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I. INTRODUCERE GENERALA iIN CERCETAREA iMBATRANIRII

Cercetarea imbatranirii a evoluat de la intelegerea mecanismelor fundamentale ale
acestui proces la explorarea strategiilor pentru prelungirea duratei de viata si a sanatatii pe
parcursul Tmbatranirii (healthspan). Teoriile clasice includ acumularea mutatiilor propusa
de Medawar si pleiotropia antagonica formulatda de Williams, care explicd imbatranirea ca
rezultat al compromisurilor evolutive. Cadrul conceptual al ,,trasaturilor distinctive ale
imbatranirii” (hallmarks of aging) identifica procese biologice cheie, precum instabilitatea
genomicd, disfunctia mitocondriala si epuizarea celulelor stem, drept tinte pentru
interventii terapeutice.

Imbitranirea este determinatid de retele complexe de cii interconectate, inclusiv
stresul oxidativ, declinul mitocondrial si semnalizarea insulind/IGF (insulin/IGF signaling,
IIS). Daunele provocate de speciile reactive de oxigen (ROS) accelereaza imbatranirea, in
timp ce reducerea activitatii IIS prelungeste durata de viatd, asa cum se observa la mutantii
daf-2 (Caenorhabditis elegans) si InR (Drosophila melanogaster). Intelegerea acestor
mecanisme ofera directii pentru dezvoltarea unor interventii anti-imbatranire.

Organismele model, precum Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans si
soarecii (Mus musculus), sunt esentiale in studiul imbatranirii. Drosophila este intens
utilizatd datoritd ciclului sau de viata scurt, instrumentelor genetice avansate si similitudinii
de aproximativ 70% cu genele umane implicate in boli. Aceasta a contribuit la elucidarea
rolului cailor IIS, TOR si a interactiunilor microbiomului intestinal in imbatranire.
Modificarile asociate varstei In compozitia microbiomului influenteaza raspunsurile imune,
iar studiile pe Drosophila aratd ca echilibrul microbiomului afecteaza atat durata de viata,
cat si sandtatea organismului.

Prin investigarea cailor de imbatranire la organisme model, cercetdtorii vizeaza
dezvoltarea unor strategii directionate pentru incetinirea imbatranirii si prevenirea bolilor
asociate varstei. Drosophila melanogaster ramane un sistem model esential pentru testarea

abordarilor genetice si farmacologice in cercetarea imbatranirii.
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Figura I.1. Tractul gastrointestinal si mecanismul peptidelor antimicrobiene
(AMPs) in raspunsul imun la Drosophila. Adaptat din Hanson si Lemaitre, 2020, ,,New
insights on Drosophila antimicrobial peptide function in host defense and beyond,”
Current Opinion in Immunology, 62, 22-30. https://doi.org/10.1016/j.c01.2019.11.008.
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Il. BAZA DE DATE SYNERGYAGE SI ROLUL SAU iIN CERCETAREA
IMBATRANIRII

Unele dintre rezultatele discutate n acest capitol au fost publicate anterior in: Bunu,
G., Toren, D. et al., Scientific Data 7, 366 (2020).
https://doi.org/10.1038/s41597-020-00710-z

I1.1. Introducere in SynergyAge

SynergyAge este o baza de date curatoriata care documenteaza interactiunile dintre
gene asociate longevitatii (longevity-associated genes, LAGs), evidentiind efectele
sinergice si antagonice asupra duratei de viatd. Predictia interactiunilor dintre mutatiile
genice este dificilda din cauza fenomenului de epistaza, problema pe care SynergyAge o
abordeaza prin integrarea datelor despre durata de viata obtinute din experimente pe C.
elegans, D. melanogaster $i M. musculus. Interactiunile genetice sunt clasificate ca aditive,
dependente, sinergice sau antagonice, oferind perspective asupra reglementarii procesului
de imbatranire.

Baza de date include o platforma interactiva pentru analiza retelelor genice,
facilitind proiectarea studiilor de longevitate si modelarea predictiva. Prin catalogarea
datelor privind durata de viatd si facilitarea comparatiilor intre specii, SynergyAge
reprezinta o resursd esentiala pentru cercetarea Imbatranirii.

In timpul studiilor mele, am contribuit la curatorierea bazei de date SynergyAge
(Bunu et al., 2020), concentrandu-ma pe datele privind D. melanogaster si partial pe C.
elegans. Rolul meu a implicat colectarea si verificarea studiilor privind durata de viata,
standardizarea interactiunilor genice si asigurarea consistentei In denumirile genelor si
detaliile studiilor. Prin clasificarea acestor interactiuni, am urmadrit sa imbundtitesc
accesibilitatea bazei de date, transformand-o intr-un instrument practic pentru explorarea

influentei genetice asupra Imbatranirii.

I1.2. Metode

Pentru a evalua impactul combinarii a doud mutatii genetice, s-au realizat
masuratori ale duratei de viatd pentru patru tulpini: tip salbatic (wild type, WT), doua
mutanti simpli (Gl si G2) si dublul mutant (G1;G2). Efectul fiecarui mutant asupra
longevitatii a fost calculat ca procent de diferentd fata de tipul salbatic, utilizand

urmatoarele formule:


https://doi.org/10.1038/s41597-020-00710-z

(lifespan(G1)—lifespan(WT)) x 100

AG1 = lifespan(WT)

(lifespan(G2)—lifespan(WT)) x 100
lifespan(WT)

AG2 =

Asa cum este mentionat in Bunu et al., 2020, in cazurile In care ambele mutatii au

avut un impact pozitiv asupra duratei de viatd (AG1xAG2>0), efectele combinate au fost

evaluate si clasificate astfel:

Fully synergistic if |A(G1,G2)|>|AG1|+|AG2||A (G1, G2)| > |A G|+ |A

G2|| A(G1,G2)|>|AG1|+|AG2 |

Additive if |A(G1,G2)|=|AG1|+|AG2]|A(G1, G2)| = |AG]|

+AG2||A(G1,G2) |=| AG1 |+|AG2]|

Almost additive when |A(G1,G2)||A(G1, G2)||A(G1,G2)| lies between
max(IAG11,]AG2I)\max(|A G1|, |A G2|)max(|AG1[,|AG2|) and |AG1[+|AG2]|A
G1|+|AG2||AG1|+|AG2 |

Dependent (antagonistic) if | A(G1,G2)|<max(IAG11,JAG2))A (G1, G2)| <
\max(|AG1|, |A G2|)| A(G1,G2)|<max(|AG1|,|AG2|) but greater than
min(IAG11,JAG2)\min(|A G1|, |A G2)min(|AG1],|AG2])

Fully antagonistic if | A(G1,G2)|<min(IAG11,JAG2I)|A (G1, G2)| <\min(|A G1], |A
G2)) | A(G1,G2) |<min(|AG1],|AG2])

Mai multe astfel de interactiuni epistatice au fost curatoriate in baza de date

SynergyAge. Pentru a exemplifica, mai jos sunt incluse diverse reprezentari grafice

(Figura I1.1), care ilustreaza aceste interactiuni in combinatii specifice de gene asociate

longevitatii (LAGs) la Drosophila.
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Figura II.1. Reprezentari grafice ale interactiunilor sinergice si antagonice
selectate intre gene asociate longevitatii 1a Drosophila (a) aproape aditiva (pozitiva), (b)
complet sinergica (pozitivd), (c) efecte opuse ale mutantilor simpli, (d) interactiuni
dependente, (e) sinergism negativ si (f) antagonism pozitiv.

Creat in BioRender. Sarghie, L. (2024) https://BioRender.com/q02f682.

11.3. Concluzii

Prin integrarea datelor despre mutanti simpli si combinati, SynergyAge permite
intelegerea efectelor sinergice si antagonice dintre genele asociate longevitatii. Interfata sa
interactiva faciliteaza explorarea datelor complexe, identificarea tiparelor relevante si
vizualizarea interactiunilor care pot ghida cercetarile viitoare.

In cazul Drosophila, unde datele sunt inca limitate, acest studiu a evidentiat tipuri
cheie de interactiuni, demonstrdnd modul in care SynergyAge poate orienta cercetarea

chiar si in prezenta unor lacune de date. Prin designul intuitiv si curatorierea riguroasa,
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SynergyAge oferd nu doar perspective imediate, ci si sprijin pentru dezvoltarea unor
experimente directionate, contribuind la descifrarea mecanismelor genetice ale

imbatranirii.

III. INTERACTIUNILE GENICE DIN SYNERGY AGE: EXPLORAREA
UNOR NOI CAI iN iIMBATRANIRE

O parte din aceste rezultate au fost acceptate pentru publicare in Vol. 28, No. 5

(2023) al revistei Romanian Biotechnological Letters.

II1.1. Introducere

Drosophila melanogaster a jucat un rol esential in cercetarea imbadtranirii, cu

aproape 200 de gene asociate longevitatii documentate in baza de date GenAge (Tacutu et
al., 2018). In timp ce C. elegans are peste 1.770 de interactiuni genetice inregistrate care
influenteazd durata de viatd, Drosophila ramane relativ neexploratd, cu doar 27 de
combinatii genetice studiate (Bunu et al., 2020). Extinderea acestor cercetdri ar putea
identifica cdi conservate ale imbatranirii.
Acest studiu utilizeazd SynergyAge pentru a investiga interactiunile genice in Drosophila,
concentrandu-se pe /nR si GaO, ortologi ai daf-2 si odr-3 din C. elegans. Este primul
studiu care evalueaza experimental rolul GaO in imbétranirea Drosophila. Deoarece InR
regleazd calea conservata de semnalizare insulind/IGF-1 (/IS), reducerea activitatii sale
prelungeste durata de viata prin sporirea rezistentei la stres (Krishnan et al., 2024). GaO,
implicat in dezvoltarea sistemului nervos si apoptozd, poate influenta, de asemenea,
longevitatea.

Inspirat de studiile pe C. elegans care au evidentiat extinderea sinergica a duratei de
viata, acest studiu testeazd dacd manipularea combinatd a /nR si GaO la Drosophila poate
prelungi durata de viata, oferind perspective asupra mecanismelor conservate ale

imbatranirii.

II1.2. Metode

Acest studiu integreazd multiple surse de date pentru a investiga interactiunile
genice care influenteazd longevitatea la Drosophila melanogaster. Interactiunile
proteind-proteind au fost obtinute din BioGRID, iar interactiunile genetice sinergistice

asociate duratei de viatd au fost identificate folosind baza de date SynergyAge.



Compararea intre specii (Caenorhabditis elegans si Drosophila) a fost realizatd utilizand
pachetul orthogene.

Pentru vizualizarea datelor, Cytoscape (v3.10.1) a fost utilizat pentru cartografierea
si analiza interactiunilor genetice complexe. Tulpinile experimentale de Drosophila,
inclusiv mutantii GaO si InR, au fost obtinute de la Bloomington Drosophila Stock Center,
cu linia Canton-S utilizatd ca martor. Musculitele au fost crescute pe mediu Nutri-Fly™
Bloomington Formulation.

Pentru generarea mutantilor dubli si tripli in experimentele de duratd de viata, s-au
realizat incrucisari genetice specifice in conditii controlate. Aceasta a inclus obtinerea
mutantilor GaO - InR, Ga.O - elF, elF - InR si Ga.O - elF - InR. Strategiile de incrucisare,
designul experimental si selectia mutantilor au fost riguros planificate si sunt rezumate in
Figura II1.1.

