore nastgpuje zwykle po zaledwie kilku rundach replikacji in vitro [166]. Cechy te czynia z
KM dobry obiekt badan nad wplywem czynnikow mogacych modulowa¢ tempo ich
starzenia si¢ [65;168]. Wazne znaczenie KM w regulacji zjawisk fizjologicznych oraz
patologii przebiegajacych w jamie otrzewnej stanowitlo dodatkowa przeslanke,
przemawiajaca za wyborem tej grupy komoérek dla potrzeb niniejszej rozprawy
[145;146;164].

W pierwszej czgsci badan za cel postawiono sobie okreslenie wptywu resweratrolu i jego
analogdw na potencjal podzialowy oraz kinetyke starzenia si¢ KM. Badania proliferacji
komorek polegajace m.in. na ocenie stopnia wychwytu tymidyny znakowanej trytem przez
DNA komorek dzielacych sig, dystrybucji komoérek w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego (ze szczegdlng uwaga zwrdcona na komorki syntetyzujace DNA w fazie S)
oraz ekspresji antygenu proliferacyjnego PCNA (ktorego szczyt ekspresji przypada takze na
faze S [191]), wykazaly, ze resweratrol w stezeniu 0,5 uM w znaczacy sposob zwigksza
zdolnosci podziatowe KM in vitro. Efekt ten potwierdzity takze badania przewlekte, podczas
ktérych wykazano, iz starzenie si¢ KM eksponowanych na resweratrol w tym st¢zeniu jest
opdznione w poréwnaniu z komérkami grupy kontrolnej. Uzyskane wyniki badan sa zgodne
z wczesniejszymi obserwacjami poczynionymi na modelu komorek progenitorowych
srodbtonka naczyn [136] 1 mezenchymalnych komoérkach macierzystych [135]. Z drugiej
strony nalezy wspomnie¢, ze w przypadku fibroblastow wyizolowanych z mig$nia
sercowego [192], komorek srodbtonka naczyniowego [193], keratynocytow [133] 1 komoérek
migsni gladkich [194], resweratrol wykazywal dziatanie antyproliferacyjne. Jako jedna z
przyczyn roznic we wplywie resweratrolu na aktywno$¢ podziatlowa komorek, oprocz
ewidentnego wptywu typu komorek badanych, mozna uzna¢ zastosowane st¢zenia zwiazku.
Otéz dla przyktadu, pobudzajace dziatanie resweratrolu na proliferacj¢ mezenchymalnych
komoérek macierzystych odnotowano przy stezeniu 10 uM, natomiast w stezeniu 100 pM,
zwiazek ten wywieral juz dzialanie antyproliferacyjne [135]. Z kolei badania z

wykorzystaniem ptodowych fibroblastow plucnych wykazaty, ze zwiazek ten w stezeniach
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do 10 uM nie wplywa na ich aktywno$¢ podzialowa, natomiast w stezeniach 25 puM i
wyzszych hamuje proliferacje komorek w sposob zalezny od dawki [195]. I wreszcie, w
badaniach na komorkach §réodbtonka naczyn HUVEC wykazano, ze w st¢zeniach 10-100
ug/ml resweratrol hamuje proliferacj¢ komorek, natomiast w st¢zeniu 0,1 pg/ml wydatnie ja
pobudza [196].

W sposob zblizony do resweratrolu, w tym na odsetek komorek w fazie S cyklu,
ekspresj¢ antygenu PCNA oraz kinetyke starzenia si¢ KM wplywat 3,3°,4,4’-THS, przy
czym istotne statystycznie réznice wzgledem grupy kontrolnej odnotowano tylko przy
zastosowaniu stgzenia 0,5 uM. Co warto jednak zaznaczy¢, w bezposrednim pordwnaniu ze
swym naturalnym prekursorem, dziatanie tego analogu w kontek$cie zwigkszania
mozliwosci podziatowych KM okazato si¢ by¢ znaczaco slabsze. W odniesieniu do
biologicznego dziatania 3,3°,4,4’-THS nalezy jednak zwrdci¢ uwagg na fakt, ze w przypadku
zastosowania stezenia 10 pM, analiza wielkosci frakeji komorek w fazie S cyklu
komoérkowego (podczas globalnej oceny populacji komodrek starych), jak rowniez ocena
skumulowanej liczby podwojen populacji (CPD) wykazaty, ze zwiazek ten wywiera silne
dziatanie antyproliferacyjne. Obserwacja ta, w kontek$cie potencjalnego wykorzystywania
3,3°,4,4’-THS, chociazby w terapii przeciwnowotworowej, moze §wiadczy¢, ze zwiazek ten
moze dziala¢ skutecznie juz w relatywnie niskich st¢zeniach, pod warunkiem wydhluzenia
czasu ekspozycji. Taka strategia terapeutyczna moze si¢ okaza¢ nadzwyczaj korzystna z tego
wzgledu, iz pozwoli ona polaczy¢ dziatanie antyproliferacyjne 3,3’,4,4’-THS wzgledem
komorek nowotworowych z brakiem jednoczesnej cytotoksyczno$ci wzgledem komorek
prawidtowych. Warto bowiem nadmieni¢, iz sposrod wszystkich badanych w niniejszej
rozprawie stilbenow to wtasnie 3,3°,4,4’-THS cechowat si¢ najnizsza cytotoksycznoscia w
odniesieniu do KM. Badania wykazaty, ze Zzywotno$¢ komoérek badanych nie roéznita si¢ od
grupy kontrolnej nawet wowczas, gdy eksponowano je na 3,3°,4,4’-THS w stgzeniach 50 1
100 uM.

Wptyw 3,3°,5,5’-THS na wtlasciwosci proliferacyjne KM okazal si¢ zdecydowanie
stabszy, a przede wszystkim krotszy w pordéwnaniu z resweratrolem 1 3,3°,4,4’-THS.
Pobudzenie aktywnosci podziatowej komoérek pod wptywem tego zwiazku zaobserwowano
w modelu ostrym na podstawie oceny inkorporacji znakowanej trytem tymidyny do DNA

komorek proliferujacych oraz ekspresji antygenu PCNA w populacji komorek starych.
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Ocena warto$ci CPD osiaganych przez komoérki nie wykazata natomiast wptywu 3,3°,5,5°-
THS na kinetykg starzenia si¢ KM, niezaleznie od uzytego stezenia zwiazku.

