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Wstep

Wedtug danych WHO aktualnie chorobg Alzheimera zdiagnozowano u 44 min ludzi na
$wiecie (dane z 2015 roku). Wraz ze starzeniem si¢ spoleczenstw przewidywany jest znaczny
wzrost liczby nowych zachorowan — szacuje si¢, ze w roku 2050 liczba ta wyniesie ok. 114-135
min. Choroba Alzheimera (AD) prowadzi do utraty prawidtowego funkcjonowania neuronéw
i polaczen synaptycznych, a w konsekwencji do pogorszenia funkcji psychicznych (m.in.
my$lenia, zapamigtywania, postrzegania czy wykonywania rutynowych czynnosci dnia
codziennego). W patomechanizmie AD istotng rolg odgrywaja neurotoksyczno$¢ oligomerow
B-amyloidu (AB) oraz nieprawidiowa funkcja i toksycznos¢ hiperfosforylowanego biatka tau.
Aktualnie nie ma skutecznej strategii terapeutycznej w tej chorobie neurodegeneracyjnej; do
roku 2018 tylko cztery leki zostaty dopuszczone przez FDA 1 EMA do stosowania w AD. Leki
te pomagajg ograniczy¢ symptomy choroby — wplywaja na poprawe jakosci zycia chorych,
jednak nie hamuja postepujacych zmian neurodegeneracyjnych. W ostatnich latach duza wage
przywiazuje si¢ do rozpoznania mozliwosci zastosowania w terapii AD zwigzkéw pochodzenia

naturalnego, w tym roslinnych polifenoli.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena dzialania neuroprotekcyjnego oraz neuroregeneracyjnego
wybranych polifenoli roslinnych (kurkuminy, trans-resweratrolu i wogoniny) na hodowle
komérek PC12. Poddano weryfikacji doswiadczalnej hipotezg, ze zestawy badanych
polifenoli o potencjalnie réznych, udokumentowanych w pi$miennictwie, mechanizmach
dzialania na komoérki neuronalne beda okazywaé silniejsze dzialanie neuroprotekcyjne

i regeneracyjne w poréwnaniu do polifenoli zastosowanych osobno.

Material i metody
Badania wykonywano na zréznicowanych komérkach linii PC12, wyprowadzonej

z guza chromochtonnego nadnercza szczura. Po inkubacji z czynnikiem wzrostu nerwé6w NGF



w komérkach PC12 zachodzg zmiany morfologiczne i biochemiczne, ktére upodabniajg je do
neuronéw. Komérki PC12 sg czgsto stosowane przy ocenie wptywu badanych zwigzkéw na
toksycznosé, genotoksyczno$é i wstepne etapy réznicowania neuronalnego.

W badaniach wstgpnych oceniono cytotoksyczno$é Apas.3s oraz badanych polifenoli.
Do kolejnego etapu badan wybrano stezenie 0,5 uM B-amyloidu oraz po sze$¢ stezen
kurkuminy, trans-resweratrolu oraz wogoniny.

Badania aktywnosci polifenoli i ich zestawéw przeprowadzono w dwoéch uktadach
doswiadczalnych, w ktorych oceniano dziatanie neuroprotekcyjne badZ neuroregeneracyjne.
W uktadzie badania neuroprotekcji hodowle PC12 byly inkubowane z polifenolami (24 godz.),
a nastgpnie z AP2s.35 [0,5 uM, 24 godz.]. Natomiast w uktadzie neuroregeneracji hodowle PC12
byly najpierw inkubowane z Ap2s.35 i nastepnie z polifenolami. Hodowle komérek prowadzono
w inkubatorze CO2 (5% CO», temp. 37°C) warunkach normoksji (20% O2) badZz fizjoksji
(5% O2). Przyjmuje sie, ze warunki fizjoksji sg zblizone do warunkoéw fizjologicznej preznosci
tlenu w tkance nerwowej mozgowia.

W pracy zastosowano 11 metod badawczych, ktére mozna podzieli¢ na 3 grupy:

1) testy oceniajace zywotno$¢ hodowli: a) aktywno$¢ mitochondrialna (test MTT);
b) aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (test LDH); c) catkowita zawarto$¢ biatka
komoérkowego (test SRB); d) ocena mikroskopowa czgstosci apoptozy i nekrozy;

2) ocena poziomu wewngtrzkomérkowych reaktywnych form tlenu (test DCF-DA) oraz
liczebnosci peknie¢ nici DNA (test FHA — fast-halo assay);

3) testy oceniajgce réznicowanie komoérek PC12: a) srednia dilugo$¢ neurytow;
b) zageszczenie neurytéw ($rednia ilo$¢ neurytow przypadajaca na pojedyncza komorke);
¢) ekspresja biatka DCX; d) ekspresja biatka NeuN; e) porastanie neurytow (ilo$¢ neurytow
w catej hodowli oceniana metodg spektrofluorymetryczng).

