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2.4 Проследяване на ефекта на PGL върху стресовия отговор и асоциираните с него 

сигнални пътища 

За установяване на потенциала на PGL да модулира устойчивостта към стрес, е 

извършена оценка на преживяемостта на млади (ден 5) и възрастни (ден 10) нематоди, 

подложени на остър топлинен или оксидативен стрес.  

От получените резултати е установено, че третирането с PGL води до 

концентрационно-зависимо повишаване на преживяемостта на дивия тип нематоди след 

20-часов период на възстановяване от топлинен стрес (37 ℃ за 2 часа) както на ден 5-и 

(Фиг. 20 A), така и на ден 10-и (Фиг. 20 D). Подобен ефект се наблюдава и при излагане 

на остър оксидативен стрес, индуциран от добавяне на 50 mM метилвиологен към 

хранителната среда – увеличена преживяемост както на ден 5-и (Фиг. 20 B), така и на ден 

10-и (Фиг. 20 E), сравнено с групата с носител. 

За изясняване на молекулярните механизми, свързани с повишената устойчивост 

към стрес, е проведен транскрипционен анализ на панел от гени, ключови регулатори на 

стресовия отговор и дълголетието, включително daf-16, daf-2, sir-2.4, hif-1, флавин-

съдържаща монооксигеназа 2 (fmo-2), hsf-1 и двойно специфична митоген-активирана 

протеин киназа киназа sek-1 (Фиг. 20 G).  

 
Фигура 10. Третирането с екстракт от листа на нар (PGL)  повишава устойчивостта 

към стрес чрез активиране на широк спектър от свързани със стресовият отговор 
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механизми. (A, B, D, E) Нематоди от див тип N2 и (C, F) двойномутантен щам MIR13 

[sir-2.1(ok434) IV; aak-2(ok524) X] са третирани с екстракт от PGL в концентрации 50, 

100 и 200 μg/mL или с 0.2% DMSO носител (vehicle). (A, D) Оценка на преживяемостта 

след излагане на остър топлинен стрес (37 °C за 2 часа), последван от 20-часов период 

на възстановяване при стандартни условия на ден 5 и ден 10 от жизнения цикъл на N2. 

Резултатите са представени като процент преживяемост, изразен като средна стойност ± 

SEM, n = 90, *p < 0.05, **p < 0.01 (ANOVA). Криви на преживяемост при индукция на 

оксидативен стрес с метилвиологен (50 mM), измерени на интервали от 24 часа при (B, 

E) N2 нематоди и при (C, F) мутантен щам MIR13, дефицитен на гените sir-2.1 и aak-2 

(n=90). Статистическата значимост е изчислена чрез log-rank тест. (G) Нормализирана 

относителна експресия на гени, свързани със стресовия отговор – hif-1, fmo-2, hsf-1, sek-

1, daf-16, daf-2 и sir-2.4 – след третиране с екстракт от PGL в сравнение с контролна 

група. Данните са представени като средна стойност ± SEM, n = 9, *p < 0.05, **p < 0.01 

(ANOVA).  

 

Установено е, че третиране с PGL в концентрации от 100 и 200 μg/mL води до 

статистически значимо повишаване на експресията на hsf-1 (Фиг. 20 G) – централен 

медиатор на отговора към топлинен стрес, както и на fmo-2 (Фиг. 20 G), чиято активация 

е асоциирана с удължаване на живота в условия на диетично ограничение (Choi et al., 

2023; Tuckowski et al., 2025). Наблюдава се също и индукция в експресията на daf-16, sir-

2.4 и daf-2 (Фиг. 20 G), което потвърждава участието на инсулин/IGF-1 сигналния път в 

механизма на действие. Повишената трансрипционна активност на sek-1 (Фиг. 20 G), 

ортолог на MKK3/6 и компонент от p38 MAPK каскадата, предполага активиране на 

механизми, свързани с вродения имунитет (Huang et al., 2023). 

Предвид установеното редуциране на липидното натрупване, е изследвана 

възможността повишената устойчивост към стрес да се дължи на метаболитна 

регулация. За целта е използван двойномутантен щам MIR13, при който липсва 

функционалност на гените aak-2/AMPK и sir-2.1/SIRT1. При тази генетична 

конфигурация не се наблюдава повишаване на устойчивостта към оксидативен стрес 

след третиране с PGL, както на ден 5-и, така и на ден 10-и от жизнения цикъл (Фиг. 20 

C,F). Това показва, че протективният ефект на екстракта по отношение на приложения 

оксидативен стрес е зависим от активността на AAK-2 и SIR-2.1. 
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Получените резултати ясно демонстрират, че PGL подпомага здравословното 

стареене на C. elegans чрез повишаване на устойчивост към термичен и оксидативен 

стрес. Ефектът е съпроводен от регулация на гени, свързани със стресовия отговор и 

дълголетието – daf-16, hsf-1, sir-2.4, sek-1, fmo-2 и hif-1, както и от активиране на 

метаболитни сензорни пътища като aak-2 и sir-2.1. 

 

2.5 Установяване ролята на HLH-30/TFEB и DAF-16/FOXO в механизма на действие  

Транскрипционният фактор HLH-30, ортолог на човешкия TFEB, представлява основен 

регулатор на автофагията, лизозомната биогенеза и метаболитната адаптация, като 

неговата повишена активност се асоциира с удължен живот и подобрена клетъчна 

хомеостаза (Lin et al., 2018; Possik et al., 2023).  

В настоящото изследване е установено, че третирането с PGL води до активиране 

на HLH-30, потвърдено чрез повишена флуоресценция в трансгенния щам HLH-30::GFP 

(Фиг. 21 C, D). Този резултат е в съответствие с регистрираното увеличаване на 

експресията на hlh-30 на транскрипционно ниво (Фиг. 19 Е) и подкрепя хипотезата, че 

HLH-30 участва като ключов медиатор в ефекта на PGL върху здравословното 

остаряване. 

