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Вступ
Актуальність теми. Протягом останніх 100 років середня тривалість життя людини у світі зросла більш, ніж удвічі (з 31 року на поч. ХХ століття до 65 років в 2005 році), що значною мірою зумовлено покращенням соціально-побутових умов та якості надання медичної допомоги. Прогнозується, що середня тривалість життя осіб, народжених у 2015 році, становитиме 71 рік, а кількість осіб старше 65 років до 2050 року на Землі зросте до 21% (для порівняння – у 2010 році таких було 8%) [Lunenfeld and Stratton, 2013; Aunan et al., 2016; World health statistics 2016]. Незважаючи на збільшення хронологічної тривалості життя, актуальною залишається проблема здорового довголіття – збереження якості життя та здоров’я людей у похилому та старечому віці. З віком знижуються опірність до стресів та здатність організму людини протидіяти багатьом захворюванням. Тому вік розглядається як важливий фактор ризику для розвитку багатьох захворювань, зокрема серцево-судинних, нейродегенеративних, раку, метаболічного синдрому, діабету та ін. [Harman, 1991, 2001; Blagosklonny, 2009; Aunan et al., 2016; Moskalev et al., 2017]. Через збільшення частки осіб похилого віку, які мають знижену працездатність та більш сприйнятливі до захворювань, зростають і соціально-економічні та медико-біологічні виклики для майбутніх поколінь [Lunenfeld and Stratton, 2013; Aunan et al., 2016; Seals et al., 2016]. Щоб відповісти на ці виклики, зусилля багатьох наукових колективів спрямовуються на дослідження процесів старіння та пов'язаних з ним захворювань і дисфункцій, а також на пошук шляхів, які можуть сповільнити старіння чи корегувати його наслідки [Анисимов, 2003; Muller et al., 2007; Allard and Duan, 2011; Semchyshyn et al., 2011a; Fontana et al., 2010; Partridge et al., 2011; Ristow and Schmeisser, 2014; Longo et al., 2015; Tissenbaum, 2015; Vaiserman et al., 2016]. 

Дослідження останніх років доводять, що старіння – це складний процес, який залежить як від генетичних детермінант, так і впливу багатьох зовнішніх та внутрішніх чинників [Harman, 1996, 2001, 2006; Анисимов, 2003; Kirkwood et al., 2003; Viña et al., 2007; Blagosklonny, 2009, 2010, 2013; Fontana et al., 2010; Gladyshev, 2014, 2016; Epel and Lithgow, 2014; Skulachev et al., 2015; Vaiserman, 2008; Kaeberlein, 2016]. На сьогодні немає загальноприйнятної теорії, яка б пояснювала причини та механізми старіння. Найбільш популярною залишається вільнорадикальна теорія Хармана, згідно з якою старіння є результатом накопичення незворотньо окислених біомолекул за впливу як ендогенних, так і екзогенних вільних радикалів [Harman, 1956, 2001, 2006]. Вважається, що основними індукторами старіння є активовані форми кисню (АФК), які постійно утворюються як побічні продукти аеробного метаболізму та деяких специфічних реакціях. Оскільки АФК мають високу реакційну здатність та можуть взаємодіяти зі практично всіма клітинними компонентами, у клітині функціонує багаторівнева система антиоксидантного захисту, яка підтримує рівень АФК на низькому стаціонарному рівні. За низьких концентрацій АФК діють як регулятори багатьох клітинних функцій, проте якщо їх стаціонарний рівень зростає, клітини зазнають оксидативного стресу [Halliwell and Gutteridge, 1989; Harman, 2001; Lushchak, 2011, 2014a; Sies, 2015]. Згідно з вільнорадикальною теорією старіння з віком зростає як продукція АФК, так і знижується потужність антиоксидантного захисту [Harman, 1956, 2001, 2006; Viña et al., 2007]. Відповідно до цього, вважається, що використання екзогенних антиоксидантів може потенційно сповільнювати старіння організму. Проте експериментальні дані надійно не підтверджують ефективність антиоксидантів: додані у високих концентраціях антиоксиданти, навпаки, проявляють токсичність та скорочують тривалість життя [Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2014; Desjardins et al., 2017]. Токсичність антиоксидантів пояснюється тим, що вони можуть за певних умов проявляти прооксидантні властивості та підвищувати рівень АФК [Akagawa et al., 2003; Halliwell, 2008; Dai and Mumper, 2010; Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2014]. З іншого боку, знайдено, що окремі антиоксидантні речовини (кверцетин, резвератрол, епігалокатехінгалат) здатні активувати клітинні захисні системи, що, скоріш за все, також зумовлено їхніми прооксидантними властивостями [Maeta et al., 2007; Bouayed and Bohn, 2010; Pietsch et al., 2009, 2011]. 