Wyniki badan z zastosowaniem 3,3°,4,4°,5,5’-HHS wykazaly, ze dziatanie tego zwiazku
wyraznie rozni si¢ od pozostatych badanych stilbenéw. Najbardziej przykuwajacym uwage
efektem dziatania 3,3°.4,4°,5,5’-HHS bylo zahamowanie proliferacji komorek po
zastosowaniu stezenia 10 pM. Efekt ten stwierdzono na podstawie oceny wielkos$ci frakeji
komorek PCNA-dodatnich (zaréwno w hodowlach mtodych, jak i starych), analizy wielko$ci
frakcji komorek w fazie S cyklu mitotycznego, jak rowniez w wyniku pomiaru warto$ci
CPD hodowli. Dane te moga potwierdza¢ wczesniejsze obserwacje innych zespolow
badawczych, wskazujace, iz 3,3°,4,4’,5,5°-HHS cechuje si¢ wyjatkowo silnymi
wlasciwo$ciami antyproliferacyjnymi, a takze relatywnie wysoka cytotoksycznoscia,
szczeg6lnie w odniesieniu do komorek nowotworowych [197].

Wyniki badan wplywu stilbenéw na kinetyke starzenia si¢ KM za pomoca pomiaru
wartosci CPD zostaly zweryfikowane za pomoca oceny ekspresji biochemicznego markera
komorek starych, jakim jest cytoplazmatyczna (mierzona przy pH 6,0) aktywnos¢ enzymu
B-galaktozydazy zwiazane] ze starzeniem (SA-B-Gal) [33]. Poniewaz biologiczna wartos¢
oceny ekspresji SA-B-Gal jako markera starzenia si¢ za pomoca metody cytochemicznej
zostata w ostatnich latach zakwestionowana [198], klasyczna metode poétilosciowa,
polegajaca na wizualizacji aktywno$ci enzymu w cytoplazmie komorek starych uzupeiniono
o metode ilosciowa, polegajaca na ocenie globalnej aktywnosci SA-B-Gal w lizatach
komorkowych, technika fluorescencyjna [178]. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
wzrost aktywno$ci podzialowej oraz opdznienie replikacyjnego starzenia si¢ KM pod
wplywem resweratrolu idzie w parze z obnizeniem zaréwno odsetka komorek SA-B-Gal-
dodatnich, jak 1 aktywnosci tego enzymu w calej populacji komoérek. Godnym uwagi jest
fakt, ze resweratrol wptynat na obnizenie ekspresji i aktywnosci SA-B-Gal zarowno w
hodowlach komoérek mtodych i starych, co sugeruje, iz dobroczynne efekty dzialania tego
zwiazku zaczynaja by¢ dostrzegalne juz po 14 dniach ekspozycji. Co ciekawe, istotny
statystycznie wplyw resweratrolu odnotowano takze dla st¢zenia 10 uM. Ten efekt mozna
interpretowac jednak w dwojaki sposob. Z jednej strony jest mozliwe, iz resweratrol mogt
korzystnie zmodyfikowa¢ tylko okreslone fenotypowe oznaki starzenia si¢ komorek, bez
jednoczesnego przetozenia na kryterium gtowne, tj. ich mozliwosci podziatowe. Nie mozna
takze wykluczy¢, ze w komorkach eksponowanych na resweratrol w stezeniu 10 puM
aktywowany jest inny (lub dodatkowy) mechanizm, czego efektem jest zmiana aktywnosci
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SA-B-Gal, bez jednoczesnego opoznienia indukcji programu starzenia si¢. Ten scenariusz
jest po czesci zgodny z sugestiami tych autorow, ktorzy twierdza, ze ekspresja SA-B-Gal nie
powinna by¢ traktowana jako uniwersalny marker komoérek starych [198]. Niemniej jednak,
uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki potwierdzaja szereg doniesien literaturowych, w
tym wyniki badan Xia i wsp., pokazujace obnizenie frakcji SA-B-Gal-dodatnich komodrek
progenitorowych pod wplywem resweratrolu [136] oraz Kao i wsp., wskazujace, ze
resweratrol w stezeniach 10-50 uM hamuje w sposob zalezny od dawki indukowana H,O,
ekspresje SA-B-Gal w komoérkach srodbtonka naczyn HUVEC [199]. Zalezno$¢ migdzy
dziataniem resweratrolu oraz ekspresja SA-B-Gal wykazali takze Faragher i wsp. na modelu
fibroblastow plucnych, z ta rdznica jednak, ze w ich badaniach resweratrol zastosowany
w stezeniach 25-100 uM hamowat proliferacj¢ komorek oraz zwigkszal odsetek komorek
SA-B-Gal-dodatnich [195].

Z kolei w odniesieniu do 3,3°,4,4’-THS zaobserwowano obnizenie odsetka komorek
SA-B-Gal-dodatnich oraz aktywnos$ci tego enzymu w catej populacji komoérek, co byto
zgodne ze stwierdzonym wczesniej wplywem tego zwiazku na tempo starzenia si¢ komorek.
Nieco stabszy wptyw na SA-B-Gal odnotowano dla 3,3°,5,5’-THS, ktéry to efekt byt
widoczny tylko w populacjach komorek starych. Na tej podstawie mozna wyciagnaé
wniosek, ze nie tylko sita dziatania, lecz takze i tempo dziatania 3,3°,5,5°-THS sa stabsze
W porOéwnaniu z resweratrolem oraz 3,3°,4,4’-THS. W przypadku ostatniego z badanych
zwiazkow, 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, daje si¢ ponownie zauwazy¢, iz zmiana ekspresji SA-B-Gal
w komorkach nie idzie w parze ze zmiana ich mozliwos$ci podziatowych. Jest to widoczne
m.in. przy zastosowaniu st¢zenia 10 uM, ktore w znaczacy sposdb ograniczato mozliwosci
podziatlowe komorek, jednak nie wplywalo na spodziewany wzrost ekspresji i/lub
aktywno$ci SA-B-Gal. Dane te moga wskazywaé, iz pomimo do$¢ bezkrytycznego
wykorzystywania SA-B-Gal jako markera komorek starych, wyniki potilosciowej oraz
ilosciowej oceny aktywnosci tego enzymu nie zawsze sa zgodne z obserwowanymi
zmianami tempa proliferacji i starzenia si¢ komorek in vitro.