Транскрипционният фактор DAF-16 изпълнява централна роля в регулацията на 

дълголетието, устойчивостта към стрес и метаболитната хомеостаза (Ham et al., 2024; 

Sen et al., 2020). При третиране с екстракт от PGL в концентрации от 100 и 200 μg/mL е 

наблюдавано статистически значимо повишаване на експресията на гена daf-16 (Фиг. 20 

G). За функционално потвърждение на този ефект е използван флуоресцентно белязан 

репортерен щам, експресиращ DAF-16::GFP. Данните от флуоресцентната визуализация 

демонстрират засилена ядрена транслокация на DAF-16 при третираните нематоди, в 

сравнение с контролната група (Фиг. 21 A, B), което потвърждава неговата активация и 

участие в протективния ефект на PGL върху здравословната продължителност на 

живота. 

Тези резултати подкрепят хипотезата, че PGL модулира еволюционно 

консервативни сигнaлни пътища, свързани с поддържането както с процеса на 

автофагия, така и с адаптивния отговор към стрес. Активирането на транскрипционни 

фактори като HLH-30/TFEB и DAF-16/FOXO очертава молекулярна рамка, чрез която се 

реализира потенциалът на PGL като естествен регулатор на здравословното остаряване 

и дълголетието. 
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Фигура 11. Влияние на екстракт от листа от нар (PGL) върху ядрената 

локализация на HLH-30 и DAF-16 (А, C) Представителни флуоресцентни конфокални 

микроскопски изображения при увеличение 20× (скала 50 μm) на нематоди, третирани с 

носител, подложени на топлинен стрес (37 ℃ за 5 мин) или третирани с екстракт от PGL 

(50, 100 и 200 μg/mL) – за щамовете OH16024 daf-16 [ot971(daf-16::GFP) I] и MAH240 

sqIs17 [hlh-30p::hlh-30::GFP + rol-6(su1006)]. (B, D) Коригирана обща клетъчна 

флуоресценция (CTCF), нормализирана спрямо контролната група и представена в 

условни единици (a.u.). Данните са представени като средна стойност ± SEM, n = 60, ⁎⁎p 

< 0.01 спрямо контролата (ANOVA). 
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2.6 Изследване участието на SKN-1/NRF2 в механизма на действие на PGL 

Транскрипционният фактор NRF2 и неговият ортолог при C. elegans – SKN-1, са 

ключови медиатори на редокс хомеостазата и играят централна роля в адаптивния 

клетъчен отговор към оксидативен стрес (Banse et al., 2024; Thomas et al., 2023). С цел да 

се изясни дали SKN-1 участва в механизма на действие на екстракта от листа на нар, е 

извършена оценка при GFP-белязан трансгенен щам LD1 (skn-1::GFP). Установено е 

значително увеличаване на ядрената локализация на SKN-1::GFP (Фиг. 22 A, B), което е 

индикация за активация на SKN-1-зависимата сигнализация. 

За потвърждение на тези наблюдения е извършен анализ на транскрипционно ниво, 

който демонстрира статистически значимо повишаване в експресия на skn-1 (Фиг. 22 C), 

както и на неговия добре охарактеризиран таргетен ген gst-4, който служи като маркер 

за SKN-1-медииран клетъчен отговор (Фиг. 22 D).  

Резултатите от анализа на ниво генна експресия и субклетъчната локализация на 

транскрипционните фактори SKN-1, HLH-30 и DAF-16, ясно сочат към тяхно 

функционално взаимодействие. Наблюдаваната синхронна активация на тези 

еволюционно консервативни регулатори на дълголетието подкрепя хипотезата за 

мултимодален механизъм на действие, чрез който PGL модулира устойчивостта към 

стрес и опосредства удължената продължителност на живота при C. elegans. 

 
Фигура 12. Влияние на екстракт от листа на нар (PGL) върху субклетъчната 

локализация на SKN-1, експресията на skn-1 и gst-4. (А) Представителни конфокални 

флуоресцентни микроскопски изображения при увеличение 20× (скала: 50 μm) на 
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нематоди LD1 ldIs7 [skn-1b/c::GFP + rol-6(su1006)], третирани с носител (0.2% DMSO), 

положителна контрола подложена на топлинен стрес (37 ℃ за 5 мин) или третирани с 

PGL (50, 100 и 200 μg/mL). (B) Коригирана обща клетъчна флуоресценция, 

нормализирана (CTCF) спрямо групата с носител (n = 60). Относителна генна експресия 

на (C) skn-1, и (D) gst-4 (n = 9). Данните са представени в условни единици (a.u.) като 

средна стойност ± SEM *p<0.05 и **p<0.01 спрямо групата с носител (ANOVA). 

 

2.7 Оценка ефекта на третиране с PGL върху митохондриалния интегритет 

С напредването на възрастта при редица организми се наблюдава редуциран 

митохондриалния интегритет, изразяващ се в нарушена митохондриална биогенеза, 

повишено натрупване на увреждания и намален трансмембранен потенциал (∆Ψm). 

Поддържането на балансирана митохондриална маса и стабилен ∆Ψm се разглежда като 

ключов молекулен маркер на клетъчното здраве и дълголетие (Tyshkovskiy et al., 2023). 

За изследване на ефекта на екстракта от листна маса от нар върху 

митохондриалния статус, са приложени функционални анализи с флуоресценттни 

багрила – TMRE и MVG. Резултатите разкриват, че третирането с PGL води до 

дозозависимо повишаване на митохондриалната маса (Фиг. 23 A, B), както и до 

значително увеличение на ∆Ψm (Фиг. 23 A, C) спрямо контролната група. 

 
Фигура 13. Влияние на екстракт от листа на нар (PGL)  върху митохондриалния 

интегритет и динамика. (А) Представителни конфокални флуоресцентни 

микроснимки при увеличение 20× (скала: 50 μm) в зелен и червен канал, както и 

обединено от двата канала (merged) изображение на C. elegans, третирани с 0.2% DMSO 

носител (vehicle) или PGL (50, 100 и 200 μg/mL), оцветени с MVG (индикатор за 
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митохондриална маса) и TMRE (индикатор за мембранен потенциал). Коригирана обща 

клетъчна флуоресценция (CTCF), нормализирана спрямо контролната група за (B) MVG, 

и (C) TMRE. (D) Съотношение TMRE/MVG, демонстриращо повишен митохондриален 

мембранен потенциал спрямо митохондриалната маса в отговор на третиране с PGL. 