Калорійне обмеження та дія стресів низької інтенсивності здатні збільшувати опірність до стресів та продовжувати тривалість життя модельних [Le Bourg, 2005, 2007, 2011; Masoro et al., 2007; Wei et al., 2008; Grandison et al., 2009; Ruetenik and Barrientos, 2015]. Знайдено, що за впливу цих умов, як і за дії низьких доз антиоксидантів, відбувається підвищення рівня АФК у клітинах з одночасною стимуляцією захисних систем. Висловлена гіпотеза, що в основі сприятливих ефектів вказаних чинників лежить явище гормезису – стимуляція певних біологічних процесів низькими дозами стресорів, які у великих дозах є токсичними [Вайсерман, 2010; Pan, 2011; Pietsch et al., 2011; Calabrese et al., 2012; Ludovico and Burhans, 2014; Lushchak, 2014a; Ristow and Schmeisser, 2014]. Відповідно до цієї гіпотези, незначне підвищення рівня АФК індукує горметичну відповідь, яка, своєю чергою, надає стійкості організму до летальних стресів та сповільнює темпи старіння [Pan, 2011; Ristow and Schmeisser, 2014; Ludovico and Burhans, 2014; Lithgow and Miller, 2008; Calabrese et al., 2012; Epel and Lithgow, 2014; Vaiserman et al., 2016]. 

