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Súhrn 

Bunková senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevádzané zmenami  

v bunkovej morfológii a fyziológii. Nárast senescentných a teda nesprávne fungujúcich buniek 

v tkanivách a orgánoch vedie k postupnému zhoršovaniu ich funkcií. Je preto dôležité hľadať 

spôsoby ako senescentné bunky z organizmu eliminovať alebo zabrániť ich tvorbe. 

Tokotrienoly sú bioaktívne látky s rôznymi pozitívnymi biologickými účinkami. V našej práci 

sme sa zamerali na sledovanie účinku γ- a δ-tokotrienolu na senescentné ľudské pľúcne 

fibroblasty. Naše experimenty ukázali, že γ- a rovnako aj δ-tokotrienol znižuje viabilitu 

senescentných buniek a zároveň aj viabilitu/proliferáciu nesenescentných buniek, ktoré 

prekonali stresové podmienky.  

 

Kľúčové slová 

γ-tokotrienol, δ-tokotrienol, bunková senescencia, MRC-5 ľudské pľúcne fibroblasty 

 

Summary 

Cell senescence is an irreversible cell cycle arrest accompanied by changes in cell morphology 

and physiology. The growth of senescent and thus malfunctioning cells in tissues and organs 

contributes to a gradual deterioration of their functions. It is therefore important to find out 

ways that eliminate senescent cells from the body or prevent the formation of senescent cells  

in the body. Tocotrienols are bioactive compounds with various positive biological effects.  

In our work, we focused on monitoring the effect of γ- and δ-tocotrienol on senescent human 

lung fibroblasts. Our experiments have shown that γ- as well as δ-tocotrienol reduces the 

viability of senescent cells as well as the viability/proliferation of non-senescent cells that 

overcame stress conditions. 

 

Keywords 

γ-tocotrienol, δ-tocotrienol, cell senescence, MRC-5 human lung fibroblasts 

 

Úvod 

Bunková senescencia je definovaná ako ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevádzané 

zmenami v bunkovej morfológii a fyziológii (1). Senescencia môže byť odpoveďou bunky  

na skracovanie telomér alebo rôzne formy stresu (DNA poškodenie, oxidačný stres ai.) (2-4). 
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Medzi najčastejšie znaky senescentných buniek patrí ich zväčšený a menej pravidelný tvar, 

zväčšené jadro, produkcia zvýšeného množstva reaktívnych foriem kyslíka a zvýšená aktivita 

lyzozomálnej  β-galaktozidázy pri pH 6, ktorá je známa ako β-galaktozidáza asociovaná  

so senescenciou (SA-β-galaktozidáza) (1, 5, 6).  

 

V senescentných bunkách ďalej dochádza k zvýšeniu expresie proteínov inhibujúcich progresiu 

bunkového cyklu ako je p21 a p16 (1).  

Senescentné bunky boli detegované in vitro a aj in vivo (7). Navyše bolo zistené, že  

so zvyšujúcim sa vekom jedinca stúpa množstvo senescentných buniek v organizme (1). 

Zároveň bola prítomnosť senescentných buniek dokázaná aj v tkanivách a orgánoch 

postihnutých ochoreniami asociovanými so starnutím (8-10). Nárast senescentných a teda 

nefunkčných buniek v tkanivách a orgánoch vedie k postupnému zhoršovaniu ich funkcií (11).  

Tokotrienoly sú podskupinou vitamínu E. Podľa ich štruktúry sa rozdeľujú na  α-, ß-, γ- a δ-

tokotrienoly. Tokotrienoly na rozdiel od tokoferolov nájdeme v semenách väčšiny 

jednoklíčnolistových rastlín (12). Bolo zistené, že tokotrienoly môžu vplývať aj na bunkovú 

senescenciu, konkrétne dokázali potlačiť rozvoj replikatívnej senescencie ľudských 

dermálnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Vplyv tokotrienolov na stresom indukovanú 

senescenciu nebol doteraz preskúmaný. V našej práci sme sa zamerali na sledovanie účinku γ-

tokotrienolu a δ-tokotrienolu na senescentné ľudské fibroblasty, v ktorých bola senescencia 

indukovaná pôsobením stresora peroxidu vodíka alebo etopozidu. γ- a δ-tokotrienol sme zvolili 

kvôli ich lepšej biodostupnosti u ľudí v porovnaní s aplikáciou všetkých tokotrienolov naraz 

(15). 