Данните нормализирани към групата третирана с носител, представени са в условни 

единици (a.u.) като средна стойност ± SEM, n = 60, ⁎⁎p < 0.01 спрямо контролната група 

(ANOVA). 

 

Установените ефекти върху митохондриалната функция са в съответствие с 

предходните наблюдения за повишена експресия на hlh-30/TEFB и потискане на let-

363/mTOR (Фиг. 19 C, E), което подкрепя хипотезата за тяхното участие в регулирането 

на митохондриалния интегритет и биогенеза, медиирани от екстракта.  

Получените данни подчертават потенциала на PGL да упражнява протективно 

действие върху митохондриалната мрежа, като по този начин допринася за поддържане 

на клетъчната енергийна хомеостаза при условия на стареене. 

 

3. Оценка на потенциала на сок от P. granatum като функционална храна с 

геропротективен ефект 

Плодовете на нара са използван като „лечебна храна“ в множество култури и 

традиционни медицински практики за лечение на инфекции, понижаване на 

температурата, както и при язвени заболявания, диария, афти, ацидоза, хеморагии, 

дизентерия и респираторни патологии (Maphetu et al., 2022). Благодарение на богатото 

съдържание на вторичини метаболити, сокът от нар проявява широк спектър от 

фармакологични ефекти, включително противовъзпалителен и невропротективен 

(Bahari et al., 2023; Moradnia et al., 2024). Освен това се счита, че плодовете на нара и 

извлеченият от тях сок, допринасят за ползите от Средиземноморската диета – 

хранителен режим, който е тясно асоцииран с дълголетие и удължен период на 

оптимално здраве (Moradnia et al., 2024). Въпреки добре проучените благоприятни 

ефекти за здравето, сокът от нар остава слабо изследван в контекста на неговия 

потенциал да модулира процесите на стареене.  

 

3.1. Анализ на физиологични параметри и продължителност на живота 
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Като първа стъпка в оценката на потенциала на сока от нар да модулира процесите на 

стареене е извършен тест за жизненоспособност, чрез който са определени оптималните 

концентрации за третиране. Сокът е добавен към инактивирана и десетократно 

концентрирана култура E. coli OP50, така че да бъдат постигнати крайни концентрации 

в диапазон 10–200 µg/mL. Третирането е проведено за 48 часа, обхващайки ларвните 

етапи L1–L4. Установено е, че нито една от тестваните концентрации не повлиява 

значимо жизненоспособността в сравнение с контролната група (Фиг. 24 A). На база на 

тези резултати за последващите експерименти са селектирани концентрации от 50, 100 

и 200 µg/mL.  

Двигателната активност, измерена чрез скоростта и/или броя на огъванията на 

тялото е индикатор за физиологичното състояние и невромускулната функция при 

C. elegans (Chen X. et al., 2024; Son et al., 2019). Проследяването на движенията отразява 

координираната активност на дорзалните и вентралните мускули при нематоди и е добре 

установен възрастово-зависим маркер (Spanoudakis and Tavernarakis, 2023).  

 
Фигура 14. Сокът от нар (PGJ) подобрява двигателната активност и увеличава 

продължителността на живот при C. elegans. (A) Тест за жизнеспособност след 

третиране с PGJ в концентрации от 10 до 200 μg/mL. (B) Продължителност на живот на 

нематоди, третирани с PGJ в концентрации 50, 100 и 200 μg/mL. Сравнението на 

продължителността на живот, изразена като фракция на преживяемост, между групите 

третирани с PGJ и контролната група е извършено чрез Kaplan-Meier криви на 
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преживяемост (n = 90). Статистическата значимост между експерименталните групи е 

определена с log-rank тест. (C) Брой телесни огъвания за 30 секунди на 5-и и 10-и ден от 

живота (n = 45). (D) Дневен и общ брой потомство на нематоди, третирани с PGJ (n = 15). 

Данните за А, C и D са представени като средна стойност ± стандартна грешка на 

средната (SEM), *p<0.05, **p<0.01 спрямо контролната група (ANOVA).  

 

Третирането със сок от нар в избраните концентрации води до статистически 

значимо и дозозависимо повишаване на двигателната активност както при млади (ден 

5), така и при възрастни нематоди (ден 10; Фиг. 24 C). При младите индивиди 

наблюдаваният ефект би могъл да бъде свързан с повишена метаболитна ефективност, 

предвид данни от предходни проучвания, които асоциират приема на сок от нар с 

митохондриална активация и увеличен енергиен разход (Maphetu et al., 2022). От друга 

страна, при възрастните червеи запазването на двигателната функция може да отразява 

потенциален невропротективен ефект (Fahmy et al., 2020).  

По отношение на потенциала на сока да модулира дълголетието е наблюдавано 

статистически значимо повишаване на продължителността на живот единствено при 

най-високата тествата концентрация от 200 μg/mL (Фиг. 24 B). 

Изследван e и репродуктивният капацитет, включително общият брой потомство 

за целия репродуктивен период, както и разпределението му по дни. От получените 

резултати е наблюдавано, че третирането с PGJ не води до статистически значима 

промяна в размера на потомството спрямо контролната група (Фиг. 24 D). Този резултат 

допълнително подкрепя липсата на токсичност при приложените концентрации. 

В обобщение, фенотипните анализи показват, че сокът от P. granatum притежава 

потенциал да подпомага физиологични параметри, свързани със здравословното 

стареене, като повишава двигателната активност и запазва репродуктивната функция, а 

в концентрация от 200 μg/mL е наблюдвано значително повлияване на дълголетието. 