Testele de longevitate au fost efectuate pe grupuri sincronizate de Drosophila
melanogaster (numadr egal de masculi si femele), mentinute la o densitate de 27-32 de
indivizi per fiold. Musculitele au fost transferate la intervale de 2—3 zile pe mediu proaspat,
iar mortalitatea a fost inregistratd pe parcursul Intregii lor vieti. Transferurile s-au realizat
fara anestezie pentru a evita stresul, in special la indivizii varstnici. Pentru analiza datelor,
s-a calculat durata mediand de viata, iar curbele de supravietuire Kaplan-Meier au fost
generate. Compararea grupurilor s-a realizat prin testul log-rank, iar modelul
Gompertz-Makeham a fost aplicat pentru a evalua daca modificarile duratei de viatd se

datoreaza unor schimbari in rata Tmbatranirii sau in starea generala de sanatate.
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Figura III.1. incrucigz‘lri pentru generarea mutantului dublu GaO - InR.
Liniile drepte cu sageti indica incrucisari intre linii genetice distincte, In timp ce buclele
reprezintd imperecherea in cadrul aceleiasi linii. Aceasta figura a fost publicata anterior in
Romanian Biotechnological Letters, in curs de aparitie. Creat in BioRender. Sarghie, L.

(2024) https://BioRender.com/q02f682.

I11.3. Rezultate si Discutie

Aceasta sectiune prezintd analiza retelelor construite pentru investigarea genelor
asociate longevitatii (LAGs) prin identificarea interactiunilor proteind-proteina si relatiilor
sinergice prezise. Aceste retele ofera un cadru pentru intelegerea cailor potential implicate
in reglarea duratei de viatd la Drosophila melanogaster, cu accent pe interactiuni esentiale
precum cele dintre /nR si GoO. Prin examinarea structurilor retelelor, a nodurilor cheie si a
conexiunilor dintre gene, ne propunem sd identificdim mecanisme genetice relevante pentru
imbatranire. De asemenea, sunt discutate rezultatele privind durata de viata pentru mutantii
simpli si dubli ai genelor GaO si InR, evidentiind modul in care aceste modificari genetice
influenteaza longevitatea. Compararea intre mutantii cu o singurd gena si mutantul dublu
GaO - InR permite evaluarea efectelor combinate, pentru a determina daca acestea sunt
aditive, sinergice sau independente in reglarea longevitatii.

O retea esentiald (Figura II1.2d) evidentiaza LAGs cu interactiuni directe cu GaO si
InR, obtinute din baza de date BioGRID. Analiza interactiunilor de gradul intai scoate in
evidentd conexiunile genetice primare care ar putea juca un rol in reglarea duratei de viata
la Drosophila.

h.2d
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Figura II1.2. Prezentare generala a retelelor de gene asociate longevitatii (LAGs) la

Drosophila melanogaster (a) interactomul complet al Drosophila, (b) ortologi C. elegans

ai genelor LAGs, (c) combinatii specifice de LAGs la Drosophila din SynergyAge si (d)

interactiunile de gradul intai ale GaO si InR.

In continuare, am examinat durata de viata a mutantilor Drosophila melanogaster

pentru GaO, InR si mutantul dublu GoO; InR, in comparatie cu martorul tip salbatic

Canton-S (Figura I11.3). Controlul Canton-S a atins o duratd maxima de viata de 42 de zile.

In contrast, mutantul nR a prezentat o crestere moderati la 62 de zile (Figura I11.3a; p <

0.0001), in timp ce mutantul Ga.O a avut o extindere mai semnificativa, atingand 72 de zile

(Figura II1.3b; p < 0.0001). De mentionat, mutantul dublu GaO; InR a avut o durata de

viata intermediara, de 65 de zile, mai scurtd decat cea a mutantului GaO, dar mai lunga

decat cea a mutantului /nR (Figura I11.3¢c; p < 0.0001).
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Figura II1.3. Curbe de supravietuire si analiza comparativa a duratei de viata

(a) Durata de viatd a Canton-S si mutantului /nR; (b) Compararea duratei de viata intre

Canton-S si mutantul GaO; (c) Compararea duratei de viata intre Canfon-S si mutantul
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dublu GaO; InR; (d) Compararea supravietuirii Intre mutantii simpli /nR, GoO si mutantul
dublu GaO; InR. Aceastd figurd a fost publicata anterior in Romanian Biotechnological
Letters, n curs de aparitie.

Analiza statistici a evidentiat diferente semnificative in durata de viatd intre
mutantii simpli /nR si Ga.O comparativ cu martorul Canton-S (p < 0.0001), precum si Intre
mutantul dublu GaO; InR si martor. Desi ambii mutanti simpli au prezentat o prelungire a
duratei de viatd, mutantul GoO a trdit mai mult decat /nR (p = 0.0145). Totusi, durata de
viata a mutantului GaO nu a fost semnificativ diferitd de cea a mutantului dublu GaO; InR
(p > 0.05), indicand o interactiune dependenta, mai degraba decat sinergica.

Mutantul Ga.O a atins o durata de viata de 72 de zile, subliniind rolul semnalizarii
prin receptori cuplati la proteine G (GPCR) in reglarea longevitdtii, o cale cunoscuta pentru
influenta sa asupra activitatii neuronale si metabolismului (Krishnan et al., 2024;
Devambez et al., 2013). Mutantul /nR, cu o duratd de viatd de 62 de zile, se aliniaza cu
functia cdii de semnalizare insulind/IGF-1 (ZIS), un regulator bine stabilit al imbatranirii
(Bai et al., 2013; Kaletsky si Murphy, 2010).