Згідно з горметичною концепцією довголіття припускається, що застосування підходів, які підвищують опірність до стресів, потенційно може мати сприятливий ефект на тривалість життя людини [Ristow and Schmeisser, 2014; Ludovico and Burhans, 2014; Vaiserman et al., 2016]. Одним із напрямків таких досліджень є пошук природних речовин – стимуляторів захисних систем організму. На сьогодні наявні відомості про адаптогенні та/або геропротекторні властивості для кількох сотень низькомолекулярних природних речовин та їх синтетичних аналогів, проте для більшості з них механізми впливу, а також питання безпечності залишаються нез’ясованими. У своїй роботі ми зосередили основну увагу на вивченні геропротекторних та стрес-захисних властивостей препаратів рослинного походження з високим вмістом фенольних речовин (зокрема, кверцетину та родіоли рожевої), а також альфа-кетоглутарату та аргініну, які є клітинними метаболітами. Спільною рисою всіх досліджуваних речовин є те, що вони можуть впливати на окисно-відновні процеси у клітині: 1) рослинні феноли здатні проявляти антиоксидантні та прооксидантні властивості залежно від умов [Halliwell, 2008; Dai and Mumper, 2010; Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2014]; 2) альфа-кетоглутарат (АКГ) може знешкоджувати Н2О2, а з іншого боку, включаючись у цикл Кребса, впливати на інтенсивність мітохондріального дихання [Harrison and Pierzynowski, 2008; Zdzisińska et al., 2017]; 3) аргінін як субстрат NO-синтази впливає на продукцію оксиду азоту (NO•), який є вільнорадикальною молекулою [Wu and Morris, 1998; Сибірна та ін., 2010]. Нами було висунуте припущення, що вказані речовини можуть діяти як горметини або м’які стресори, які здатні підвищувати опірність до летальних стресів та сповільнювати старіння через стимуляцію захисних систем чи корекції метаболічних процесів. Оскільки ключову роль в індукції горметичної відповіді, як пропонується, відіграють АФК [Ristow and Schmeisser, 2014; Ludovico and Burhans, 2014], у фокусі наших досліджень були прооксидантні та антиоксидантні властивості природних речовин. Як модельні об’єкти були використані пекарські дріжджі Saccharomyces cerevisiae та плодова мушка Drosophila melanogaster. На S. cerevisiae, які є одноклітинними еукаріотами, проводяться дослідження з вивчення клітинного циклу, базового метаболізму, функціонування захисних систем та механізмів старіння на клітинному рівні [Costa and Moradas-Ferreira, 2001; Longo, 1999, 2009; Fontana et al., 2010; Smets et al., 2010; Longo et al., 2012; Petranovic et al., 2010; Lushchak, 2010; Horst, 2012; Bilinski and Zadrag-Tecza, 2014]. D. melanogaster – популярний об’єкт в генетичних дослідженнях, а в останнє десятиліття її стали активно використовувати в геронтологічних дослідженнях, для вивчення метаболічних порушень та оцінки негативних ефектів медичних препаратів та забруднювачів довкілля [Grotewiel et al., 2005; Baker and Thummel, 2007; Hirth et al., 2010; Bharucha, 2009; Kaun et al., 2012; Jennings, 2011; Tennessen et al., 2014; Panchal and Tiwari, 2017]. Важливою перевагою обох організмів у наукових дослідженнях є легкість їх культивування та коротка тривалість життя, а також зручність у генетичних маніпуляціях. Як і в людей, у модельних організмів зі збільшенням віку спостерігається старіння організму, зниження опірності до стресів та експоненційне зростання смертності. Наявні на сьогодні експериментальні дані, отримані на модельних організмах, свідчать про консервативність ознак та механізмів старіння на клітинному рівні (дод. 2, табл. 1). Це дозволяє спрогнозувати заходи, які можуть потенційно сповільнити старіння та продовжити тривалість життя людини [Kaeberlein, 2016]. До того ж, детальне вивчення молекулярно-біохімічних механізмів дії адаптогенів/геропротекторів на модельних організмах дозволяє більш критично оцінити їхні потенційні корисні ефекти та ризики для людського організму.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами, грантами. Робота проводилась протягом 2007-2017 років на кафедрі біохімії та біотехнології ДВНЗ “Прикарпатський національний університет імені Василя Стефаника” та є частиною наступних наукових тематик кафедри: “Вивчення оксидативного стресу у тварин і мікроорганізмів з метою мінімізації його шкідливої дії” (№ держреєстрації 0106U002245; 2006-2008 рр.); “Вивчення механізмів пристосування організмів до несприятливих умов середовища з метою розробки методів підвищення їх адаптаційного потенціалу” (№ держреєстрації 0107 U001367; 2007-2011 рр.); “Регуляція вільнорадикальних процесів при відповіді живих організмів на дію несприятливих чинників зовнішнього середовища” (№ держреєстрації 0109U001412; 2009-2011 рр.); “Фізіолого-біохімічні аспекти адаптацій живих організмів до несприятливих умов довкілля” (№ держреєстрації 0112U000061; 2012-2016 рр.); “Вивчення молекулярних механізмів адаптації живих організмів до несприятливих чинників і розробка способів підвищення адаптаційного потенціалу” (№ держреєстрації № 0115U002304; 2015-2017 рр.) Робота також виконувалась в межах науково-дослідних тем за підтримки Державного фонду фундаментальних досліджень: “Адаптивна відповідь дріжджів Saccharomyces cerevisiae на дію карбонатного радикалу” (№ держреєстрації 0107U009805; 2007 р.); “Дослідження токсичності іонів заліза і міді у присутності карбонатів” (№ держреєстрації 0107U009804; 2007 р.). 

Окремі експерименти були проведені на кафедрі мікробіології факультету біохімії, біофізики і біотехнології Яґеллонського університету (м. Краків, Польща) в межах ґранту, отриманого від Фонду королеви Ядвіґи Яґеллонського університету “Дріжджі Saccharomyces cerevisiae як модель вивчення ролі оксидативного стресу в старінні” (червень 2009 р.).

Мета та завдання дослідження. Мета роботи – оцінити здатність низки природних речовин підвищувати стійкість до стресів та продовжувати тривалість життя модельних організмів та з’ясувати роль антиоксидантних та прооксидантних властивостей природних речовин у реалізації цих ефектів. 