 

3.2. Оценка ефекта на PGJ върху устойчивостта към стрес 

Повишената устойчивост към стресови фактори е утвърден маркер за здравословно 

стареене, тъй като е тясно свързана с активация на клетъчни защитни механизми и 

поддържане на хомеостазата (Banse et al., 2024; Dues et al., 2016; Hetz et al., 2020).  
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В допълнение към анализа на двигателната активност и репродуктивния 

капацитет, е оценено въздействието на PGJ върху устойчивостта към стрес – 

оксидативен и термичен (Фиг. 25 B).  

 
Фигура 15. Третирането със сок от нар (PGJ) повишава устойчивостта към 

оксидативен и топлинен стрес. Нематоди от див тип N2 са третирани с екстракт от PGJ 

в концентрации 50, 100 и 200 μg/mL или с носител 0.2% DMSO (vehicle). (A) Криви на 

преживяемост при индукция на оксидативен стрес с паракват (50 mM), измерени на 

интервали от 24 часа при N2 нематоди. Данните са обработени чрез анализ на 

преживяемост по метода на Kaplan–Meier, а статистическата значимост е изчислена чрез 

log-rank тест, *p < 0.05, **p < 0.01. (B) Оценка на преживяемостта след излагане на остър 

топлинен стрес (37 °C за 2 часа), последван от 20-часов период на възстановяване при 

стандартни условия на ден 5-и и ден 10-и от жизнения цикъл на N2. Резултатите са 

представени като процент преживяемост, изразен като средна стойност ± SEM, n = 90, 
*p < 0.05, **p < 0.01 (ANOVA). 

 

Тестовете са проведени при млади (ден 5) и възрастни (ден 10) индивиди. При 

излагане на остър топлинен стрес (37 °C за 2 часа), при червеите, третирани със сок от 
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нар, е наблюдавана значително по-висока преживяемост в сравнение с нетретираната 

контролна група, както при млади така и при възрастни индивиди (Фиг. 25 B). 

Аналогични резултати са наблюдавани при теста за устойчивост към остър 

оксидативен стрес, индуциран чрез метилвиологен (50 mM). На петия ден от развитието, 

червеите, третирани с PGJ, демонстрират дозозависимо повишение на средната и 

максималната преживяемост спрямо контролата (Фиг. 25 A). Въпреки че ефектът при 

възрастни индивиди (ден 10) е по-слабо изразен, тенденцията за повишена устойчивост 

се запазва.  

Обобщено, резултатите показват, че освен подобряване на двигателната функция 

и запазване на репродуктивния капацитет, сокът от нар засилва устойчивостта към 

клетъчен стрес както при млади, така и при възрастни нематоди. Това потвърждава 

неговия потенциал като природен агент за поддържане на здравословен физиологичен 

статус в процеса на стареене, дори при липса на пряко удължаване на 

продължителността на живот. 

 

4. Изследване ефекта на ADAPT-232 върху продължителността на живот и 

митохондриалната функция 

Растителните адаптогени са добре проучени по отношение на способността си да 

повишават устойчивостта на организма към стрес, включително чрез модулация на 

симпатиковата нервна система и поддържане на физиологичната хомеостаза (Panossian 

et al., 2021; Tóth-Mészáros et al., 2023). Въпреки това, тяхната роля като потенциални 

ефектори върху процесите на стареене и митохондриалната функция остава сравнително 

слабо изяснена, особено когато се прилагат в комбинирани формули. 

Настоящото изследване има за цел да оцени ефекта на стандартизираната, 

химически добре охарактеризирана адаптогенна комбинация ADAPT-232, съдържаща 

екстракти от Rhodiola rosea (златен корен), Schisandra chinensis (китайски лимонник) и 

Eleutherococcus senticosus (сибирски женшен), върху продължителността на живот, 

молекулярни маркери на стареене и митохондриалния интегритет при модела 

Caenorhabditis elegans. 

 

4.1. Фенотипни анализи, отговор към стрес и морфологична оценка 

Съставът на комбинирания продукт ADAPT-232, включващ екстракти от златен корен, 

китайски лимонник и сибирски женшен, представлява смес от адаптогени с доказан 
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благоприятен ефект върху здравето в контекста на физическа издържливост и 

подобряване на когнитивната функция (Tóth-Mészáros et al., 2023). Въз основа на 

наличната литература и предварителни данни, за целите на настоящото изследване са 

избрани три експериментални концентрации: 50, 100 и 200 μg/mL. 

От анализа за продължителност на живот е установено, че ADAPT-232 

дозозависимо модулира процесите на стареене и насърчава дълголетието (Фиг. 26 D), 

като най-изразен ефект е отчетен при концентрация от 200 μg/mL.  

 

 
Фигура 16. Прилагането на ADAPT-232 удължава продължителността на живота, 

повишава устойчивостта към термичен и оксидативен стрес и модулира телесната 

морфология при C. elegans. Нематоди от див тип са предварително третирани с 

ADAPT-232 в концентрации 50, 100 или 200 µg/mL по време на ларвните стадии L3–L4. 

Морфологията на тялото е анализирана чрез автоматична система за проследяване 

WormLab, чрез параметрите средна (A) дължина, (B) ширина и (C) площ на тялото, 

Резултатите са представени като средна стойност ± SEM (n = 100–150); ns – без 
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статистическа значимост, *p<0.05, **p<0.01 (Mann–Whitney rank–sum тест). 

Преживяемост след излагане на термичен стрес (37 °C) на (E) ден 5-и и (G) ден 10-и от 

жизнения цикъл. Преживяемост след прилагане на остър оксидативен стрес (50 mM 

метилвиологен) на ден (F) 5-и и (H) ден 10-и. (E, G) Резултатите от топлинния стрес са 

представени като процент преживяемост (средна стойност ± SEM, n = 90); ANOVA, 
*p<0.05, **p<0.01 спрямо групата с носител. (F, H) Процент на преживяемост при 

оксидативен стрес е проследявана на 24-часови интервали до настъпване на пълна 

леталност. Данните са обработени чрез анализ на преживяемост по метода на Kaplan–

Meier, а статистическата значимост е изчислена чрез log-rank тест, *p<0.05, **p<0.01, n = 

90. 