Faptul cd mutantul dublu GoO,; InR (65 de zile) nu a prezentat o extindere
suplimentard a longevitatii fatd de GaO sugereaza mecanisme dependente sau suprapuse,
mai degraba decat efecte independente. Lipsa unui efect sinergic este in concordantd cu
modelele din baza de date SynergyAge, care indica frecventa ridicatd a interactiunilor
non-aditive in cdile de Imbatranire. Acest rezultat sugereaza ca IIS si GPCR pot convergea
catre tinte comune, explicand lipsa unui efect aditiv asupra longevitatii.

Intrucat ambele cii influenteazd metabolismul, rispunsul la stres si semnalizarea
neuronald, interactiunea lor ar putea implica mecanisme comune de reglare. Aceste
rezultate contribuie la o Intelegere mai profunda a interactiunilor genetice in imbatranire si
evidentiazd necesitatea studierii suprapunerilor dintre aceste cdi. Cercetarile viitoare ar
trebui sa exploreze interactiunea moleculard dintre Ga.O si /nR si modul in care factorii de
mediu, precum microbiomul intestinal, ar putea influenta aceste efecte genetice asupra

longevitatii.
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IV.4. Concluzii

Acest studiu evidentiazd modul in care anumite cai genetice interactioneaza pentru
a influenta imbatranirea la Drosophila melanogaster. Analiza mutantilor simpli GaO si
InR, alaturi de mutantul dublu GoaO; InR, a ardtat cd, desi fiecare mutatie extinde
individual durata de viatd, combinarea lor nu oferd un beneficiu suplimentar fatd de GaO
singur. Aceasta sugereaza ca aceste gene actioneazd pe cdi suprapuse, avand o limitd
comund a extinderii longevitatii, in special prin intermediul semnalizarii IIS si GPCR.

Analizele de retea, sustinute de datele din SynergyAge, indica faptul cd aceste
efecte non-aditive sunt o caracteristica comund a cailor de imbatranire, demonstrand
complexitatea si interconectarea mecanismelor genetice in reglarea longevitatii. Aceste
constatdri contribuie la o mai bunad intelegere a modului in care genele Drosophila
influenteazd imbatranirea si subliniazd importanta explorarii conexiunilor moleculare
dintre Ga.O si InR.

De asemenea, cercetarile viitoare ar trebui sa analizeze cum factorii externi, precum
microbiomul intestinal, pot interactiona cu aceste cdi genetice pentru a influenta durata de

viata, deschizand noi directii In cercetarea imbatranirii.

IV. INTERVENTII GENETICE iN DROSOPHILA: ROLUL GENEI PARKIN
iN MICROBIOM SI iMBATRANIRE

Aceste rezultate fac parte dintr-un manuscris pregatit pentru publicare, bazat pe
cercetari desfasurate la University of California, Los Angeles (UCLA), in cadrul
laboratorului Dr. David Walker, in Departamentul de Biologie Integrativa si Fiziologie.

Studiul a fost sustinut de o bursa Fulbright acordatd de guvernul Romaniei.

IV.1. Introducere

Gena Parkin (PARK?), un regulator esential al mitofagiei si degradarii proteinelor,
joaca un rol protector impotriva stresului oxidativ si neurodegenerarii (Kitada et al., 1998;
Narendra et al., 2008). Mutatiile in PARK2 sunt asociate cu boala Parkinson cu debut
precoce (PD) si afecteaza functia mitocondriala, accelerand imbéatranirea si progresia bolii
(Clark et al., 2006). In timp ce PD este corelatd cu alterdri ale microbiomului intestinal
(Khedr et al., 2021), impactul supraexprimarii Parkin asupra compozitiei microbiomului

ramane neexplorat.
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Acest studiu a investigat efectele supraexprimarii Parkin la Drosophila

melanogaster, utilizand musculitele daGS>UAS-Parkin, analizate la zilele 10, 30, 45 si 60.
Secventierea /6S rRNA a relevat ca Parkin moduleaza compozitia microbiomului intr-o
maniera dependenta de varsta. Musculitele control mai varstnice (ziua 60) au prezentat o
incarcaturd microbiand mai mare (Acetobacter, Lactobacillus) comparativ cu musculitele
cu supraexprimare Parkin, in timp ce musculitele tinere cu Parkin supraexprimat (ziua 10)
au aratat o crestere a Acetobacter, Enterobacter si Lactobacillus (Figura I'V.2).
Analizele ulterioare au indicat cd musculitele cu supraexprimare Parkin aveau mai putine
specii bacteriene pand la ziua 45, iar Commensalibacter a contribuit la stabilizarea
microbiomului intestinal (Figura 1V.4). Analiza diversitatii beta a confirmat influenta
Parkin asupra structurii microbiomului, n special asupra genurilor implicate in fermentatie
(Figurile IV.11 51 1V.12).

Experimentele de transplant microbian la musculite Canton-S axenice au ardtat ca
microbiomul provenit de la musculitele control varstnice (zilele 30 si 60) a redus durata de
viatd, in timp ce microbiomul provenit de la musculitele cu supraexprimare Parkin a
mentinut stabilitatea longevitatii (Figura IV.13). In plus, analiza peptidelor antimicrobiene
(AMP) a aratat ca microbiomul control a indus raspunsuri inflamatorii, in timp ce
microbiomul provenit de la musculitele cu supraexprimare Parkin a prevenit activarea
imuna (Figura IV.14).

Aceste descoperiri sugereaza ca Parkin modeleazd compozitia microbiomului,
reducand modificdrile inflamatorii asociate varstei si mentinand stabilitatea microbiana,
evidentiind un potential rol al Parkin in reglarea imbatranirii, dincolo de controlul calitatii

mitocondriale.