 

Materiál a metódy  

Kultivácia bunkovej línie MRC-5 

Bunkovú líniu MRC-5 (ľudské pľúcne fetálne fibroblasty) sme kultivovali v MEM médiu, ktoré 

obsahovalo L-glutamín, neesenciálne aminokyseliny a 10% fetálne teľacie sérum. Bunky sme 

pasážovali 1x týždenne pomocou 0,25% trypsín-EDTA roztoku. 

 

Indukcia senescencie v bunkách 

Bunky sme nasadili na kultivačné platne a po 24 hodinovej kultivácii pri  37°C a 5% CO2 sme 

k nim pridali 100 μM peroxid vodíka na 0,5 hodinu alebo 80 μM etopozid (VP16) na 1 hodinu. 

Po uplynutí uvedenej doby sme bunkám vymenili médium a kultivovali ich v termostate  

pri 37°C a 5% CO2 do 5. dňa od nasadenia buniek, kedy sme uskutočnili experimentálne 

analýzy. 

 

Sledovanie viability/proliferácie zdravých buniek  

Vplyv γ- a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu zdravých buniek sme sledovali pomocou 

metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové platničky  

v množstve 10 000 buniek/cm2. Po 24 hodinovej kultivácii pri 37°C a 6% CO2 sme k bunkám 

pridali γ-tokotrienol v koncentrácii 5, 10, 25, 40 a 50 μM na 24 hodín alebo δ-tokotrienol 

v koncentrácii 5, 10, 15 a 25 μM na 24 hodín. Po 24 hodinách sme bunkám vymenili médium 

za čerstvé. MTT test sme uskutočnili po uplynutí 3 dní od výmeny média. K bunkám sme pridali 

20 μl MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do každej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C 

a 6% CO. Po skončení inkubácie sme odsali médium a do každej jamky sme pridali 200 μl 

DMSO a platničku sme na 5 minút umiestnili na trepačku. Absorbanciu sme merali pomocou 

mikroplatničkového spektrofotometra pri 490 nm. 
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Sledovanie vplyvu γ- a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu senescentných buniek 

Vplyv γ- a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu senescentných buniek sme sledovali 
pomocou metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové 
platničky v množstve 10 000 buniek/cm2. Po 4 dňoch od indukcie senescencie sme k bunkám 
pridali 25 μM γ-tokotrienol na 24 hodín alebo 10 μM δ-tokotrienol na 24 hodín. Po 24 hodinách 
od pridania tokotrienolov k bunkám sme uskutočnili MTT test. K bunkám sme pridali 20 μl 
MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do každej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 6% 

CO. Po skončení inkubácie sme odsali médium a do každej jamky sme pridali 200 μl DMSO  
a platničku sme na 5 minút umiestnili na trepačku. Absorbanciu sme merali pomocou 
mikroplatničkového spektrofotometra pri 490 nm. 
 

Sledovanie vplyvu γ- a δ-tokotrienolu na aktivitu SA-β-galaktozidázy v senescentných bunkách 
Na 24-jamkovú platničku sme vysievali buď 5 000 buniek/cm2 (kontrolné bunky) alebo 38 000 

buniek/cm2 (bunky, v ktorých bola indukovaná senescencia).  
Po 4 dňoch od indukcie senescencie sme k bunkám pridali 25 μM γ-tokotrienol na 24 hodín 
alebo 10 μM δ-tokotrienol na 24 hodín. Po 24 hodinách od pridania tokotrienolov k bunkám 
sme uskutočnili analýzu aktivity SA-β-galaktozidázy pomocou komerčného kitu Senescence 

Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich), podľa návodu.  
 

Bunky sme farbili cez noc a na druhý deň sme farbiacu zmes nahradili roztokom 70% glycerolu, 
aby sme mohli farbené bunky dlhšie skladovať. Na 1 jamku na 24-jamkovej platničke  
sme použili 200 μl 70% glycerolu. Farbené bunky zaliate glycerolom sme skladovali pri 4-6 

°C. Bunky sme pozorovali inverzným mikroskopom Microskop inversal MBL 3200- KRUSS, 

Nemecko. Bunky sme odfotografovali fotoaparátom Olympus C-5060, Olympus, Anglicko  

pri mikroskopickom zväčšeni 100x a následne vypočítali množstvo senescentných buni 
ek. Množstvo senescentných buniek sme stanovili na základe počítania buniek v 15 obrázkoch 
z troch rôznych experimentov. 
 