Для досягнення цієї мети були поставлені наступні завдання:

1) порівняти концентрації фенольних речовин, антиоксидантні та прооксидантні властивості препаратів, отриманих з деяких лікарських рослин, зокрема тих, які зростають в Українських Карпатах (Rhodiola rosea L., Rosa canina L., Hypericum perforatum L., Gentiana lutea L.);

2) дослідити вплив водних препаратів родіоли рожевої на стійкість до стресів, стан антиоксидантної системи та тривалість життя культур дріжджів S. cerevisiae;
3) дослідити механізми захисної дії кверцетину за низьких концентрацій за впливу на дріжджі S. cerevisiae оксидативного та теплового стресів;  

4) дослідити антиоксидантні властивості альфа-кетокислот (альфа-кетоглутарату, пірувату та оксалоацетату) in vitro та in vivo; 

5) вивчити фізіолого-біохімічні особливості, зокрема стійкість до стресів, тривалість життя, показники прооксидантно-антиоксидантного статусу, вуглеводного та амінокислотного обміну у дріжджів S. cerevisiae за вирощування на середовищі з альфа-кетоглутаратом; 

6) дослідити здатність харчового альфа-кетоглутарату послаблювати токсичну дію етанолу на плодову мушку D. melanogaster;

7) вивчити фізіолого-біохімічні особливості, зокрема динаміку розвитку, показники функціонального старіння, тривалість життя, показники прооксидантно-антиоксидантного статусу, вуглеводного та амінокислотного обміну у D. melanogaster за вирощування на середовищі з альфа-кетоглутаратом; 

8) вивчити вплив аргініну на розвиток, показники прооксидантно-антиоксидантного статусу та амінокислотного обміну, плодючість та тривалість життя D. melanogaster;

9) проаналізувати роль про-/антиоксидантних механізмів досліджуваних речовин у реалізації адаптогенних та геропротекторних ефектів. 

Об’єкт дослідження – захисна дія за впливу стресів та геропротекторні властивості природних речовин у дріжджів S. cerevisiae та плодової мушки D. melanogaster.
Предмет дослідження – показники функціонального стану (поведінка, життєздатність, репродуктивна та метаболічна активність, стійкість до стресів, тривалість життя), інтенсивності вільнорадикальних реакцій (активність антиоксидантних та пов’язаних з ними ферментів, рівень тіол-вмісних антиоксидантів та продуктів окисної модифікації білків та ліпідів), вуглеводного та білкового обміну (концентрації метаболітів та активність ферментів обміну амінокислот) у модельних організмів за впливу природних речовин; антиоксидантні властивості природних речовин in vitro та in vivo.

Методи дослідження. У роботі використовували мікробіологічні (культивування та аналіз кривих росту культур дріжджів, створення стресових умов та оцінка життєздатності дріжджів), фізіологічні (вирощування, визначення динаміки лялькування та тривалості життя плодової мушки, тести на локомоторну активність та стійкість комах до фізичних та хімічних стресорів), біохімічні (визначення концентрації метаболітів вуглеводного та амінокислотного обміну (глюкози, глікогену, трегалози, триацигліцеридів, вільних амінокислот, проліну, загального білка, сечовини, сечової кислоти), активностей антиоксидантних та асоційованих ними ферментів (СОД, каталази, глутатіонредуктази, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази, ізоцитратдегідрогенази, аконітази) та ферментів обміну амінокислот (глутаматдегідрогенази, глутамінсинтази, аргінази, аспартатамінотрасферази та аламінамінотрансферази), показників оксидативного стресу (рівень карбонільних груп білків, α-дикарбонільних сполук, пероксидів ліпідів, низько- і високомолекулярних тіол-вмісних сполук, глутатіону); фізико-хімічні методи (полярографічне визначення інтенсивності дихання клітин дріжджів; флуоресцентне визначення продукції гідроксильного радикалу та загального рівня АФК розчинами вуглеводів in vitro; спектрофотометричне визначення антиоксидантної активності природних речовин та їх здатності продукувати Н2О2 in vitro; спектрофотометричне визначення вмісту етанолу та іонів амонію у живильному середовищі) та методи математичної статистики.