W badaniach przeprowadzonych przez Ksiazka i wsp. wykazano, Ze starzenie si¢ KM ma
charakter telomeroniezalezny [55]. W niniejszych badaniach, wykorzystujacych metodg
ilosciowego PCR wykazano, ze zmiany mozliwosci podziatowych KM pod wpltywem
badanych stilbenéw rowniez nie sa zwiazane ze zmianami dlugosci telomerowego DNA.

Kolejnym aspektem prowadzonych badan byto okreslenie wplywu resweratrolu i jego

pochodnych na cz¢stos¢ apoptozy komorek. W tym celu postuzono si¢ dwoma metodami, tj.
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oceng stopnia kondensacji chromatyny jadrowej oraz ocena wielkosci frakcji komorek
posiadajacych pofragmentowane, niskoczasteczkowe DNA (tzw. frakcji subG). Badania te
podjeto ze wzgledu na fakt, ze korzystne dzialanie resweratrolu w kontekscie terapii
przeciwnowotworowej jest czesto utozsamiane z jego dziataniem proapoptotycznym
[100;106;108;109]. Nie mozna takze wykluczy¢, ze pobudzanie proliferacji komérek moze
by¢ czgSciowo zwigzane z hamowaniem w nich sygnaldw proapoptotycznych.
Przeprowadzone badania dowiodty, 1z w zdecydowanej wigkszo$ci grup badanych, stilbeny
w zastosowanych stezeniach nie wplywaja na zmiang czgstosci apoptozy w mtodych
1 starych KM. Istotny statystycznie wzrost odsetka komorek frakcji subG; odnotowano
wylacznie w komorkach starzejacych si¢ w obecnosci 3,3°,4,4’-THS 1 3,3°,4,4°,5,5’-HHS
w stezeniu 10 uM. Efekt ten moze w pewnej mierze tlumaczy¢ przyczyng obniZzenia
uzyskanych wartosci CPD komorek eksponowanych na te zwiazki. Nalezy nadmieni¢, iz
przygotowujac material komérkowy do oceny wielkosci frakeji subG; zwrocono uwage na
to, aby oprocz komorek rosnacych w naczyniu hodowlanym zbiera¢ takze komorki
odklejone od jego powierzchni i obecne w medium. Tak wigc, uwzgledniajac t¢ procedure,
mozna stwierdzi¢, ze cho¢ zjawiska starzenia si¢ komorek oraz apoptozy nie sa tozsame, a
nawet zazwyczaj nie przebiegaja facznie, to jednak w przypadku dwoéch sposrod badanych
stilbenéw, dzialanie tych zwiazkéw moze polega¢ na przyspieszaniu procesu starzenia sig
KM (przy uzytym stgzeniu 10 upM) oraz nasileniu czgstosci wystgpowania
oligonukleosomalnej fragmentacji DNA, bedacej jednym z uznawanych wyznacznikow
apoptotycznej $mierci komodrek [200]. Wzrost czgstosci apoptotycznej $mierci komoérek
wskutek ekspozycji na 3,3°,4,4°,5,5’-HHS zostal uprzednio zaobserwowany m.in. przez
Muriasa 1 wsp. w komorkach raka piersi [197] oraz Saiko i wsp. w komoérkach biataczki
promielocytowej [201]. Z kolei rola 3,3°,4,4’-THS jako zwiazku mogacego nasila¢ czegstos¢
wystgpowania apoptozy nie zostata jak dotad opisana. Warto takze wspomnie¢, ze cho¢
prezentowane w niniejszej rozprawie badania nie wykazaly wplywu resweratrolu na
apoptoze KM, efekt taki uzyskano badajac m.in. wptyw tego zwiazku na komorki raka piersi
[202;203]. Poza faktem, zZe cytowane badania prowadzone byly na komorkach
nowotworowych, uzyskany w nich efekt mégl by¢ zwiazany z zastosowanymi stgzeniami
resweratrolu, ktére byly wielokrotnie wyzsze.

Stres oksydacyjny jest uznawany za podstawowa przyczyng¢ starzenia si¢ komorek
w warunkach in vitro [37;40;70]. Takze w odniesieniu do KM stwierdzono, ze ich wczesne

starzenie si¢ jest w glownej mierze spowodowane szczeg6lna wrazliwos$cia na
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srodowiskowy stres oksydacyjny [68;204]. Biorac pod uwage doniesienia mowiace
o antyoksydacyjnych wtasciwosciach resweratrolu i jego pochodnych, kolejnym krokiem
w prowadzonych badaniach byto okreslenie wplywu badanych stilbendow na szereg
parametrow zwiazanych ze stresem oksydacyjnym, w tym produkcje reaktywnych form
tlenu (RFT), aktywno$¢ wewnatrzkomoérkowych mechanizméw antyoksydacyjnych oraz
zawarto$¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA. Poniewaz w rozwoju stresu oksydacyjnego
w starzejacych si¢ komorkach niebagatelna role odgrywaja dysfunkcyjne mitochondria
[58;205], przeanalizowano takze takie parametry zwiazane z metabolizmem tych organelli,
jak potencjat blony wewnetrznej (AW,,) oraz ich biogenezg.