Štatistické vyhodnotenie výsledkov  
Štatistická analýza bola uskutočnená pomocou jednosmernej ANOVY s Bonferroniho 

korekciou. Hodnota p<0,05 bola považovaná za štatisticky významnú. 
 

Výsledky 

Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu zdravých buniek  

MRC-5 ľudské pľúcne fibroblasty, v ktorých nebola indukovaná senescencia boli inkubované  
s γ-tokotrienolom (5, 10, 25, 40 a 50 μM/24 hod) alebo δ-tokotrienolom (5, 10, 15 and 25 μM/24 
hod), aby sme detegovali vplyv týchto tokotrienolov na viabilitu/ proliferáciu zdravých buniek. 
Ovplyvnenie buniek so 40 alebo 50 μM γ-tokotrienolom viedlo k výraznému poklesu viability/ 

proliferácie buniek (na 9,83±2,76% a 6,62±1,84%) (Obr. 1). Podobne, ovplyvnenie buniek s 15 

alebo 25 μM δ-tokotrienolom bolo sprevádzané výrazným poklesom viability/ proliferácie 
buniek (na 12,87±1,84% a 2,39±0,83%) (Obr. 1). Na základe uvedených zistení sme sa rozhodli 
pre ďalšie experimenty použiť γ-tokotrienol v koncentrácii 25 μM a δ-tokotrienol  

v koncentrácii 10 μM. 
 



139 

 

 
 

Obr. 1 Detekcia viability/proliferácie buniek po ovplyvnení γ- tokotrienolom a δ-tokotrienolom 

NB – normálne bunky neovplyvnené tokotrienolmi; DMSO – bunky ovplyvnené 1000x riedeným 

DMSO/24 hod; Výsledky sú priemer ± SD 3 nezávislých experimentov, každý experiment bol robený 

v 4-6 jamkách; jednosmerná ANOVA s Bonferroniho korekciou; NB vs. DMSO; DMSO vs. γ; DMSO 

vs. δ; b - p <0.01; c - p <0.001 

 

Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu populácie buniek s prevahou 

senescentných buniek - V našej práci sme ďalej sledovali účinok γ- alebo δ-tokotrienolu  

na populáciu buniek s prevahou senescentných buniek. V tomto type experimentu sme 

k bunkám na 4. deň po indukcii senescencie pridali 25 μM γ-tokotrienol alebo 10 μM  

δ-tokotrienol na 24 hodín. Ovplyvnenie buniek oboma tokotrienolmi malo za následok silný 

pokles viability/ proliferácie buniek pri peroxidom indukovanej senecencii (56,72±8,92% 

a 52,24±8,9%) (Obr. 2A) a aj pri etopozidom indukovanej senescencii (72,43±9,35% 

a 68,22±14,02%) (Obr. 2B). 

      

 

A                                            B   

Obr. 2 Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na viabilitu/proliferáciu senescentných buniek  

A - peroxidom indukovaná senescencia B - etopozidom indukovaná senescencia P – bunky 

ovplyvnené 100 μM peroxidom vodíka/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 μM etopozidom/1 hod; 

PD/ED – bunky ovplyvnené 2000x riedeným DMSO/24h; Výsledky sú priemer ± SD 3 nezávislých 

experimentov, každý experiment bol robený v 4-6 jamkách; jednosmerná ANOVA s Bonferroniho 

korekciou; P vs. PD; PD vs. Pγ; PD vs. Pδ; E vs. ED; ED vs Eγ; ED vs. Eδ; c - p <0.001 
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Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na aktivitu SA-β-galaktozidázy v populácii buniek s prevahou 

senescentných buniek - Cieľom bolo stanoviť aktivitu SA-β-galaktozidázy, v populácii buniek 

s prevahou senescentných buniek, ktoré sme ovplyvnili 25 µM γ-tokotrienolom/24 hodín alebo 10 µM 

δ-tokotrienolom/24 hodín. SA-β-galaktozidáza je lyzozomálna β-galaktozidáza, ktorá je aktívna 

v senescentných bunkách pri pH 6. Aktivita SA-β-galaktozidázy pri pH 6 je v senescentných bunkách 

zvýšená a slúži ako marker pri určovaní senescencie buniek. Senescentné bunky sa pri tomto 

experimente sfarbujú do modra. Po ovplyvnení buniek s 25 µM γ-tokotrienolom alebo 10 µM  

δ-tokotrienolom klesalo celkové množstvo buniek (Obr. 3A, 3B), čo koreluje s výsledkami, ktoré sme 

získali MTT testom. Percento senescentných buniek sa však po ovplyvnení buniek γ- alebo  

δ-tokotrienolom významne nemenilo v porovnaní s percentom senescentných buniek v kontrole 

neovplyvnenej tokotrienolmi. (Tab. 1; Obr. 3C a Obr. 3D). 