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше проведено порівняльне визначення in vitro та in vivo антиоксидантних та прооксидантних властивостей препаратів родіоли рожевої (R. rosea) та тирличу жовтого (G. lutea), які зростають на території Українських Карпат. Знайдено, що водні препарати R. rosea мають вищу, а препарати G. lutea – нижчу концентрацію фенольних речовин, ніж такі ж препарати з плодів шипшини собачої (R. canina,) та трави звіробою (H. perforatum). Показано, що висока концентрація фенольних речовин забезпечує вищу антиоксидантну активність за кислих рН та вищу прооксидантну активність препаратів за лужних рН. Виявлено, що досліджувані рослинні препарати стимулюють ріст S. cerevisiae за кислих рН середовища, але не за лужних. 

Вперше показано, що водний препарат R. rosea у залежний від концентрації спосіб проявляє адаптогенну (збільшуючи стійкість до стресів) та геропротекторну (збільшуючи виживання та репродуктивну здатність клітин у старих культурах) дію на дріжджі S. cerevisiae. Адаптогенна дія рослинного препарату не супроводжується активацією антиоксидантної системи, проте потребує залучення транскрипційних факторів Msn2/4 та Yap1. Знайдено, що здатність біофлавоноїду кверцетину у низьких концентраціях підвищувати виживання S. cerevisiae за дії різних стресів пов’язана зі стимуляцією захисних систем дріжджів. На підтвердження останнього, відсутність транскрипційних регуляторів Msn2/Msn4 (але не білка Yap1) та інгібування загального біосинтезу білків скасовували захисні ефекти кверцетину. На основі отриманих результатів висловлене припущення, що препарати R. rosea та кверцетину у низьких концентраціях діють як горметини, які, ймовірно, через посередництво АФК здійснюють активацію регуляторів стресової відповіді, що, зрештою, підвищує адаптаційний потенціал дріжджів S. cerevisiae.

Розширено знання про антиоксидантні властивості природних альфа-кетокислот – пірувату, альфа-кетоглутарату та оксалоацетату. Вперше продемонстровано, що як антиоксидант АКГ ефективно захищає клітини S. cerevisiae за впливу H2O2, іонів Fe2+ та стресу під впливом вуглеводів, а плодову мушку D. melanogaster – за впливу високих концентрацій H2O2 та етанолу. Розширено знання про включення екзогенного АКГ у метаболізм на рівні клітини та багатоклітинного організму. Знайдено, що захисні ефекти АКГ за інкубації дріжджів з вуглеводами пов’язані з інтенсифікацією мітохондріального дихання, а також з відновленням білкового метаболізму, а у випадку вирощування плодової мушки на етанолі – зі стимуляцією антиоксидантного захисту та активацією алкогольдегідрогенази. Виявлено, що вирощування на середовищі з АКГ підвищує стійкість S. cerevisiae до низки стресів (зокрема Н2О2 та заморожування-розморожування) та запобігає втраті проліферативного потенціалу клітинами у старих культурах.  

Вперше проведено оцінку залежних від віку ефектів харчового АКГ у  D. melanogaster і знайдено, що АКГ спричиняє відмінні метаболічні ефекти у мух молодого та старшого віку. Вирощування на середовищі з АКГ підвищує стійкість до стресів у молодих комах та викликає залежні від статі метаболічні зміни: у самок більш вираженими є зміни у вмісті метаболітів, тоді як у самців – активація антиоксидантного захисту. Вперше встановлено, що АКГ підвищує тривалість життя та сповільнює функціональне старіння D. melanogaster, проте ефект залежить від концентрації кетокислоти, статі та лінії мух. Отримані результати дозволяють припустити, що модуляція вікових змін у вмісті метаболітів, але не зміни в антиоксидантному захисті, лежать в основі геропротекторної дії АКГ на D. melanogaster. 
Вперше показано, що споживання аргініну покращує розвиток личинок і метаболізм молодих імаго D. melanogaster. Проте за тривалого споживання їжі з аргініном проявляються токсичні ефекти цієї амінокислоти: знижується плодючість самок та скорочується тривалість життя мух. 
Практичне значення отриманих результатів. На основі отриманих результатів роботи можна рекомендувати проведення доклінічних досліджень на модельних ссавцях: геропротекторних властивостей препаратів лікарської рослини R. rosea та альфа-кетоглутарату, зокрема їх здатності сповільнювати функціональне старіння; альфа-кетоглутарату як антидоту за отруєнь токсичними речовинами, такими як етанол та різні окисники. Отримані дані щодо здатності екзогенного АКГ підвищувати стійкість пекарських дріжджів до промислових стресів (заморожування-розморожування, тепловий та оксидативний стреси, стрес за впливу вуглеводів) дозволяють рекомендувати використання АКГ як додаткового компоненту живильного середовища для забезпечення якості пекарських дріжджів в умовах промислового виробництва. Апробовані у роботі методики з визначення функціонального стану S. cerevisiae та D. melanogaster можна рекомендувати для використання у скринінгових дослідженнях стрес- та геропротекторних ефектів речовин природного походження на цих модельних об’єктах. Водночас, у подібних дослідженнях слід враховувати, що метаболічна відповідь може залежати від статі та особливостей ліній D. melanogaster. 