IV.2. Metode

Acest studiu a investigat impactul supraexprimadrii genei parkin si al imbatranirii
asupra microbiomului intestinal, longevitatii si raspunsurilor imune la Drosophila
melanogaster. Schema experimentald este rezumata in Figura IV.1, care prezinta cele doud
componente principale ale experimentului: prelevarea de probe din intestinul mediu pentru

analiza microbiomului, evaluarea duratei de viata si a raspunsului imun.
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Figura IV.1. Diagrama a fluxului experimental (a) Disectia intestinului mediu
si analiza microbiomului: Ilustrare a prelevarii probelor de intestin mediu de la
Drosophila melanogaster martor (neindus) si cu supraexprimare Parkin (indus) la diferite
varste (zilele 10, 30, 45 si 60), urmata de extractia ADN microbian, analiza abundentei
relative, secventiere metagenomicd si analiza de retea a genelor asociate microbiomului.
(b) Evaluarea duratei de viata si a rdspunsului imun: Reprezentare a testului de longevitate
si a evaluarii peptidelor antimicrobiene (4MP), unde musculitele Canton-S axenice, dupa

reintroducerea microbiomului de la probe de varste diferite, sunt monitorizate pentru
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durata de viatd si expresia genelor AMP dupd extractia ARN-ului la ziua 35. Creat 1n

BioRender. Sarghie, L. (2024) https://BioRender.com/q02{682.

Acest studiu a utilizat musculite tip sdlbatic Canton-S si  musculite
daGS>UAS-Parkin, unde supraexprimarea Parkin a fost indusa prin sistemul RU486
GeneSwitch. Musculitele au fost crescute pe mediu pe bazd de cornmeal, iar femelele de
trei zile au fost sincronizate pentru experimente.

Durata de viatad a fost evaluatd prin administrarea RU486 (5 pg/ml), cu grupuri de
control tratate cu etanol. Musculitele au fost mentinute in grupuri de 27-32 indivizi per
fiola, transferate la fiecare 23 zile, si monitorizate pana la sfarsitul ciclului de viata.
Pentru reintroducerea microbiomului, musculitele Canton-S axenice au fost generate
printr-un tratament antibiotic de 20 de zile, confirmat prin teste de culturd. Microbiomele
provenite de la musculite daGS>UAS-Parkin tinere, de varstda medie si varstnice
(RU486+/-) au fost reintroduse, iar musculitele au fost mentinute timp de 10 zile inainte de
revenirea la dieta standard.

Compozitia microbiomului a fost analizata prin secventiere 16S rRNA. ADN-ul
microbian a fost extras din intestinul mediu disecat, iar regiunea V4 a 16S rRNA a fost
secventiatd pe platforma Illumina MiSeq. Analiza bioinformatica (DADA2, Picrust2) a
oferit perspective taxonomice si functionale. qPCR a fost utilizata pentru cuantificarea
abundentei microbiene (total 16S, Lactobacillus, Acetobacter, Enterobacter), iar raspunsul
imun a fost evaluat prin expresia genelor AMP (Drosomycin, Diptericin), normalizata la
Actin 5C. Analizele statistice au inclus: diveristatea alfa (phyloseq), diveristatea beta
(Bray-Curtis, PCoA), analiza diferentiald a abundentei (DESeq?2).

Compararea diversitatii a fost realizatd prin PERMANOVA si ANOVA. Predictiile
metagenomice au utilizat DeepNOG si COGdb pentru a analiza modificarile functionale in

genomurile metagenomice asamblate (MAGs) sub efectul supraexprimarii Parkin.

IV.3. Rezultate

Supraexprimarea Parkin moduleaza compozitia microbiomului intestinal de-a
lungul etapelor de viatd la Drosophila, influentdnd abundenta unor genuri bacteriene cheie
in timp. Analiza qPCR a 16S rRNA total, Lactobacillus, Acetobacter si Enterobacter la
zilele 10, 30, 45 si 60 a comparat dinamica microbiomului intre musculitele control
(RU486-) si cele cu supraexprimare Parkin (RU486+) (Figura IV.2a-d).

Rezultatele au evidentiat un efect dependent de varsta al supraexprimarii Parkin. La

musculitele tinere (ziua 10, Figura IV.2c, d) — grupul cu Parkin supraexprimat a avut o
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abundentd microbiand mai mare, sugerand un rol timpuriu In sustinerea diversitatii
microbiene si a homeostaziei intestinale. La varsta mijlocie (ziua 30) — musculitele control
au prezentat niveluri crescute de Enterobacter si Lactobacillus, indicand o faza de tranzitie
in reglarea microbiomului. La musculitele varstnice (ziua 60, Figura IV.2a, b, d) — grupul
control a mentinut o abundentd mai mare de Acetobacter si Lactobacillus, in timp ce
musculitele cu Parkin supraexprimat au prezentat o reducere a acestora, sugerand ca
Parkin modifica mediul intestinal, limitand persistenta bacteriana la gazdele Imbatranite.
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Figura 1IV.2. Cuantificarea abundentei bacteriene la musculitele cu
supraexprimare Parkin si cele de control, la diferite varste. Abundenta bacteriana a fost

masuratd prin qPCR pentru: (a) gena /6S totala, (b) Acetobacter, (¢c) Enterobacter, (d)

Lactobacillus.
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Probe au fost colectate la patru puncte temporale (zilele 10, 30, 45 si 60) de la
musculitele daGS>UAS-Parkin, in doud conditii: supraexprimare Parkin (indusa), control
(neindus). Supraexprimarea Parkin a fost activata din prima zi de viata.

