Efficacia di S. thermophilus CNCM 1-5570 nel ridurre gli effetti
dell'invecchiamento nei fibroblasti dermici umani in vitro
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| fibroblasti dermici umani (HDF) sono fondamentali per la salute della pelle, ma, come ben noto, gli
stress ambientali e ossidativi possono accelerare la senescenza e I'aging cutaneo. Studi precedenti hanno
dimostrato sorprendenti effetti anti-invecchiamento dello Streptococcus thermophilus, sia in vitro che in
vivo. Questo ci ha spinto a esplorare i meccanismi biomolecolari alla base dei suoi benefici. In particolare,
in questo studio abbiamo verificato l'influenza di S. thermophilus CNCM [-5570 sull'invecchiamento di
HDF trattati con perossido di idrogeno (H202). Abbiamo confermato la senescenza cellulare esaminando
varie caratteristiche. Abbiamo valutato l'impatto del probiotico sulla crescita, il numero e la condizione
delle cellule utilizzando I'lncuCyte® Live Cell Imager e test del trypan blue. Abbiamo misurato I'attivita della
R-galattosidasi, marker di senescenza cellulare, insieme ai livelli intracellulari di proteine quali p21, prolil
4-idrossilasi A1 e collagene | attraverso western blot. Sono stati dosati i livelli extracellulari di collagene
I, IL-18 e IL-6 con ELISA. Abbiamo valutato marcatori di stress ossidativo, tra cui ROS, malondialdeide
(MDA), superossido dismutasi (SOD), catalasi. Abbiamo esaminato Nrf2, eme ossigenasi-1 e NF-?B
utilizzando western blot e immunofluorescenza. Infine, abbiamo testato I'attivita antiossidante del lisato
del probiotico e rilevato sette geni correlati nel ceppo utilizzando PCR.

| risultati hanno indicato che il lisato del probiotico ha contribuito a prevenire l'invecchiamento cellulare
da H202 ripristinando la crescita cellulare e la produzione di collagene I. Ha ridotto lo stress ossidativo
nei fibroblasti potenziando i sistemi antiossidanti come la catalasi e la SOD, legati all'attivazione di
Nrf2. Inoltre, il lisato ha bloccato la via NF-?B, abbassando i markers infiammatori. Il trattamento con
S. thermophilus portava alla efficace riduzione, in modo dose dipendente, dei radicali liberi e degli ioni
ferrici e alla chelazione del ferro. Sono stati inoltre identificati sette geni antiossidanti nel genoma del
ceppo probiotico.



Efficacy of S. thermophilus CNCM 1-5570 in reducing the effects of
aging in human dermal fibroblasts in vitro

Human dermal fibroblasts (HDFs) are crucial for skin health, but environmental and oxidative stress can
induce a senescent state, leading to age-related skin issues. Previous studies have shown the impressive
anti-aging effects of Streptococcus thermophilus, both in vitro and in vivo. This has prompted us to explore
the biomolecular mechanisms behind its benefits. Specifically, we investigated the reparative capabilities
of S. thermophilus lysate in hydrogen peroxide (H202)-induced senescence in HDFs, highlighting its
potential to rejuvenate aging skin.

We studied how S. thermophilus CNCM I-5570 affects aging HDFs treated with H202. We confirmed their
senescence by examining various features. We assessed the probiotic’'s impact on cell growth, number,
and health using the IncuCyte® Live Cell Imager and trypan blue test. We measured [3-galactosidase
activity to check for senescence. Next, we analyzed levels of proteins such as p21, prolyl 4-hydroxylase
A1 (P4HAT), and collagen | within the cells through western blot analysis. We also measured collagen |, IL-
18, and IL-6 in the surrounding environment with an ELISA kit. Additionally, we assessed oxidative stress
markers, including reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD),
and catalase. We examined the protein Nrf2 and the expression of heme oxygenase-1 and nuclear factor
kappa B (NF-?B) using western blot and immunofluorescence. Finally, we tested the probiotic lysate’s
antioxidant activity and detected seven related genes in the strain using PCR.

The probiotic lysate helped prevent cell aging from H202 by increasing cell growth and collagen |
production. It reduced oxidative stress in fibroblasts by boosting antioxidant systems like catalase and
SOD, linked to Nrf2 activation. Additionally, the lysate blocked the NF-?B pathway, lowering inflammatory
markers. Our study found that S. thermophilus effectively scavenges free radicals, chelates iron, and
reduces ferric ions based on its concentration. We also identified seven antioxidant genes in its genome.
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