Результати роботи впроваджені у навчальний процес на кафедрі біохімії та біотехнології ДВНЗ “Прикарпатський національний університет імені Василя Стефаника”, а саме використовуються для підготовки лекцій і практичних занять з мікробіології, біохімії, молекулярної біології та спецкурсів “Біохімія дріжджів”, “Моделі біохімічних досліджень”, “Неферментативні процеси у біології”, “Інтеграція метаболізму” та “Основи наукових досліджень”. Апробовані в роботі методи з аналізу функціонального стану організмів методи з визначення хімічного складу та антиоксидантної активності рослин ввійшли до програм, відповідно Карпатської літньої школи та Школи юного біохіміка, які, починаючи з 2013 року, щорічно проводяться на базі кафедри біохімії та біотехнології ДВНЗ “Прикарпатський національний університет ім. В. Стефаника”.

Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведені пошук та аналіз літератури, підібрані методики та розроблені схеми експериментальних досліджень, здійснена статистична обробка та теоретичний аналіз результатів дослідження, сформульовані основні положення дисертації та здійснена підготовка рукописів статей. Експерименти виконані дисертантом особисто або за безпосередньої участі. 

Планування роботи та обговорення частини отриманих результатів, підготовка рукописів до публікації здійснювались спільно з науковим консультантом, професором Володимиром Лущаком. Написання розділу монографії та однієї статті здійснювалось спільно з д.б.н. Галиною Семчишин. Флуоресцентне дослідження визначення рівня АФК та гідроксильного радикалу здійснено автором у лабораторії професора J. Miedzobrodzki (Яґеллонський університет, м. Краків, Польща) у рамках гранту від Фонду королеви Ядвіги Яґеллонського університету. Співучасть закордонних партнерів та працівників кафедри біохімії та біотехнології ДВНЗ “Прикарпатський національний університет імені Василя Стефаника” висвітлена у спільних публікаціях.