Pentru a confirma cd modificarile observate in microbiom au fost rezultatul direct
al supraexprimarii Parkin si nu un artefact al tratamentului cu RU486, a fost generatd o
linie de control prin incrucisarea tulpinii W1118 cu driverul Ligand-Bound GeneSwitch
(daGS). Aceasta tulpind de control W1118/daGS a fost supusd aceluiasi protocol de
tratament cu RU486, utilizat pentru inducerea expresiei Parkin in grupurile experimentale.
Probe din musculitele W1118/daGS control au fost colectate la aceleasi puncte temporale
(zilele 10, 30, 45 si 60), oferind o baza fiabila de comparatie cu probele de la musculitele
cu expresie indusa de Parkin (Figura IV.3).

Rezultatele obtinute din acest control au indicat nicio diferentd semnificativa in
compozitia microbiomului intre musculitele netratate (neinduse) si cele tratate cu RU486
(induse), confirmand ca tratamentul RU486 singur nu a alterat structura microbiomului. Cu
toate acestea, In grupul W1118/daGS control, s-a observat o tendinta subtild, dependenta de
varsta, in compozitia microbiomului, reflectind o schimbare naturald a populatiilor
microbiene pe masurd ce musculitele imbatranesc.

Aceste constatdri sugereazd cd, desi imbatranirea afecteaza compozitia
microbiomului intestinal, modificarile specifice observate in grupul experimental pot fi
atribuite expresiei Parkin si nu unor efecte secundare ale RU486. Aceasta abordare de
control consolideaza concluzia conform céreia Parkin influenteaza in mod unic dinamica

microbiomului intestinal pe parcursul Imbatranirii.
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Figura IV.3. Compozitia microbiomului la tulpina de control W1118 netratata
si tratatd cu RU486. Abundenta bacteriand a fost masurata prin qPCR pentru: (a) gena
168 totala, (b) Acetobacter, (c) Enterobacter, (d) Lactobacillus.

Probe au fost colectate de la tulpina de control W1118/daGS la patru puncte
temporale (zilele 10, 30, 45 si 60), atat in conditii netratate (control), cét si tratate cu
RU486. Diversitatea alfa a fost evaluata utilizand Observed Richness, indicele de
diversitate Shannon, Indicele de diversitate Inverse Simpson. Comparand datele din
secventierea Whole Genome Sequencing (WGS) si 16S rRNA sequencing. Secventierea
16S rRNA a detectat mai multe taxoni unici, in special in probele cu abundentd microbiana
scazuta (exemplu: SO1 - 94 vs. 76 taxoni; SO8 - 71 vs. 7 taxoni), demonstrand o
sensibilitate mai mare pentru taxonii rari. Indicele Shannon si Inverse Simpson au indicat
cd WGS a identificat comunitdti microbiene mai uniform distribuite n probele timpurii

(SO1, S02), in timp ce /6S a evidentiat o diversitate mai mare in probele tardive (S07,
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S08). Aceasta sugereaza cd WGS a capturat taxonii dominanti, in timp ce 16S a oferit un
profil taxonomic mai extins.

Aceste rezultate subliniaza caracterul complementar al celor doud metode. /6S
rRNA este mai eficient In detectarea taxonilor rari, in timp ce WGS ofera o perspectiva mai
echilibrata asupra structurii comunitatilor microbiene. Alegerea metodei optime depinde de

obiectivele specifice ale cercetarii.
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Figura IV.5. Metrici de diversitate alfa derivate din secventierea genomului
intreg (WGS) si secventierea genei 165 rRNA in probele analizate. Panourile (a) si (b)

prezintd Richness observatd, indicele Shannon si indicele Inverse Simpson pentru datele
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obtinute prin WGS si /65 ¥rRNA, oferind o analizd comparativa a diversitatii microbiene
alfa.

Pentru a intelege mai bine diferentele dintre comunitatile microbiene, am analizat
abundenta relativa a celor 25 de taxoni bacterieni predominanti, utilizand atat WGS, cat si
secventierea /6S rRNA (Figura IV.6.a si b). Aceste analize evidentiaza profiluri microbiene
distincte intre probe si demonstreaza modul in care fiecare metoda de secventiere surprinde
compozitia comunitatilor microbiene in mod diferit.

In setul de date WGS (Figura IV.6.a), Acetobacter pasteurianus a fost specia
dominanta in probele SO1 si S02, sugerand o prezenta semnificativa a acestuia in aceste
medii microbiene. Pe de alta parte, Lactobacillus brevis a fost taxonul cel mai abundent in
proba S08, ceea ce o diferentiaza de celelalte probe. Interesant, rezultatele secventierii /65
rRNA (Figura IV.6.b) au identificat, de asemenea, Lactobacillus brevis ca fiind un
component major in S08, indicand un model consistent intre cele doua metode de
secventiere. Acest rezultat sugereaza ca proba S08 prezinta o semnaturd microbiand
distincta, unde Lactobacillus brevis joacd un rol ecologic important.

Dominanta Lactobacillus brevis in proba SO08 ar putea fi influentata de factori de
mediu, interactiuni cu gazda sau alte presiuni selective care favorizeaza cresterea sa in
acest esantion. Concordanta intre datele WGS si /6S rRNA pentru acest taxon consolideaza
increderea in relevanta sa biologica.

Dincolo de identificarea speciilor individuale, aceste rezultate releva diferente clare
in compozitia microbiana intre probe, demonstrand faptul ca WGS si 16S rRNA ofera
perspective complementare asupra diversitdtii comunitatilor microbiene. WGS surprinde
un profil functional mai larg, secventiind genomuri intregi, in timp ce /6S rRNA rdmane
eficient pentru clasificarea taxonomica, in special pentru grupurile bacteriene dominante.
Aceste constatdri evidentiaza impactul metodei de secventiere asupra studiilor
microbiomului si subliniazd importanta interpretarii rezultatelor in functie de avantajele si

limitarile fiecarei abordari.
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Figura IV.6. Abundenta relativa a celor 25 de taxoni bacterieni predominanti
identificati prin secventierea genomului intreg (WGS) si secventierea genei 165 rRNA.
Panourile (a) si (b) prezintd abundenta relativa (%) a celor 25 de taxoni bacterieni cei mai

frecventi, identificati prin secventierea (WGS) si a genei /6S rRNA.