 

Установени са и статистически значими промени в морфологията на тялото на 

C. elegans след третиране с ADAPT-232 (Фиг. 26 А, B, C), изразени в удължаване на 

тялото (Фиг. 26 А) и намаляване на широчината (Фиг. 26 B), което води до цялостно 

повишаване на телесната площ (body area) спрямо контролната група (Фиг. 26 C). 

Тези данни са в съответствие с наличната литература, според която екстракти от 

растенията, включени в състава на ADAPT-232, като R. rosea, увеличават 

продължителността на живота при преклинични модели като C. elegans (Jiang et al., 2021; 

Teng et al., 2022). 

Въз основа на данните за продължителността на живот и установения потенциал 

на ADAPT-232, е оценен ефектът на комбинацията върху преживяемостта при 

експозиция на остър клетъчен стрес причинен от излагане на високи температури, както 

при млади, така и при възрастни индивиди.  

Получените резултати показват, че адаптогенната комбинация значимо подобрява 

термотолерантността при всички тествани концентрации (Фиг. 26 Е, G). Подобна 

тенденция е установена и при експозиция на 50 mM паракват (Фиг. 26 F, H), като 

третираните с ADAPT-232 нематоди проявяват минимална чувствителност към 

оксидативно увреждане . 

 

4.2. Изследване на ключови за дълголетието транскрипционни фактори 

Транскрипционните фактори DAF-16 и SKN-1 играят централна роля в регулацията на 

гени, участващи в клетъчния отговор към стрес, метаболитната хомеостаза и процесите 

на стареене и дълголетие при C. elegans. Ядрената транслокация на тези фактори е добре 
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установен маркер за функционалната им активация и индикация за включване на 

ендогенни защитни механизми (Jiang et al., 2021; Lin et al., 2018; Sen et al., 2020). 

С цел да се установи дали ADAPT-232 индуцира активиране на DAF-16 и SKN-1, 

е проведен анализ чрез конфокална микроскопия върху GFP-белязани трансгенни линии 

нематоди: OH16024 daf-16 [ot971(daf-16::GFP) I] и LD1 [skn-1b/c::GFP].  

От получените резултати е установено индуциране на ядрена локализация на DAF-

16 при концентрации от 100 и 200 μg/mL (Фиг. 27A). Аналогично, при skn-1 е 

наблюдавано ясно изразено увеличение на интензитета на GFP сигнала спрямо 

контролната група, което потвърждава активацията на този регулаторен път (Фиг. 27C). 

За допълнително потвърждение на наблюдавания ефект е оценен отговорът на мутантни 

щамове, лишени от функционални DAF-16 и SKN-1. За разлика от дивия тип, при тези 

мутанти не се установи удължаване на продължителността на живота след третиране с 

ADAPT-232 (Фиг. 27B,D), което подкрепя предположението, че благоприятните ефекти 

на формулата ADAPT-232 са медиирани посредством активиране на DAF-16 и SKN-1. 

 
Фигура 17. Комбинираният продукт ADAPT-232 индуцира ядрената транслокация 

на DAF-16 и медиира активацията на SKN-1/NRF2. Представителни флуоресцентни 

конфокални микроскопски изображения при увеличение 20x (мащаб 50 μm) и 

коригирана обща клетъчна флуоресценция (CTCF), нормализирана към групата с 

носител, ± SEM, n = 60, **p < 0.05 (ANOVA) на GFP-белязани C. elegans щамове (А) 
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OH16024 daf-16 [ot971(daf-16::GFP) I] и LD1 ldIs7 [skn-1b/c::GFP + rol-6(su1006)], 

третирани с носител (0.2% DMSO), подложени на топлинен стрес (37 °C за 5 мин) или 

суплементирани с ADAPT (50, 100 и 200 μg/mL). Криви на преживяемост на мутантни 

щамове със загуба на функция за (B) DAF-16 (GR1307 daf-16(mgDf50) I) и (D) SKN-1 

(QV225 skn-1(zj15) IV), представени като криви на преживяемост по Kaplan–Meier и 

анализирани чрез log-rank тест, ns – без статистическа значимост. 

 

Установената корелация между активацията на двата транскрипционни фактора и 

демонстрираното повишаване на устойчивостта към стрес и физиологичната 

функционалност подсказва, че ADAPT-232 действа чрез координирана стимулация на 

вътрешните защитни механизми. Това отговаря на концепцията за мултимодално 

адаптогенно действие и подчертава потенциала на комбинирания продукт да модулира 

процесите на стареене. 

 

4.3. Оценка на ефекта на ADAPT-232 върху нарушен липиден метаболизъм 

Процесът на стареене е съпроводен от значителни метаболитни промени, включително 

влошена глюкозна хомеостаза, повишена инсулинова резистентност и дисрегулация на 

липидния метаболизъм (Lara-Castor et al., 2025). В тази връзка, в настоящото изследване 

е използван модел на индуцирана метаболитна дисфункция при C. elegans, чрез добавяне 

на 2% глюкоза към хранителната среда. Експозицията на нематодите на висока 

концентрация глюкоза води до значително натрупване на липиди, визуализирано чрез 

флуоресцентна микроскопия след оцветяване с Nile Red, широко използван метод за 

оценка на неутралните липидни депа (Zong et al., 2024).  

Третиране с ADAPT-232 (50, 100 и 200 μg/mL) води до статистически значимо 

редуциране на триглицеридите в сравнение с глюкозно-контролната група (Фиг. 28 A). 

Този ефект предполага намалено липидно натрупване, което може да се интерпретира 

като подобрение в метаболитната регулация. За да се потвърдят тези наблюдения, e 

извършен и колориметричен количествен анализ на триглицеридите, от който е 

установено, че всички тествани концентрации на ADAPT-232 значително намаляват 

нивата на триглицериди (Фиг. 28 B). 