Badania majace na celu okreslenie wptywu resweratrolu na produkcje RFT wykazaly, ze
zwiazek ten, zastosowany w stezeniu 0,5 uM zwigksza generowanie RFT przez mtode KM.
Identyczny efekt odnotowano analizujac komorki eksponowane na 3,3°,4,4’-THS, natomiast
w odniesieniu do 3,3°,5,5’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS nie stwierdzono wplywu tych
zwiazkow na produkcje RFT przez mlode i stare KM. Pobudzenie produkcji RFT pod
wpltywem resweratrolu zostalo uprzednio zaobserwowane przez Leonarda i wsp.
w komorkach §rodbtonka naczyn eksponowanych na ten zwiazek w stezeniu 10 puM [90].
Uzyskane wyniki sugerujace prooksydacyjne dziatanie resweratrolu oraz jednego z jego
analogow wzgledem KM, stojace jednak w pewnej sprzecznosci z duza czescia doniesien,
mowiacych o jego potencjale antyoksydacyjnym [90;206], byly powodem kontynuowania
tego watku badan pod katem oceny wptywu stilbenéw na produkcj¢ RFT w okresie 0-72
godziny, tj. w czasie odpowiadajacym pojedynczej ekspozycji komorek na $wiezo
przygotowane zwiazki. Badania wykazatly, ze w przypadku kazdego z badanych stilbenow,
daje si¢ zauwazy¢ silne, lecz krotkotrwate nasilenie produkcji RFT, przy czym silniejszy
efekt zaobserwowano dla stilbenow zastosowanych w stezeniu 10 uM. Najsilniejsze
wzbudzenie produkcji RFT odnotowano dla 3,3°,4,4°,5,5’-HHS oraz 3,3’,4,4’-THS,
natomiast efekty wykazane dla resweratrolu 1 stilbenu 3,3°,5,5’-THS byly stabsze
i zblizone do siebie. Dane literaturowe sugeruja, ze przyczyna zaobserwowanych roznic
w sile dzialania poszczegdlnych zwiazkow mogta by¢ liczba i umiejscowienie grup —OH w
pierscieniach. Uwaza sig, ze pochodne resweratrolu posiadajace dodatkowe grupy
hydroksylowe w pozycji orto (czyli m.in. 3,3”,4,4’-THS i1 3,3°,4,4°,5,5’-HHS) moga tworzy¢
tzw. ortosemichinony, ktore z kolei, poprzez przemiany red-ox, moga by¢ dalszym zrodtem

RFT [139]. Co wigcej, wiasnie tym pochodnym przypisuje si¢ najwigksze dziatanie

106



Wplyw stilbenow (resweratrolu i jego analogow) na molekularne i czynnosciowe wyktadniki
starzenia sie ludzkich komorek mezotelium otrzewnowego in vitro.

cytotoksyczne w stosunku do komoérek nowotworowych, co mogloby si¢ czesciowo
komponowaé ze znacznym ograniczeniem warto$ci CPD (przyspieszonym starzeniem sig)
KM eksponowanych na te wtasnie stilbeny w stezeniu 10 uM.

W kontekscie uzyskanych wynikéw intrygujaca byta obserwacja, ze produkcja RFT,
pobudzona w krotkim czasie po podaniu stilbenow, wkrotce potem ulega stopniowemu
obnizaniu, wracajac w trzeciej dobie ekspozycji do warto$ci wyjsciowych. Wynik ten
wydaje si¢ sta¢é w sprzeczno$ci z faktem, Zze mierzac produkcj¢ RFT w komorkach po
2 tygodniach ekspozycji uzyskano istotny statystycznie wzrost produkcji RFT pod wplywem
resweratrolu oraz 3,3°,4,4’-THS. Taka sytuacje moze tlumaczy¢ jednak, wspomniana
wczesniej, wysoka wrazliwo§¢ KM na stres oksydacyjny. Mozna bowiem zatozy¢, ze
wielokrotnie powtarzana ekspozycja komodrek na stilbeny (zwiazana z cyklicznym, silnym
pobudzaniem wytwarzania w nich RFT) moze prowadzi¢ do przedwczesnego starzenia si¢
pewnej frakcji komorek, nawet w obrgbie populacji uznawanych za mlode. Jak wykazano
wcezesniej, jedna z cech starych KM jest wlasnie wzmozone generowanie RFT [55]. Co
wiegcej, ustalono, ze w hodowlach KM z wczesnych pasazy moze istnie¢ duza frakcja
komorek wykazujacych fenotypowe oznaki starzenia si¢ [55;68].

Oceniwszy wplyw stilbendow na produkcj¢ RFT przystapiono do przeprowadzenia
analogicznych pomiaréw wzgledem aktywnosci catkowitej dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), a wiec jednego z kluczowych enzyméw antyoksydacyjnych [139]. Badania
wykazaty, ze zaréwno resweratrol, jak 1 3,3°,4,4’-THS wplywaja na znaczacy wzrost
aktywno$ci SOD w komorkach mtodych i starych, przy czym w komodrkach miodych efekt
ten odnotowano dla obu zastosowanych stezen zwiazkoéw, natomiast w komorkach starych
tylko dla stezenia 0,5 uM. Ekspozycja KM na dwa pozostate stilbeny nie wiazala si¢ ze
zmianami aktywnos$ci SOD, przy czym w przypadku 3,3°,4,4°,5,5’-HHS zastosowanego w
stezeniu 10 uM zaobserwowano tendencj¢ do obnizania si¢ aktywnosci SOD w komorkach
mtodych i starych. Co wigcej, analiza wptywu stilbenéw na aktywnos¢ SOD w czasie 0-72
godziny wykazata, ze szczyt indukcji SOD pod wptywem resweratrolu oraz 3,3’,4,4’-THS
nastgpuje krotko po szczycie generowania RFT przez komoérki, w zwiazku z czym mozna
dopatrywa¢ si¢ zwiazku przyczynowo-skutkowego migdzy tymi dwoma zjawiskami [207].
Co ciekawe, w przypadku resweratrolu, to st¢zenie 0,5 uM pobudzato aktywno§¢ SOD w
wigkszym stopniu niz stezenie 10 uM, co moze potwierdzac, iz kluczowe efekty biologiczne

(w tym wzrost warto$ci CPD komorek) uzyskiwane pod wplywem tego stilbenu zwigzane sa
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z zastosowaniem bardzo niskiego stezenia zwiazku. Indukcja aktywnosci SOD pod
wplywem resweratrolu zostata uprzednio opisana przez innych autoréw, m.in. w komodrkach
srodbtonka naczyniowego [91;208], fibroblastach [209] oraz w komorkach nabtonkowych
siatkowki oka [210]. Z kolei obnizenie aktywnosci SOD odnotowano w komorkach raka
piersi poddawanych dziataniu 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, ktoéry to efekt, wedlug autoréw pracy,
mial by¢ czg$ciowo odpowiedzialny za cytotoksycznos$¢ tego zwiazku [197].