Datele WGS au identificat 50 de gene unice asociate varstei, fiecare avand roluri
metabolice distincte in functie de stadiul de viatd. La ziua 10, genele implicate in
metabolismul sulfului (SsuD), semnalizare (GGDEF) si transport ionic (ZntA) au fost
predominante. La ziua 30, functiile metabolice s-au orientat citre metabolismul oxidativ
(LpdA, Acs) sireplicarea ADN-ului (DnaFE, GyrA). La ziua 45, genele asociate cu repararea
ADN-ului (XerD, UvrA) si rezistenta la metale grele (4rsR) au indicat adaptarea la stresul
de mediu. Pana la ziua 60, microbiomul a favorizat expresia genelor responsabile de
mentinerea peretelui celular (MItE), homeostazia ionica (NhaP), plierea proteinelor
(GroEL) si sinteza de ATP (AtpF), sugerand o tranzitie catre stabilitatea celulard si

productia de energie in stadiile avansate ale vietii.

Aceste rezultate ilustreazd modul in care metabolismul microbian se adapteaza
dinamic pe parcursul imbatranirii. Comunitdtile microbiene din stadiile timpurii sunt axate
pe crestere si semnalizare, in timp ce microbiomul Tmbatranit se reorienteazd catre

mecanisme de rezistenta la stres si Intretinere celulara.
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Figura IV.10. Predictia functiilor metabolice in probele analizate. Panourile
(a)—(d) evidentiaza primele 10 gene unice identificate in fiecare proba WGS, relevand
functii metabolice esentiale, precum metabolismul sulfului, repararea ADN-ului, productia
de energie si raspunsul la stres. Aceste rezultate sugereazd cd comunitdtile microbiene

suferd adaptari functionale in functie de varstd. Panoul (e) prezinta o diagrama Venn care
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ilustreaza distributia genelor comune si unice intre probe. Aceastad reprezentare evidentiaza
genele centrale, comune mai multor probe, precum si seturi specifice de gene care reflectd
cerintele metabolice distincte ale fiecarei comunitati microbiene.

In timp ce supraexprimarea Parkin extinde durata de viati si sustine functia
mitocondriala la Drosophila, efectele sale asupra microbiomului intestinal si longevitatii
gazdei raman neclare. Acest studiu a investigat modul in care microbiomele provenite de la
musculite cu supraexprimare Parkin (OE) si de la musculite martor influenteaza
organismele gazda fard microbiom.

Musculitele Canton-S au fost supuse unui tratament antibiotic de 20 de zile pentru
eliminarea microbiomului, procedura care nu a avut niciun impact asupra longevitatii.
Dupa aceastd depletie microbiand, musculitele au fost expuse la microbiome prelevate de
la musculite martor sau de la musculite cu Parkin-OFE la zilele 10, 30 si 60. Analiza
longevitatii nu a indicat diferente semnificative pentru microbiomul tinerilor (ziua 10).
Totusi, microbiomele prelevate de la musculite de varsta mijlocie (ziua 30) si varstnice
(ziua 60) din grupul martor au redus semnificativ durata de viati a gazdelor axenice. In
contrast, musculitele expuse la microbiome provenite de la donatori Parkin-OE si-au
mentinut longevitatea la toate varstele.

Aceste rezultate sugereazd ca supraexprimarea Parkin mentine stabilitatea
microbiomului, prevenind modificarile asociate imbatranirii care ar putea influenta negativ

durata de viata.
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Figura IV.13. Test de longevitate al musculitelor Canton-S dupa reintroducerea
microbiomului de la musculite martor si cu Parkin indus la diferite varste. Aceastd
figura prezinta testul de longevitate realizat pe musculite Canfon-S axenice, crescute pe

antibiotice timp de 20 de zile inainte de reintroducerea microbiomului de la musculite
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martor (neinduse) si musculite cu supraexprimare Parkin (induse) la zilele 10, 30 si 60,
apoi mentinute pe hrana standard. Panoul (a) confirma ca tratamentul cu antibiotice singur
nu afecteaza durata de viata. Panourile (b-d) ilustreaza curbele de supravietuire comparand
musculitele reintroduse la microbiomul martor fatd de cele cu microbiom indus, la stadiile
tinere (/0 zile), de varsta mijlocie (30 zile) si varstnice (60 zile). Panourile (e-f) prezinta
comparatii ale longevitatii musculitelor care au primit microbiom martor fata de cel indus
in toate grupele de varsta.

Am examinat si modul in care transferul microbiomului a influentat raspunsul imun
la musculitele Canton-S. Dupa 10 zile de expunere la microbiom (zilele 20-30),
musculitele au fost trecute pe o dietd standard pentru cinci zile, iar ARN-ul a fost extras in
ziua 35. Expresia peptidelor antimicrobiene Drosomycin si Diptericin a fost masurata
pentru a evalua activarea imuna.

Musculitele hranite cu microbiom de la daGS>UAS-Parkin tinere (ziua 10) si de
varstd mijlocie (ziua 20) au prezentat niveluri similare de expresie AMP, indiferent daca
microbiomul provenea din grupul de control sau de la musculite cu Parkin indus. In
schimb, musculitele care au primit microbiom de la musculite martor varstnice (ziua 60) au
prezentat niveluri semnificativ mai ridicate de Drosomycin si Diptericin comparativ cu cele
care au primit microbiom de la musculite varstnice cu Parkin indus, sugerand ca
microbiomul imbatranit din grupul martor declanseazd modificari pro-inflamatorii.