Модулацията на липидния метаболизъм вероятно представлява част от 

интегралния клетъчен отговор, индуциран от формулата и насочен към поддържане на 

метаболитната хомеостаза в условия на стрес.  
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Фигура 18. Комбинираният продукт ADAPT-232 намалява натрупването на 

липиди при C. elegans. (A) Представителни конфокални изображения на Nile Red 

оцветяване на липиди при модел на глюкозо-индуцирано натрупване на липиди при 

C. elegans, третирани за 24 h с 50, 100, 200 μg/mL ADAPT-232 или с носител (0.2% 

DMSO). (B) Количествено определяне на натрупването на липиди, представено като 

коригирана обща клетъчна флуоресценция (CTCF) и (C) нормализирано съдържание на 

триглицериди, изразено в условни единици (a.u.). Стойности са представени като средни 

± SEM; *p<0.05 спрямо групата с носител (+G), ANOVA. 

 

4.4. Изследване ефекта на ADAPT-232 върху митохондриална дисфункция 

Освен че причинява натрупване на липиди, добавянето на глюкоза в хранителната среда 

на C. elegans е утвърден подход за моделиране на митохондриална дисфункция. 

Високите концентрации на глюкоза водят до намалена митохондриална ефективност, 

понижен мембранен потенциал и нарушена енергийна хомеостаза – промени, които са 

характерни за метаболитен синдром, диабет тип 2 и възрастово-свързани дегенеративни 

състояния (Mao et al., 2019; Zong et al., 2024). 

С цел да се оцени потенциалния ефект на ADAPT-232 върху митохондриалната 

функция, е извършен флуоресцентен анализ с помощта на специфични багрила – MVG, 

маркиращо митохондриалната маса, и TMRE чувствително към митохондриалния 

мембранен потенциал (Фиг. 29 A, B). При C. elegans митохондриалната дисфункция 

активира каскада от защитни механизми, като най-изразени промени се наблюдават в 

чревните митохондрии, които биват преразпределени към лумена на чревните клетки 

(Mao et al., 2019; Onraet et al., 2023).  
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Фигура 19. Прилагането на ADAPT-232 възстановява митохондриалната маса и 

потенциал при модел на митохондриална дисфункция и подобрява преноса на 

енергия в червата при щам SJ4143. Представителни конфокални изображения и 

съответстваща обща клетъчна флуоресценция (CTCF), нормализирана спрямо 

контролата (–G), на: (A) нематоди N2, оцветени с MVG, (B) нематоди N2, оцветени с 

TMRE, и (C) нематоди щам SJ4143, третирани за 24 h с 50, 100, 200 μg/mL ADAPT-232 

или с носител (Vehicle), при наличие (+G) или отсъствие (–G) на глюкоза. Средни 

стойности ± SEM, n = 60; *p<0.05 ANOVA. 
 
В допълнение на анализа за митохондриална маса и потенциал, е проследен 

митохондриалният отговор при трансгенен щам нематоди (SJ4143) със GFP-белязани 

митохондрии, локализирани в чревните клетки (Фиг. 29 C). Използването на този щам 

предоставя ценна информация относно както масата на чревните митохондрии, така и 

тяхната активност, като по този начин дава цялостна представа за енергийния обмен в 

чревната тъкан.  
Резултатите показват, че глюкозната диета води до статистически значимо намаление на 
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флуоресцентния интензитет в сравнение с контролната група, което потвърждава 

наличие на митохондриална дисфункция (Фиг. 29 A, B, C). Добавянето на ADAPT-232 

към глюкозните условия възстановява нивата на флуоресценция до стойности, 

съпоставими с тези при нормални условия (Фиг. 29 A, B, C), като ефектът е 

статистически значим спрямо глюкозно-третираната група. Тези данни подкрепят 

хипотезата, че ADAPT-232 упражнява протективен ефект върху чревната 

митохондриална функция, като противодейства на индуцираното от глюкозата 

увреждане. 

 

VI. ДИСКУСИЯ 

В съвременната биомедицинска наука процесът на стареене се разглежда като основен 

рисков фактор за развитието на хронични незаразни заболявания и е водещ механизъм 

за прогресивно влошаване на качеството на живот (López-Otín et al., 2013, 2023; Shen et 

al., 2024). В контекста на глобалната тенденция към застаряване на населението, 

нараства необходимостта от разработване на ефективни стратегии за превенция и 

модулиране на стареенето на клетъчно и молекулярно ниво (Chen et al., 2018, 2025; Liu 

et al., 2025). 

Един от перспективните подходи за забавяне процесите на страеене е използването 

на природни продукти от растителен произход като източник на структурно 

разнообразни вторични метаболити (Longo and Anderson, 2022; Thomas et al., 2023). 

Въпреки че редица природни продукти са изследвани в контекста на различни 

патологични състояния, тяхното системно проучване като потенциални геропротектори 

остава динамично развиваща се научна област (Fahey et al., 2021; Guo et al., 2022). 

Настоящият дисертационен труд прилага интегративен подход, който съчетава 

етнофармакологичен подбор на природни продукти от растителен произход с 

функционални и молекулярни анализи, насочени към изследване потенциала им за 

повлияване на еволюционно консервативни механизми на стареене.  

Изследваните интервенции обхващат различни нива на фитохимична сложност – от 

биологично активни вещества (икариин), през растителни екстракти (листна маса на 

P. granatum), до функционални храни (сок от плодовете на P. granatum) и 

стандартизирана комбинирана формула (ADAPT-232). Този подход позволява оценка на 

ефектите както на индивидуални вещества, така и на комплексни фитохимични смеси 

върху ключови процеси, свързани с физиологичното стареене и дълголетието. 
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1. Икариин подобрява устойчивостта на стрес и удължава продължителността на 

живота при C. elegans чрез hsf-1 и daf-2-медииран хорметичен отговор 

Резултатите от настоящето изследване показват че икариин индуцира удължаване на 

живота при дивия тип C. elegans (N2), като този ефект не се наблюдава при daf-2 

мутанти, което насочва към ключовата роля на IIS пътя в механизма на действие. Освен 

удължената продължителност на живота, третираните с икариин нематоди проявяват 

подобрена подвижност, повишена устойчивост към топлинен и оксидативен стрес, както 

и значително намалено натрупване на липиди.  