Niektérzy autorzy sadza, ze skutki biologiczne wywierane przez resweratrol moga
stanowi¢ przyklad hormezy, czyli zjawiska, w ktérym zastosowanie niskich st¢zen/dawek
danego czynnika (stresora) przynosi efekty przeciwstawne do tych, wywieranych przez jego
wysokie st¢zenia/dawki. Zazwyczaj dziatanie niskich st¢zen/dawek stresora jest utozsamiane
z efektami pobudzajacymi 1 korzystnymi dla danego uktadu biologicznego, natomiast efekty
wywierane przez jego wysokie stezenia/dawki maja natur¢ hamujaca i skutkuja
niekorzystnie [211;212]. Zjawisko hormezy bylo wielokrotnie rozpatrywane, jako
mechanizm dziatania przeciwstarzeniowego, m.in. w konteks$cie roli stresu oksydacyjnego
[213], wysitku fizycznego [214] oraz restrykcji kalorycznej [215]. W przypadku
resweratrolu zaobserwowano m.in. zréznicowanie odpowiedzi proliferacyjnej réoznego typu
komorek nowotworowych w zaleznos$ci od tego, czy poddawane byly dziataniu niskich, czy
wysokich stezen tego zwiazku [211]. Przywotanie zjawiska hormezy stuzy uzasadnieniu,
wydawac by si¢ moglo, paradoksalnego efektu dziatania resweratrolu oraz 3,3°,4,4’-THS,
ktére wzmagaja mozliwosci proliferacyjne KM oraz opoézniaja ich starzenie si¢, mimo
wyraznego dziatania prooksydacyjnego. Jest jednak bardzo prawdopodobne, ze zwiazki te
zastosowane w niskiej dawce 0,5 uM powoduja pobudzenie aktywnos$ci mechanizméw
obronnych komorek (do ktérych zaliczy¢ mozna tez mechanizmy antyoksydacyjne), czego
efektem bedzie poprawa ,,biologicznej kondycji” catej populacji komorek. Warto zwrocic
uwagg, ze znaczacy wzrost aktywnosci SOD uzyskano tylko w komoérkach eksponowanych
na resweratrol oraz 3,3’,4,4’-THS, przy czym silniejszy efekt odnotowano dla stgzenia
0,5 uM. Trzeba tez podkresli¢, ze w przeciwienstwie do indukcji RFT przez te zwiazki, ktora
utrzymywata si¢ tylko w komorkach mtodych, pobudzenie aktywnosci SOD wystgpowato
zard6wno w hodowlach mlodych, jak i starych. Efekt ten sugeruje, ze trwalszym — a przez to
1 wazniejszym biologicznie skutkiem dziatania tych stilbenéw — mogla by¢ ochrona
antyoksydacyjna komorek. Z kolei, w przypadku 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, bardzo silna indukcja

RFT nie szta w parze z pobudzeniem aktywnosci SOD, co moze uzasadnia¢ przyspieszone
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starzenie si¢ komorek eksponowanych na ten zwiazek, szczegoélnie przy zastosowaniu
stezenia 10 uM.

Aby dowies¢, ze ostatecznym skutkiem dziatania resweratrolu oraz 3,3°,4,4’-THS jest
protekcja komoérek przed niekorzystnym dziataniem RFT, postanowiono dokona¢ ilosciowej
oceny stopnia oksydacyjnych uszkodzeh DNA w komorkach. Badania z wykorzystaniem
resweratrolu oraz 3,3°,4,4’-THS w stezeniu 0,5 uM wykazaly, ze zwiazki te znaczaco
zmniejszaja stezenie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OH-dG) w komoérkach mtodych
i starych. Co ciekawe, 3,3°,4,4’-THS, 3,3°,5,5’-THS oraz 3,3’,4,4°,5,5’-HHS zastosowane
w stezeniu 10 uM wptynely na wzrost stezenia 8-OH-dG w populacjach komorek starych, co
moze uzasadnia¢ przyspieszone starzenie si¢ KM eksponowanych na pierwszy i trzeci z
nich, a takze moze dowodzi¢ znaczenia braku indukcji SOD pod wptywem RFT przez drugi
z wymienionych zwiazkéw. Obnizenie stopnia oksydacyjnych uszkodzen DNA (w tym
zawarto$ci 8-OH-dG) pod wptywem resweratrolu stwierdzono m.in. w komoérkach glejaka
C6 [216] oraz w tkankach [217] 1 moczu zwierzat doswiadczalnych [218]. Uzyskane w tej
czesci badan wyniki sugeruja wigc, ze kwestia dzialania resweratrolu oraz 3,3°,4,4’-THS w
kontek$cie modulowania stresu oksydacyjnego komoérek jest bardzo ztozona. Mimo
dziatania prooksydacyjnego, nawet w niskim st¢zeniu 0,5 uM, zwiazki te mobilizuja w silny
1 trwaly sposob mechanizmy antyoksydacyjne komorek (SOD), czego efektem jest wzrost
protekcji komorek przed szkodliwym dziataniem RFT, obnizenie stopnia oksydacyjnych
uszkodzen DNA 1, w efekcie, wzmocnienie mozliwosci proliferacyjnych komorek in vitro.
W konteks$cie uzyskanych wynikéw warto takze zwroci¢ uwage na fakt, ze efekty dziatania
niektorych analogdéw resweratrolu na KM odbiegaja od tych, opisanych dla innych typow
komorek, szczegolnie komorek nowotworowych. Jako przyktad takiej rozbieznos$ci moze
stuzy¢ dziatanie 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, ktory uznawany jest za zwiazek o wysokiej aktywnosci
antyoksydacyjnej, przekladajacej si¢ m.in. na skuteczng redukcj¢ oksydacyjnych uszkodzen
DNA [219]. Trzeba jednak pamigtaé, ze w duzej czgsci doniesien literaturowych, badania
wlasciwos$ci antyoksydacyjnych resweratrolu oraz jego pochodnych nie byty prowadzone w
uktadach biologicznych, lecz wykorzystywaty tylko systemy chemiczne pozbawione
komorek, np. metode spektroskopii elektronowego rezonansu spinowego (ESR) [90]. Warta
uwagi w tym kontekscie jest konkluzja autordw jednej z prac, ktérzy stwierdzili, ze wyniki