Апробація результатів дисертації. Основні наукові положення та висновки дисертаційної роботи були представлені на: ІІІ Україно-Польській Вейгелівській конференції “Microbiology on service for human” (Одеса, 2009); ХІІ (Ужгород, 2009) і ХІІІ (Ялта, 2013) з’їздах товариства мікробіологів України ім. С.М. Виноградського; Х (Одеса, 2010) і ХІ (Київ, 2014) Українському біохімічному з’їздах; V, VII, IХ та ХІІ Міжнародній конференції молодих вчених “Молодь і поступ біології” (Львів, 2009, 2011, 2013 та 2016 рр.); V та VІ конференції молодих вчених “Біорізноманіття. Екологія. Адаптація. Еволюція” (Одеса, 2011, 2013); VІІІ Міжнародній конференції молодих науковців “Біологія: від молекули до біосфери”, (Харків, 2012); IV Міжнародній науковій конференції студентів, аспірантів і молодих вчених “Фундаментальні та прикладні дослідження в біології та екології” (Вінниця, 2016); V міжнародній конференції “Дрозофіла в експериментальній генетиці та біології” (Київ, 2016); звітно-наукових конференціях та наукових семінарах кафедри біохімії та біотехнології ДВНЗ «Прикарпатський національний університет імені Василя Стефаника» (Івано-Франківськ, 2008–2017).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 45 робіт, з яких – 20 статей у фахових періодичних виданнях (з них 16 – у базі даних Scopus), 1 розділ монографії (у базі даних Scopus) та 24 тез доповідей у матеріалах наукових конференцій та з’їздів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, трьох розділів результатів та їх обговорення, з аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків, списку використаних джерел (560 найменування) та додатків. Робота викладена на 412 сторінках, з яких 300 сторінок займає основний текст дисертації. Робота містить 78 рисунків, 22 таблиці та 26 додатків.
ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення результатів дослідження захисних та геропротекторних властивостей речовин рослинного походження (зокрема, кверцетину та водного препарату родіоли рожевої), а також клітинних метаболітів, альфа-кетоглутарату та аргініну. В експериментах in vitro та з використанням двох модельних організмів, дріжджів S. cerevisiae та плодової мушки D. melanogaster, виявлено, що залежно від умов досліджувані природні речовини можуть діяти як антиоксиданти, так і прооксиданти. Встановлено, що завдяки прооксидантним властивостям природні речовини здатні як підвищувати адаптаційний потенціал та збільшувати тривалість життя культур дріжджів та плодової мушки, так і проявляти токсичні ефекти.
1. Порівняння антиоксидантних властивостей водних препаратів з деяких лікарських рослин, які зростають на території України, зокрема в Українських Карпатах, показало, що водні препарати з вищим вмістом фенольних речовин (Rhodiola rosea L., Rosa canina L.) проявляють потужніші антиоксидантні властивості in vitro, ніж такі ж з меншим вмістом фенольних сполук (Hypericum perforatum L., Gentiana lutea L.). За кислих рН рослинні препарати діють як стимулятори росту дріжджів S. cerevisae та ефективно захищають як антиоксиданти клітини дріжджів від оксидативного стресу під впливом пероксиду водню. У лужному середовищі антиоксидантна активність рослинних препаратів послаблюється, проте посилюється їхня прооксидантна активність через автооокислення фенольних та інших редокс-активних речовин. Таким чином, співвідношення антиоксидантних та прооксидантних активностей може визначати ефекти рослинних препаратів у живих організмів. 

2. Попередня інкубація з водним препаратом R. rosea підвищує стійкість клітин S. cerevisiae, відібраних в експоненційній фазі росту, до дії низки стресорів (іони перехідних металів, тепловий стрес, Н2О2, оцтова кислота) у залежний від концентрації препарату спосіб. Преінкубація з препаратом R. rosea низьких концентрацій не вливає на активності основних антиоксидантних ферментів, каталази і СОД, але запобігає інактивації цих ферментів та зростанню рівня карбонільних груп у білках за дії Н2О2. Протекторні ефекти препарату R. rosea не проявляються у мутантів, дефектних за генами MSN2/MSN4 і YAP1, що свідчить про залучення цих транскрипційних факторів в адаптогенну дію R. rosea. Подібно до впливу на стійкість до стресів, препарат R. rosea у залежний від концентрації спосіб збільшує тривалість життя і репродуктивну активність клітин дріжджів у старих культурах. Геропротекторна дія препарату реалізується без активації антиоксидатного захисту клітин.

3. Попередня інкубація з кверцетином у низьких концентраціях надає стійкості клітинам S. cerevisiae до впливу низки стресорів. Захисна дія кверцетину за впливу теплового стресу і Н2О2 проявляється у підвищенні виживаності клітин і зниженні рівня окисної модифікації білків. Відсутність транскрипційних регуляторів Msn2/Msn4, але не білка Yap1, та інгібування загального біосинтезу білків скасовує захисні ефекти кверцетину. Отже, активація клітинних адаптивних механізмів є необхідною для прояву захисної дія кверцетину на клітини S. cerevisiae. 

4. Природні альфа-кетокислоти, піруват, оксалоацетат і альфа-кетоглутарат, проявляють антиоксиданту активність in vitro та in vivo. Альфа-кетоглутарат більш ефективно знешкоджує H2O2 та НО• in vitro, ніж інші кетокислоти. In vivo кетокислоти підвищують виживання клітин S. cerevisiae за дії H2O2 або іонів Fe2+, але не менадіону, генератора O2•−, що свідчить про специфічність антиоксидантної дії альфа-кетокислот. Додавання АКГ запобігає загибелі клітин дріжджів за інкубації з вуглеводами (глюкозою або фруктозою) за відсутності інших поживних речовин. Захисні ефекти екзогенного АКГ за цих умов, ймовірно, пов’язані з інтенсифікацією мітохондріального дихання, а також зі стимуляцією білкового метаболізму. Окрім того, завдяки антиоксидантним властивостям АКГ може знижувати рівень АФК, які є індукторами загибелі клітин дріжджів за інкубації у розчинах вуглеводів.