Наблюдаваната комбинация от засилена устойчивост към оксидативен и топлинен 

стрес, съчетана с подобрена двигателна активност, насочва към хорметичен механизъм 

на действие. Този принцип лежи в основата на редица интервенции за удължаване на 

живота, включително калорийно ограничение, периодично гладуване и контролирано 

излагане на леки стресови стимули (Matai et al., 2019; Shaposhnikov et al., 2022). 

По-конкретно, HSF-1, който е главен регулатор на отговора към термичен шок и 

поддържането на протеостазата, се активира от икариин при по-високи дози, което е в 

съответствие с ролята му като критичен модулатор на процеса хормеза (Tan et al., 2022; 

Xu et al., 2023). Подобен отговор демонстрират и други биологично активни вещества с 

хорметичен профил, като ресвератрол, кверцетин и сулфорафан (Martel et al., 2019). 

Третирането с икариин има изявен дозозависим хорметичен ефект, при който 

концентрацията от 50 µM се явява като оптимална за индуциране на координирана 

регулация на DAF-16 и SKN-1. В тази доза се наблюдава ядрена транслокация на DAF-

16, както и повишена експресия на sir-2.4 и jnk-1, които са ключови регулатори на 

стресовата сигнализация и процеса на автофагия (Hansen et al., 2018; Lin et al., 2018; 

Tuohetaerbaike et al., 2020). При по-високата използвана доза (100 µM) се наблюдава 

пренасочване на механизма основно към HSF-1, докато активността на останалите 

пътища е значително редуцирана, което е класически пример за дозозависима 

бимодалност, типична за хормеза (Jodynis-Liebert et al., 2020; Xu et al., 2022).Въз основа 

на получените резултати, схематично е обобщен модел, илюстриращ молекулярен 

механизъм на действие на икариин, свързан с хорметичен отговор и удължаване на 

живота (Фиг. 20). 
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Фигура 20. Предложен механизъм на действие, илюстриращ еволюционно-

запазени молекулярни участници, отговорни за хорметичния ефект на икариин 

при C. elegans. При концентрация от 50 μM икариин индуцира потискане на daf-2/IGF, 

ключов компонент на инсулин/IGF сигналния път (IIS). Това води до активиране на 

транскрипционния фактор DAF-16/FOXO, който се транслокира в ядрото и индуцира 

експресията на металотионеин mtl-1, участващ в клетъчната защита от оксидативен 

стрес. При условия на стрес, активирането на jnk-1/JNK1 подпомага ядрената 

транслокация на DAF-16, както и участва в активирането на sir-2.4/SIRT6. При 

третиране с 50 μM икариин се повишава експресията и на skn-1/NRF2, което вероятно 

допринася за подобряване на клетъчната хомеостаза. От особено значение е 

активирането на hsf-1/HSF1 при всички тествани концентрации на икариин, което го 

поставя в центъра на наблюдаваните ефекти върху продължителността на живот. Като 

основен регулатор на протеостазата, hsf-1 вероятно играе решаваща роля за медиирания 

от икариин положителен ефект върху дълголетието. 

 

2. Екстракт от листа на P. granatum насърчава дълголетието чрез взаимодействието на 

сигналните пътища HLH-30/TFEB, DAF-16/FOXO и SKN-1/NRF2 

В настоящето изследване, третирането с екстракт от листна маса на P. granatum (PGL) 

значимо подобрява двигателната активност и фертилността при C. elegans, като 
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наблюдаваният ефект може да се асоциира с подобрен митохондриален интегритет. 

Намалената двигателна активност при стареене често се асоциира с митохондриална 

дисфункция, поради което възстановяването ѝ чрез PGL предполага благоприятно 

въздействие върху клетъчната енергийна хомеостаза (Daskalaki et al., 2023; Spanoudakis 

and Tavernarakis, 2023).  

Изследването на метаболитните параметри разкрива, че третирането с PGL води 

до повлияване на базалния метаболизъм, изразено в намаляване натрупването на липиди 

при C. elegans. Този резултат е съпроводен и от повишена експресия на 

транскрипционния фактор hlh-30/TFEB и понижена експресия на let-363/mTOR и двата 

от които са ключови регулатори на процеса на автoфагия. Данните, получени от 

прилагане на оксидативен стрес на двойномутантия щам MIR-13, със значително 

намалена функция на гените aak-2 и sir-2.1, потвърждават функционалната значимост 

на тази ос в осигуряването на защита срещу оксидативен стрес, като PGL не успява да 

възстанови устойчивостта на стрес при понижената активност на aak-2 и sir-2.1. 

Третирането с PGL води до повишена експресия и ядрена транслокация на 

транскрипционните фактори DAF-16/FOXO и HLH-30/TFEB, което е индикатор за 

активиране на клетъчни механизми, асоциирани с удължаване на живота и поддържане 

на протеостазата. Макар да се наблюдава повишена експресия на daf-2, което би 

предполагало активация на IIS пътя и инхибиране на DAF-16, ефектът върху DAF-16 е 

обратен и вероятно се дължи на алтернативен механизъм, свързан с инхибиране на 

mTOR сигнализацията. Тази хипотеза се подкрепя допълнително от едновременното 

повишаване на нивата на skn-1/NRF2 и неговия таргетен ген gst-4, което потвърждава 

активиране на антиоксидантните защитни механизми.  

Стимулирането на митохондриалната маса и ΔΨm, наблюдавано при третиране с 

PGL, подсказва подобрена митохондриална биогенеза и функция, вероятно в резултат 

на едновременната регулация на hlh-30 и let-363. Този ефект се асоциира с по-добро 

клетъчно дишане, подобрена енергийна ефективност и устойчивост към възрастови 

дегенеративни процеси, включително и в имунния отговор, медииран от sek-1/PMK-

1/p38 MAPK. Получените резултати очертават молекулярната основа на биологичната 

активност на екстракта от листна маса на нар и предоставят убедителни доказателства, 

че третирането с PGL активира еволюционно консервативни клетъчни пътища, 

ангажирани в отговора към стрес, метаболитната адаптация и регулацията на 

дълголетието при C. elegans.  
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Най-същественият извод от това изследване е, че HLH-30/TFEB се очертава като 

централен регулаторен възел в механизма на действие на PGL, като координира 

метаболитни, антиоксидантни и свързани със отговора към стрес молекулярни пътища. 