dotyczace cytotoksycznosci i wilasciwosci antyoksydacyjnych stilbendéw, uzyskiwane w
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systemach bezkomoérkowych nie sa prognostycznymi dla wiasciwych modeli biologicznych
[220].

Poniewaz gléwnym zrodiem RFT w komorce sa mitochondria, poszukujac przyczyny
wzmozonej produkcji RFT pod wpltywem dziatania stilbendéw, przeprowadzono oceng
wplywu tych zwiazkéw na biogenezg¢ mitochondridw oraz potencjat ich blony wewngtrznej
(AY.,). Badania biogenezy mitochondriow wykazaty, ze w komorkach mtodych resweratrol
oraz 3,3’,4,4’-THS zwigkszaja mas¢ mitochondriow, czemu towarzyszy obnizenie wartosci
potencjatu AY,,, bedacego, posrednio, miarg zdolnosci komodrek do generowania ATP [221].
Wiyniki przeliczenia produkcji RFT na masg¢ mitochondriow w komorkach potwierdzity, ze
wzmozone generowanie RFT przez mtode KM eksponowane na resweratrol 1 3,3°,4,4’-THS
jest bezposrednim skutkiem wzmozonej biogenezy mitochondriow. Z kolei 3,3°,5,5’-THS
oraz 3,3’,4,4°,5,5’-HHS wplywaly na mitochondria duzo bardziej niespecyficznie. Pierwszy
z nich pobudzat biogenez¢ mitochondriow w komoérkach miodych, odwrotny efekt dajac w
komoérkach starych, czemu towarzyszyl wzrost wartosci potencjatu AY, (ale tylko w
komorkach starych). Drugi ze zwiazkéw nie wplywal natomiast na mas¢ mitochondriow,
lecz obnizat potencjal bltony wewngtrznej w komorkach mlodych i starych. Wzrost
biogenezy mitochondriow pod wplywem resweratrolu jest zgodny z obserwacjami innych
autorow, ktorzy sugeruja, ze efekt ten moze by¢ zwiazany z pobudzeniem aktywnos$ci
koaktywatora la receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow y (PGC-1a)
[222;223] oraz jadrowego czynnika oddechowego-1 1 mitochondrialnego czynnika
transkrypcyjnego A [224]. Wplyw resweratrolu na obnizenie wartosci AW, zostat z kolei
opisany w komorkach czerniaka [225] oraz siatkdwczaka [226]. Podobny efekt, polegajacy
na obnizeniu wartosci AWy, zgodny z wynikami niniejszych badan, opisano takze w
komorkach raka piersi eksponowanych na 3,3°,4,4°,5,5°-HHS [197].

Interpretujac biologiczne znaczenie uzyskanych efektow mozna sadzi¢, ze wzrost
biogenezy mitochondriow pod wptywem resweratrolu moze ttumaczy¢é wzmozona produkcje
RFT przez komorki eksponowane na ten zwiazek, natomiast obnizenie warto$ci potencjatu
AY;,, moze by¢ wynikiem badz uszkodzenia tancucha oddechowego (pod wpltywem RFT),
badz tez wzrostu przepuszczalnosci wewngtrznej btony mitochondrialnej wobec protonow,
ewentualnie otwarcia megakanalu mitochondrialnego. Istnienie wzajemnej zaleznoS$ci
migdzy wzmozong produkcja RFT i masa mitochondriéw, a obnizonym potencjalem AW,

zostalo juz wczesniej opisane w przypadku fibroblastow [58] oraz KM [63]. Nalezy jednak
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doda¢, ze w cytowanych pracach, zaleznos$¢ ta, okreslana jako tzw. wsteczna odpowiedz
sygnatowa byta charakterystyczna cecha komorek starych, a czynnikiem ja wyzwalajacym
byt stres oksydacyjny, powodujacy dysfunkcj¢ mitochondriow (obnizenie AY,) i
wywotujacy kompensacyjny wzrost ich syntezy. Nie sposob w tym momencie jednak
wykluczy¢, ze sekwencja zdarzen w komorkach mtodych moze by¢ nieco inna, szczegdlnie
w konteks$cie dziatania egzogennego czynnika inicjujacego.