Un model similar a fost observat la musculitele Canton-S hranite cu propriul lor
microbiom corespunzdtor varstei. Musculitele hrinite cu microbiom de varstd mijlocie
(ziua 20) au avut niveluri mai ridicate de expresie AMP decét cele hranite cu microbiom de
la indivizi tineri (ziua 10), indicand faptul cd Imbatranirea microbiomului poate declansa
activarea imund. Aceste descoperiri sugereaza cd schimbarile microbiomului asociate
imbatranirii pot induce inflamatia, iar microbiomul musculitelor martor este mai predispus
sd declanseze activarea imund comparativ cu cel provenit de la musculitele cu

supraexprimare Parkin.
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Figura IV.14. Test pentru Peptide Antimicrobiene. Evaluarea nivelurilor de Drosomycin

(a) si Diptericin (b) la musculitele Canton-S dupa manipularea microbiomului.

I1V.5. Concluzii

In acest studiu, am investigat impactul supraexprimarii Parkin asupra compozitiei
microbiomului intestinal la Drosophila melanogaster si implicatiile sale pentru sdnatatea
gazdei pe parcursul diferitelor etape de viata. Analizand comparativ musculitele cu
supraexprimare Parkin si cele de control pe o perioada de 60 de zile, am observat modul in
care expresia Parkin moduleaza anumite genuri bacteriene odata cu Tnaintarea in varsta.

Abundenta microbiand a fost cuantificatd prin qPCR pentru /6S rRNA total si
pentru taxoni bacterieni specifici, precum Lactobacillus, Acetobacter si Enterobacter, la
multiple momente de timp. Rezultatele indicad faptul cd supraexprimarea Parkin
influenteaza dinamic microbiomul intestinal, favorizand o diversitate microbiand mai mare
la musculitele tinere si reducand abundenta anumitor bacterii la musculitele varstnice.
Acest efect dependent de varstd sugereazd ca Parkin ar putea avea un rol reglator in
mentinerea echilibrului microbiomului intestinal, promovand interactiuni microbiene
benefice in primele etape ale vietii si limitand selectiv anumite populatii bacteriene odata
cu Imbatranirea.

Prin experimente de transplant microbian, am evaluat modul in care aceste
schimbari ale compozitiei microbiomului afecteaza durata de viatd si rdspunsul imun la
musculitele Canton-S axenice. Reintroducerea microbiomului provenit atat de la musculite
de control, cat si de la musculite cu Parkin supraexprimat in musculite tratate cu antibiotice
a aratat cd microbiomele provenite de la musculitele control varstnice au avut un efect
pro-inflamator semnificativ, reducand durata de viatd a gazdelor. In contrast, microbiomul

provenit de la musculitele cu Parkin supraexprimat nu a declansat aceleasi efecte negative,
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ceea ce sugereaza un posibil rol protector al Parkin asupra compozitiei microbiomului
intestinal si longevitatii gazdei.

Studiul subliniaza, de asemenea, diversitatea compozitiilor microbiene intre probe,
evidentiind Lactobacillus brevis ca un taxon-cheie in proba S08. Concordanta rezultatelor
WGS si 16S rRNA pentru L. brevis confirma relevanta sa ecologicd in acest esantion,
consolidand robustetea abordarii de secventiere utilizate. Interesant este ca prezenta L.
brevis in SO8 este in concordanta cu descoperirile anterioare din modelele C. elegans, unde
aceasta bacterie a fost asociatd cu rezistentd crescutd la stres si extinderea duratei de viata
(Thiruppathi et al., 2023; Kumar et al., 2022). Mecanismele care stau la baza acestor
efecte, inclusiv modularea stresului oxidativ si a cdilor de semnalizare legate de
longevitate, sugereazd ca compozitia microbiomului poate influenta procesele asociate
imbitranirii, probabil prin interactiuni cu sistemele metabolice si imune ale gazdei. In plus,
am observat modificari in diversitatea alfa si beta a microbiomului asociate cu
supraexprimarea Parkin. Aceste schimbari, in special rolul Commensalibacter, care a fost
predominant in microbiomul musculitelor tinere, sugereaza cd Parkin nu doar ca
influenteazd compozitia microbiand, ci si capacitatile functionale ale microbiomului
intestinal pe masurd ce gazda imbatraneste. Analiza functiilor metabolice ale
microbiomului indus de Parkin a evidentiat cai specifice, precum biosinteza menaquinol-7
si degradarea nicotinatului, ceea ce indicd un potential impact asupra homeostaziei
energetice si rezilientei celulare a gazdei.

Integrarea acestor rezultate, in special in ceea ce priveste L. brevis, sustine ipoteza
conform careia compozitia microbiomului joacd un rol esential in procesele legate de
imbatranire. Desi extrapolarea directd la Drosophila melanogaster necesitda validare
suplimentara, proprietatile geroprotectoare ale L. brevis observate la C. elegans ofera
dovezi convingdtoare ca anumiti taxoni microbieni pot influenta longevitatea gazdei prin
mecanisme conservate de metabolism si raspuns la stres.

Mai mult, acest studiu este primul care exploreazd modul in care supraexprimarea
Parkin influenteaza dinamica microbiomului intestinal si implicatiile sale mai largi pentru
imbatranirea si longevitatea gazdei. Rezultatele oferd perspective valoroase asupra
interactiunii complexe dintre factorii genetici si microbiom, sugerand cd Parkin poate juca
un rol In reglarea sdndtatii intestinale si In atenuarea modificdrilor microbiene asociate
varstei. Cercetdrile viitoare, desfasurate pe esantioane mai mari, vor permite o intelegere

mai profundd a acestor interactiuni si vor oferi o imagine mai clara asupra modului in care

28



modularea microbiomului prin Parkin ar putea fi valorificatd pentru promovarea unei
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