Wyniki byty poréwnywane do kontroli negatywnych — hodowli komérek inkubowanych z AB,

bez polifenoli.

Wyniki i wnioski

Inkubacja komérek PC12 z APsas [0,5 uM] prowadzila do znacznego wzrostu
liczebnos$ci uszkodzen (peknig¢) nici DNA. W tych samych hodowlach nie obserwowano
wplywu APas.35s W zastosowanym stezeniu na poziom stresu oksydacyjnego komorek PC12.
Nalezy przyjaé, ze w tym ukladzie do$wiadczalnym uszkodzenia DNA powstaty glownie
w bezposrednim genotoksycznym oddziatywaniu A z kwasem nukleinowym. Na podstawie

wynikéw uzyskanych w panelu 5 testow oceniajacych cechy réznicowania stwierdzono, ze



AP2s.35 [0,5 pM] znaczaco hamowatl réznicowanie neuronalne komérek PC12 (indukowane
dodaniem NGF).

Badane polifenole (kurkumina, frans-resweratrol i wogonina) znaczaco obnizaty
liczebnoé¢ uszkodzen DNA i zahamowanie réznicowania neuronalnego komorek PC12
indukowane przez APasas (dziatanie neuroprotekcyjne). Polifenole dodane do hodowli
komérek PC12 inkubowanych wezesniej z ABas-3s wzmagaly reparacj¢ uszkodzen nici DNA
i zwiekszaly tempo réznicowania neuronalnego komoérek (dziatanie neuroregeneracyjne).

Dziatanie polifenoli w ukladzie badania neuroregeneracji bylo znaczco silniejsze od
dziatania neuroprotekcyjnego, zaréwno w warunkach normoksji jak i w fizjoksji,
chociaz w obu uktadach obserwowano wiekszg site dzialania badanych zwigzkéw w warunkach
fizjoksji niz w normoksji.

Na podstawie wynikéw badan wiasnych dla kazdego z polifenoli wybrane zostaly
optymalne stezenia, w ktorych obserwowano najwigksza aktywnosé neuroprotekcyjng lub
neuroregeneracyjna. Najsilniejsze dzialanie neuroprotekcyjne kurkuminy stwierdzono
w stezeniu 2,5 pM, trans-resweratrolu — 1,0 pM, a wogoniny — 0,5 uM. Najsilniejszy efekt
w ukladzie badania neuroregeneracji wykazano dla kurkuminy w stgzeniu 5,0 uM, trans-
resweratrolu — 10,0 pM, a wogoniny — 0,5 pM. Te optymalne stezenia postuzyly do
sporzadzenia zestawow polifenoli.

W poréwnaniu do pojedynczych polifenoli, ich zestawy okazywaty silniejsze dziatanie
zarowno neuroprotekcyjne, jak i neuroregeneracyjne. Sposréd przebadanych zestawow
najwigksza aktywnos¢ neuroprotekcyjng i neuroregeneracyjng okazywat
zestaw KR (kurkumina + trans-resweratrol). Natomiast w uktadzie badania neuroregeneracji
(ale nie w ukladzie neuroprotekcji) silne dziatanie wywieral takze zestaw trzech
polifenoli KRW (kurkumina + trans-resweratrol + wogonina). Na podstawie wynikow

niniejszej pracy do dalszych badan wybrane zostaty dwa zestawy polifenoli: KR i KRW.



ABSTRACT

Introduction

According to the WHO, currently Alzheimer's disease is diagnosed in 44 million people
in the world (data from 2015). With the aging of societies, a significant increase in the number
of new cases is expected — it is estimated that in 2050 this number will be around 114-135
million. Alzheimer's disease (AD) leads to the loss of proper functioning of neurons and
synaptic connections, and as a consequence, to deterioration of mental functions (including
thinking, remembering, perceiving or performing routine activities of everyday life). The
neurotoxicity of B-amyloid (AP) oligomers and the aberrant function and toxicity of
hyperphosphorylated tau protein play an important role in the pathomechanism of AD.
Currently, there is no effective therapeutic strategy in this neurodegenerative disease; until
2018, only four drugs have been approved by the FDA and EMA for use in AD. These drugs
reduce the symptoms of the disease — they improve the quality of life of patients, but do not
inhibit the progressive neurodegenerative changes. In recent years, great importance is attached

to the study of the use of natural compounds in the therapy of AD, including plant polyphenols.