Scharakteryzowawszy wpltyw badanych stilbendw na proces starzenia si¢ KM, ze
szczegOlnym uwzglednieniem wyktadnikow stresu oksydacyjnego, w ostatnim etapie badan
za cel postawiono sobie sprawdzenie, czy zwiazki te wplywaja takze na cechy czynnosciowe
KM. Jako miar¢ czynnosci komorek wykorzystano ich zdolno$¢ do wydzielania dwoch
czynnikoOw proangiogennych, tj. czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) oraz
chemokiny CXCLS8/IL-8 [227;228]. Jak wykazaly wczes$niejsze badania, wydzielanie obu
tych czynnikow przez stare KM jest znamiennie wyzsze w porownaniu z komorkami
mtodymi [175]. W toku niniejszych badan stwierdzono, ze resweratrol w stezeniu 0,5 uM
obniza sekrecje¢ VEGF przez mtode KM, natomiast pozostale badane stilbeny powoduja
efekt odwrotny, tj. podwyzszaja wydzielanie tego czynnika w komorkach mtodych i starych
(3,3°,5,5°-THS, 3,3°,4,4°,5,5’-HHS) lub tylko w starych (3,3’,4,4’-THS). W odniesieniu do
angiogennej chemokiny CXCLS8/IL-8, resweratrol w stezeniu 0,5 uM obnizyl jej
wydzielanie w mtodych KM, natomiast 3,3°,4,4’-THS oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS powodowaty
wzrost wydzielania, szczegdlnie pod wplywem stezenia 10 uM. Uzyskane wyniki,
pokazujace hamujacy wplyw resweratrolu na uwalnianie VEGF sa zgodne z danymi
literaturowymi, pochodzacymi m.in. z badan na fibroblastach [229], komorkach
nabtonkowych siatkdwki oka [230] oraz komdrkach raka jajnika [114] 1 raka piersi [231].
Obnizenie produkcji VEGF pod wplywem resweratrolu nie jest jednak efektem
wykazywanym przez wszystkich autorow. Przyktadowo, Fukuda i wsp. pokazali, ze zwiazek
ten zwigksza produkcj¢ VEGF, wplywajac w ten sposdb na naprawe uszkodzen w migs$niu
sercowym u szczurdw [232]. Te ostatnie wyniki moga sugerowac, ze duze znaczenie dla
wplywu resweratrolu na produkcje VEGF moze mie¢ kontekst tkankowy, czyli m.in. wptyw
wspotistniejacych patologii. Tezg t¢ moga potwierdza¢ wyniki badan Losso 1 wsp., ktorzy
zaobserwowali, z kolei, zahamowane wydzielanie VEGF pod wptywem resweratrolu przez
komorki nabtonkowe, rosnace w $srodowisku o podwyzszonym stezeniu glukozy [233].

Hamujacy wplyw resweratrolu na wydzielanie chemokiny CXCLS8/IL-8 potwierdzaja
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natomiast badania przeprowadzone na komorkach nabtonkowych pecherzykow ptucnych
[118] oraz monocytach [234].

Zaobserwowany wzrost sekrecji VEGF oraz CXCLS/IL-8 pod wplywem analogéw
resweratrolu jest obserwacja intrygujaca, a zarazem pionierska. Bazujac na uzyskanych
wynikach mozna jednak spekulowaé, ze odmienno$¢ obserwowanych efektow dziatania
resweratrolu 1 jego analogdéw pod katem produkcji czynnikoéw angiogennych moze wynikaé
z obecnosci dodatkowych grup hydroksylowych w pozycji orto, przy czym wplyw ten
bedzie tym silniejszy, im wigcej jest przytaczonych grup funkcyjnych. Za ta hipoteza moze
czesciowo $wiadczy¢ brak wptywu stilbenu 3,3°,5,5’-THS (nie posiadajacego grupy —OH
w pozycji orto) na produkcje CXCLS/IL-8.

Aby ocenié, czy wpltyw stilbenéw na produkcje VEGF i CXCLS8/IL-8 ma znaczenie
biologiczne w postaci zmian wydajnosci angiogenezy, komorki §rodblonka naczyniowego
HMEC-1 eksponowano na medium kondycjonowane z hodowli KM (eksponowanych na
stilbeny oraz media kontrolne), a nastgpnie mierzono ich proliferacj¢. Uzyskane wyniki
pokazaly, ze zmiana wydzielania czynnikéw angiogennych pod wptywem resweratrolu oraz
jego analogow koresponduje ze zmianami proliferacji komorek s$rodbtonka naczyn.
Mianowicie media z KM eksponowanych na resweratrol w stezeniu 0,5 uM hamowaty
proliferacj¢ komorek, natomiast media z komodrek poddawanych dziataniu 3,3°,4,4’-THS
oraz 3,3°,4,4°,5,5’-HHS pobudzaty proliferacje komorek HMEC-1 w sposéb zalezny od
dawki. Antyangiogenne dziatanie resweratrolu zostalo uprzednio zademonstrowane m.in.
przez Lin 1 wsp., ktorzy pokazali hamujace dziatanie tego zwiazku na zalezna od VEGF
proliferacj¢ komorek $rodbtonka naczyniowego HUVEC [235]. Zgodne wyniki uzyskano
takze na modelu mysim, kiedy to pokazano, Ze resweratrol hamuje neowaskularyzacj¢ raka
phuc, ktory to efekt moze by¢ zalezny od zahamowania przytaczania si¢ VEGF do komorek
srodbtonka naczyniowego [77]. Antyangiogenne dziatanie resweratrolu, odbywajace si¢
poprzez obnizenie sekrecji VEGF odnotowano takze w modelu hodowli mieszanej komoérek
srodblonka naczyniowego i czerniaka [115]. W tym momencie warto takze raz jeszcze
przywota¢ wplyw resweratrolu na przyspieszone starzenie si¢ komorek $rodblonka
naczyniowego [193]. Jednak w konteksScie wplywu na angiogenezg, dane literaturowe
dotyczace dziatania resweratrolu sa niejednoznaczne. Okazuje si¢ bowiem, ze zwiazek ten
poprawia neowaskularyzacje =zalezna od komorek mononuklearnych pochodzenia
szpikowego u myszy z cukrzyca [236]. Jak wykazali Wang 1 wsp., resweratrol pobudza takze

aktywno$¢ (proliferacjg, adhezje¢ 1 migracjg) komorek progenitorowych $rodbtonka
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naczyniowego uzyskanych z krwi obwodowej [237]. Na podstawie uzyskanych wynikéw i
danych literaturowych mozna wigc stwierdzi¢, ze dzialanie resweratrolu pod katem
angiogenezy w duzej mierze zalezy od typu komorek badanych, uzytego stezenia oraz
zastosowanego modelu badawczego, w rozumieniu wspoltistniejacych patologii. Trzeba
takze nadmieni¢, iz uzyskane wyniki dotyczace wptywu analogéw resweratrolu na
proliferacj¢ komorek $rédbtonka naczyn sa pionierskimi i dlatego nie mozna ich odnie$¢ do
istniejacych danych literaturowych. Z drugiej strony wymaga podkreslenai fakt, ze
pobudzenie angiogenezy pod wptywem dziatania tych zwiazkow moze by¢ czynnikiem
znaczaco ograniczajacym ich przydatno$¢ w terapii przeciwnowotworowej.