Данните отварят нови възможности за използването на екстракта от листа на нар като 

потенциална природна интервенция за забавяне на стареенето и подобряване на 

здравословния живот. 

Предложеният модел, базиран на получените резултати за механизма на действие, 

е представен на Фигура 21. 

 
Фигура 21. Молекулярен механизъм на ефекта на екстракт от листа на нар (PGL) 

върху сигналната мрежа, свързана с регулацията на дълголетието при C. elegans. 

Екстрактът от PGL активира каскада от молекулярни събития, насочени към засилване 

на клетъчната устойчивост и метаболитната хомеостаза. Установено е, че 

транскрипционният фактор HLH-30 се активира в отговор на PGL и медиира 

експресията на гени, свързани с отговора към условия на хипоксия, включително hif-1 и 

fmo-2, като по този начин активира стресовия отговор. Едновременно с това, HLH-30 

взаимодейства с LET-363/mTOR, като допринася за подобряване на метаболизма и 

повишаване на митохондриалния трансмембранен потенциал (ΔΨm). В допълнение, let-
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363 участва в модулацията на DAF-16/FOXO и SKN-1/NRF2, докато паралелно с това, 

sek-1, като част от вродената имунна сигнализация, индуцира активиране на pmk-1, което 

от своя страна води до експресия на SKN-1 и gst-4. От друга страна, коактивацията на 

aak-2/AMPK и sir-2.1/SIRT1 засилва отговора към оксидативен стрес, а HSF-1 и sir-2.1 

синергизират в активирането на механизми за възстановяване на ДНК от увреждания. 

Всички тези взаимодействия подчертават мултимодалния ефект от третиране с PGL и 

неговия потенциал да модулира дълголетието чрез консервативни молекулярни пътища. 

 

3. Сок от P. granatum подобрява физиологичния спад свързан със стареенето и модулира 

отговора към стрес 

Резултатите от настоящето изследване показват, че сокът от нар води до удължаване на 

продължителността на живота само при концентрация 200 μg/mL в сравнение с 

контролната група. Наблюдава се и значително повишаване на двигателната активност 

както при млади, така и при стареещи индивиди, което е индикатор за подобрена 

невромускулна функция. Това наблюдение е в съответствие с редица предходни 

проучвания, демонстриращи невромодулаторния и невропротективен потенциал на сока 

от нар, както и неговите компоненти, в експериментални модели на болестта на 

Алцхаймер и болестта на Паркинсон (Chen P. et al., 2025; Eghbali et al., 2021; Maphetu et 

al., 2022). В допълнение, подобрената двигателна активност може да бъде свързана и с 

повишена енергийна ефективност и оптимизирана митохондриална функция, което 

кореспондира с данни, свързващи приема на сок от нар с благоприятни ефекти при 

метаболитни нарушения като затлъстяване и захарен диабет тип 2, посредством 

стимулиране на митохондриалната активност и подобряване на енергийния 

метаболизъм (Bahari et al., 2024; Banihani et al., 2019). Наблюдаваното в настоящото 

изследване повишаване на устойчивостта към стрес при третиране със сок от нар 

вероятно представлява ключов механизъм, чрез който се реализират неговите 

благоприятни ефекти върху здравословното състояние на организма.  

В заключение, резултатите от настоящото изследване показват, че сокът от нар 

повишава продължителността на живота при C. elegans, и води до подобрение на 

функционални показатели, свързани със здравословното стареене. Установеното 

повишаване на двигателната активност и устойчивостта към стрес свидетелстват за 

благоприятен ефект върху физиологичното състояние на организма.  
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4. Комбинираният продукт ADAPT-232 забавя процесите на стареене и подобрява 

митохондриалната функция чрез регулиране на DAF-16 и SKN-1 

В настоящото проучване е установено, че комбинираният продукт ADAPT-232 води до 

значително удължаване на продължителността на живота, което на молекулярно ниво 

корелира с повишена активация на DAF-16 и SKN-1. Това предполага, че тези 

транскрипционни фактори представляват централни медиатори както на подобряващата 

здравето активност на формулата, така и на нейния основен механизъм на действие.  

Получените резултати показват, че комбинираният продукт ADAPT-232 проявява 

многопластов ефект върху здравословната продължителност на живота, като подобрява 

метаболитната и митохондриалната хомеостаза, стимулира липидния катаболизъм и 

подпомага контрола на митохондриалното качество, в значителна степен чрез 

координираната активация на DAF-16 и SKN-1. Тези данни предоставят механистична 

основа за потенциала на ADAPT-232 да противодейства на митохондриалната 

дисфункция и подчертават обещаващата му роля като подпомагаща интервенция при 

свързани със стареенето и метаболизма нарушения. Получените в настоящото 

изследване резултати показват, че ADAPT-232 ефективно понижава съдържанието на 

триглицериди в модел на глюкозо-индуцирано липидно натрупване при C. elegans. Това 

наблюдение е в съответствие с предходни проучвания, демонстриращи, че екстрактът от 

R. rosea понижава нивата на глюкоза при C. elegans чрез активация на AMPK-сигналния 

път (Teng et al., 2022). 

 

5. Заключение и бъдещи насоки 

В настоящото В обобщение, дисертационният труд допринася както с нови 

механистични данни за действието на природни продукти върху процесите на стареене, 

така и с разработването на интегративна експериментална платформа с широк 

изследователски потенциал. Получените резултати подкрепят концепцията, че 

таргетирането на фундаменталните биологични механизми на стареене чрез природни 

съединения представлява реалистична и научно обоснована стратегия за удължаване на 

здравословния живот и създават основа за бъдещи молекулярни и клинични изследвания 

в областта на геронтологията и фитотерапията.  
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