The aim of the study

The aim of the study was to evaluate the neuroprotective and neuroregenerative effects
of selected plant polyphenols (curcumin, trans-resveratrol, and wogonin) on PC12 cell cultures.
According to the literature, the studied polyphenols have potentially different mechanisms of
action on neuronal cells. It has been experimentally verified whether combinations of these
polyphenols will show a stronger neuroprotective and regenerative effect as compared to the

polyphenols used alone.

Material and methods

The tesearch was carried out on the differentiated cells of the PC12 cell line, derived
from the rat adrenal pheochromocytoma. After incubation with nerve growth factor (NGF),
PC12 cells undergo morphological and biochemical changes that make them
similar to neurons. PC12 cells are often used to assess the effect of tested compounds on

toxicity, genotoxicity and initial stages of neuronal differentiation.



In preliminary studies, the cytotoxicity of Ap2s.3s and the tested polyphenols were
evaluated. The 0.5 pM concentration of the B-amyloid and six concentrations of curcumin,
trans-resveratrol, and wogonin were chosen for the next stage of the study.

Research on the activity of polyphenols and their combinations was carried out in two
experimental models, in which the neuroprotective or neuroregenerative effects were assessed.
In the neuroprotection model, PC12 cell cultures were incubated with polyphenols (24 h) and
later with AB2s.35 [0.5 uM, 24 h]. In contrast, in the neuroregeneration model PC12 cultures
were first incubated with AB2s5.35 and then with polyphenols. The cell cultures were carried out
in a COz incubator (5% CO2, 37°C) under normoxia (20% O2) or physioxia (5% Oz) conditions.
It is assumed that in the physioxia, the oxygen tension is similar to the physiological oxygen
tension in the nervous tissue of the brain.

The study included 11 research methods that can be divided into three groups of assays:

1) assessment of the viability of cell cultures: a) mitochondrial activity (MTT assay); b) lactate
dehydrogenase activity (LDH assay); c) total cellular protein content (SRB assay);
d) microscopic assessment of the frequency of apoptosis and necrosis;

2) assessment of the level of intracellular reactive oxygen species (DCF-DA assay) and the
number of DNA strand breaks (FHA — fast-halo assay);

3) assessment of differentiation of PC12 cells: a) average neurite length; b) average number
of neurites per single cell; ¢) expression of the DCX protein; d) expression of NeuN protein,;
e) neurite outgrowth (amount of neurites in the whole culture evaluated by
spectrofluorimetric method).

The results were compared to negative control — cell cultures incubated with AP, without

polyphenols.

Results and conclusions

Incubation of PC12 cells with ABas3s [0.5 uM] led to a significant increase in the
number of DNA strand breaks. In the same cultures, the effect of AB2s-35 (at the concentration
used) on the oxidative stress level in PC12 cells was not observed. It should be assumed that in
this experimental model, DNA damage was mainly due to the direct genotoxic interaction of
AP with nucleic acid. Based on the results obtained in the panel of 5 assays of differentiation
characteristics, it was found that Afzs3s [0.5 pM] significantly inhibited neuronal
differentiation of PC12 cells (induced by the addition of NGF).

Tested polyphenols (curcumin, frans-resveratrol and wogonin) significantly reduced the

number of DNA damage and inhibition of neuronal differentiation of PC12 cells induced by



ABas.3s (neuroprotective effect). Polyphenols added to PC12 cell cultures previously incubated
with AP2s.3s increased the repair of DNA strand damage and increased the rate of neuronal
differentiation of cells (neuroregenerative effect).

The effect of polyphenols in the neuroregeneration model was significantly stronger
than the neuroprotective effect, both under normoxia and physioxia conditions, although in both
experimental models the greater potency of the tested compounds was observed under
physioxia conditions than in normoxia.

Based on the assay results, optimal concentrations were chosen for each of the
polyphenols in which the greatest neuroprotective or neuroregenerative activity was observed.
The strongest neuroprotective effect of curcumin was found at a concentration of 2.5 uM, trans-
resveratrol — 1.0 pM, and wogonin — 0.5 pM. The strongest effect in the neuroregeneration
model was demonstrated for the curcumin concentration of 5.0 puM, trans-resveratrol —
10.0 pM, and wogonin — 0.5 pM. These optimal concentrations were used to prepare polyphenol
combinations.

Compared to individual polyphenols, their combinations showed a stronger effect both
neuroprotective and neuroregenerative. Among the examined combinations the highest
neuroprotective and neuroregenerative activity was demonstrated by the KR combination
(curcumin + frans-resveratrol). However, in the neuroregeneration model (but not in the
neuroprotection  model), a  combination  of three  polyphenols - KRW
(curcumin + frans-resveratrol + wogonin) also had a strong effect. Based on the results of the

study, two combinations of polyphenols were selected for further studies: KR and KRW.