5. Вирощування на середовищі з АКГ підвищує стійкість молодих культур S. cerevisiae (експоненційна фаза росту) до дії стресорів, в тому числі Н2О2, теплового стресу та заморожування-розморожування. Механізми захисної дії АКГ включають: 1) використання АКГ для синтезу кріопротекторних амінокислот, зокрема проліну; 2) активне включення АКГ у цикл Кребса, що призводить до інтенсифікації останнього та розвитку м’якого оксидативного стресу. Як результат відбувається активація антиоксидантної системи дріжджів і, відповідно, зростання опірності до впливу багатьох стресорів. Довготривале культивування у середовищі у АКГ запобігає втраті проліферативного потенціалу клітинами S. cerevisiae у старих культурах. Зумовлене АКГ підвищення життєздатності дріжджів за тривалого культивування пов’язане із зростанням концентрації загального білка і запасних вуглеводів, а також посиленням антиоксидантного захисту, що запобігає акумуляції окисно пошкоджених білків з віком.
6. Додавання альфа-кетоглутарату до їжі послаблює токсичні ефекти етанолу на розвиток D. melanogaster. У дорослих мух, яких вирощували на середовищі з етанолом, спостерігається розвиток інтенсивного оксидативного стресу. Захисна дія АКГ проявляється у підвищенні активності алкогольдегідрогенази та посиленні антиоксидантного захисту, що послаблює інтенсивність окисних пошкоджень у мух за впливу етанолу. 

7. Вирощування на середовищі з АКГ призводить до підвищення стійкості до стресів у молодих мух D. melanogaster. Личинки та молоді 2-денні імаго, вирощені на АКГ, характеризуються вищим рівнем амінокислот та білка, нижчим рівнем триацигліцеридів та розвитком м’якого оксидативного стресу зі стимуляцією антиоксидантного захисту. Варто зауважити, що ці зміни мають залежний від статі характер: у самок більш вираженими є зміни вмісту метаболітів, тоді як у самців переважає активація антиоксидантного захисту.  Як зростання біосинтезу амінокислот, так і посилення антиоксидантного захисту можуть бути відповідальними за вищу стійкість молодих мух до Н2О2, холодового та теплового стресів.   

8. Додавання АКГ до їжі модулює тривалість життя D. melanogaster, проте ефект залежить від концентрації кетокислоти та статі мух. Виражена геропротекторна дія АКГ спостерігається у самок і супроводжується зниженою плодючістю та покращеною стійкістю самок середнього віку до холодового та теплового стресів. Водночас, АКГ сповільнює поведінкове старіння лише у мух лінії w1118, але не Сanton S, та не надає мухам обох ліній стійкості до оксидативного стресу та голодування. Таким чином, АКГ як харчовий додаток може сповільнювати функціональне старіння у D. melanogaster. Споживання їжі з АКГ підвищує концентрацію загального білка, глюкози та триацилгліцеридів та індукує розвиток оксидативного стресу з пригніченням антиоксидантного захисту у мух середнього віку. Більш вираженими ці зміни є у самок. Разом, результати свідчать про те, що, скоріш за все, модуляція вікових змін основного метаболізму, але не зміни в антиоксидантному захисті, лежать в основі геропротекторної дії АКГ на D. melanogaster. 
9. Додавання аргініну до живильного середовища у залежний від концентрації амінокислоти спосіб впливає на лялькування та метаболічні показники D. melanogaster. Їжа з додаванням аргініну прискорює лялькування личинок та зумовлює вищі концентрації вільних амінокислот та білка у личинок та молодих імаго. У молодих мух аргінін також призводить до зниження вмісту вільної глюкози та триацигліцеридів та розвитку м’якого оксидативного стресу. Водночас, довготривале споживання їжі, збагаченої аргініном, знижує плодючість самок та скорочує тривалість життя мух обох статей. Таким чином, за тривалого безперервного споживання їжі з аргініном посилюються токсичні ефекти цієї амінокислоти.
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