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badan wpltywu stilbendw na proces
komoérkowego starzenia si¢ dowiodly, iz zwiazki te — szczegdlnie resweratrol oraz
3,3°,4,4’-THS — moga efektywnie opdznia¢ tempo tego zjawiska. W Swietle uzyskanych
wynikéw dodatkowego komentarza wymaga kwestia stabilno$ci zwiazkéw badanych w
medium hodowlanym. Jak wykazano metoda HPLC, stilbeny réznia si¢ od siebie tempem
rozktadu, co — przynajmniej teoretycznie — moze w znaczacy sposob interferowaé z
uzyskiwanymi wynikami. Stilbenem o najwyzszej trwalosci okazal si¢ by¢ resweratrol, co
moze uzasadnia¢ regularnosc¢ i skale wywieranych przez niego efektow. Ale z drugiej strony,
3,3°,4,4’-THS rozktadat si¢ zdecydowanie szybciej, co nie stanowilo przeszkody dla
wywierania przez niego efektow o sile zazwyczaj zblizonej do resweratrolu. Z kolei
3,3°,5,5’-THS okazat si¢ by¢ zwiazkiem wywierajacym najstabsze efekty dziatania, pomimo,
iz jego trwato$¢ byta tylko nieco nizsza niz resweratrolu. Tak wigc nie sposob wykluczy¢
wplywu tempa metabolizmu zwiazku na wywierane przez niego efekty, jednak na podstawie
uzyskanych wynikow, zalezno$¢ ta wydaje si¢ by¢, co najmniej, niejednoznaczna. W tym
kontek$cie nie mozna takze wykluczy¢, ze w przypadku okreslonych stilbendow, aktywne
biologicznie (w zblizony sposob) sa takze produkty ich metabolizmu. Nalezy takze
zaznaczy¢, ze w toku prowadzenia doswiadczen, komorki otrzymywaty nowe porcje
stilbendow w odstepach trzydniowych. Oznacza to, ze pomimo metabolizmu zwiazku,
komorki byty pobudzane na dwa sposoby, tj. poprzez ciagla ekspozycj¢ na malejace stezenie
wyjsciowego zwiazku oraz poprzez ekspozycj¢ pulsacyjna. W zwiazku z tym, mozna
wyobrazi¢ sobie scenariusz, méwiacy, ze w takim schemacie do$wiadczalnym, oba
mechanizmy dziatania zwiazkéw sa wzgledem siebie komplementarne, co moze ttumaczy¢
uzyskiwanie silnych i trwatych rezultatow nawet w przypadku stilbenéw o najnizszej
trwatosci (3,3°,4,4°,5,5°-HHS).
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Uzyskane w rozprawie wyniki sa punktem wyjscia do dalszych badan nad
wlasciwo$ciami biologicznymi resweratrolu i jego pochodnych w stosunku do komoérek
mezotelium otrzewnowego. Szczegolnie intrygujace wydaja si¢ by¢ wyniki uzyskane dla
3,3°,4,4’-THS, ktory bedac zwiazkiem bardzo aktywnym, jak dotad nie spotkat sig
z zainteresowaniem innych grup badaczy. Wartym glebszej uwagi jest takze i1 to, ze
w niektorych przypadkach, efekty wywierane przez resweratrol r6znia si¢ pod wzgledem
kierunku od tych, wywieranych przez jego analogi. Dalszych badan wymaga takze
zroznicowanie efektow dziatania badanych zwiazkow w zaleznos$ci od replikacyjnego wieku
komorek. Biorac natomiast pod uwagg zaangazowanie KM w rozwdj szeregu patologii
zachodzacych w obrgbie jamy otrzewnej, wskazanym wydaje si¢ okreslenie wplywu
badanych stilbenow m.in. na takie zjawiska, jak: toksyczno$¢ wysokich stezen glukozy,

wldknienie trzewnej oraz wewnatrzotrzewnowe przerzuty nowotworow.
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WNIOSKI

Resweratrol oraz 3,3°,4,4’-THS zwigkszaja mozliwosci proliferacyjne 1 opodzniaja
starzenie si¢ KM in vitro, a efekt ten jest prawdopodobnie zwiazany z ich wptywem na
mobilizacj¢ mechanizméw antyoksydacyjnych i obnizeniem stopnia oksydacyjnych

uszkodzen DNA w komoérkach.

Zmiana cech fenotypowych, w tym wlasciwosci  wydzielniczych KM
pod wplywem stilbenéw znajduje przetozenie na efekty biologiczne, w tym na
proces angiogenezy, ocenianej in vitro na podstawie tempa proliferacji

komorek $roédbtonka naczyniowego.

Wptyw stilbenéw na zjawisko angiogenezy, a szczegélnie hamowanie tego
procesu pod wplywem resweratrolu moze sugerowac¢ przydatnos¢ tego zwiazku

W terapii przeciwnowotworowe;j.

3,3,44-THS oraz 3,3°,44°,5,5-HHS powinny by¢ wykorzystywane w terapii
przeciwnowotworowej z duza ostroznoscia, gdyz w przypadku ekspozycji na nie
komorek starych (w tym KM) moze dojs¢ do wzmozenia angiogenezy i pobudzenia

progresji nowotworow.

Dalszych, uszczegétowionych badan wymaga zdefiniowanie wewnatrzkomorkowych
mechanizméw dziatania stilbenow, a takze zalezno$ci miedzy struktura chemiczna
zwiazkdw (w tym liczba 1 umiejscowienie grup —OH) a wywieranymi przez nie

efektami biologicznymi.
Uzyskane wyniki uzasadniaja podjgcie dalszych badan nad wpltywem resweratrolu

oraz jego syntetycznych pochodnych (szczegélnie 3,3°,4,4’-THS) na rozw¢j zaleznych

od KM patologii w jamie otrzewne;.
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