 

 

  A                                                      B   
 

Obr. 3 Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na aktivitu SA-β-galaktozidázy v senescentných bunkách A -  

peroxidom indukovaná senescencia  B- etopozidom indukovaná senescencia P – bunky ovplyvnené 100 μM 

peroxidom vodíka/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 μM etopozidom/1 hod; PD/ED – bunky ovplyvnené 2000x 

riedeným DMSO/24h; Výsledky sú priemer ± SD 3 nezávislých experimentov, každý experiment zahŕňa 5 

obrázkov; jednosmerná ANOVA s Bonferroniho korekciou; P vs. PD; PD vs. Pγ; PD vs. Pδ; E vs. ED; ED vs Eγ; 

ED vs. Eδ; b - p <0.01  c - p <0.001;  

 
Ovplyvnenie buniek Senecentné bunky %  

± SD 

Signifikáncia 

100 µM Peroxid vodíka /0,5 hod 94.26 ± 3.06  

100 µM Peroxid vodíka/0,5 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.84 ± 2.96 n 

100 µM Peroxid vodíka /0,5 hod+25 µM γ- tokotrienol/24 hod 95.40 ± 1.87 n 

100 µM Peroxid vodíka/0,5 hod+10 µM δ- tokotrienol/24 hod 92.84 ± 3.86 n 

80 µM Etopozid /1 hod 94.59 ± 2.44  

80 µM Etopozid /1 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.71 ± 3.27 n 

80 µM Etopozid /1 hod+25 µM γ- tokotrienol/24 hod 96.66 ± 1.6 ** 

80 µM Etopozid /1 hod+10 µM δ- tokotrienol/ 24 hod 92.76 ± 3.28 n 

Tab. 1 Vplyv γ-tokotrienolu a δ-tokotrienolu na aktivitu SA-β-galaktozidázy v senescentných bunkách 

Výsledky sú priemer ± SD 3 nezávislých experimentov, každý experiment zahŕňa 5 obrázkov; Jednosmerná 

ANOVA s Bonferroniho korekciou; Peroxid vodíka vs. Peroxid vodíka+DMSO; Peroxid vodíka+DMSO vs. 

Peroxid vodíka+γ-tokotrienol; Peroxid vodíka+DMSO vs. Peroxid vodíka+δ-tokotrienol; Etopozid vs. 

Etopozid+DMSO; Etopozid+DMSO vs. Etopozid+δ-tokotrienol; n – nesignifikantné; ** - p < 0.01 
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Diskusia 

Naše experimenty ukázali, že γ- a aj δ-tokotrienol dokáže redukovať viabilitu/proliferáciu buniek 

v populácii s prevahou senescentných buniek, zatiaľčo ani jeden z nich nespôsobuje výrazný pokles 

viability/proliferácie zdravých buniek. Je známe, že α-tokoferol  pôsobí aj ako prooxidant cez  

α-tokoferylový radikál (16). Je preto možné, že podobne pôsobia aj tokotrienoly. Sprievodným javom 

senescencie je tvorba reaktívnych foriem kyslíka, ktorých negatívny vplyv na bunku by mohol byť 

v prítomnosti tokotrienolov zvýšený. Sledovanie aktivity SA-β-galaktozidázy v senescentných 

bunkách po pridaní γ- a δ-tokotrienolu nám odhalilo, že množstvo senescentných buniek po pridaní 

γ- a δ-tokotrienolu sa výrazne nemenilo v porovnaní s kontrolou neovplyvnenou tokotrienolmi,  

čo poukazuje na to, že γ- a ani δ-tokotrienol pravdepodobne nepôsobia selektívne voči senescentným 

bunkám. Iné štúdie však prišli k záverom, že tokotrienoly dokážu zlepšiť rast senescentných ľudských 

dermálnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Uvedené štúdie sa však zaoberali vplyvom 

tokotrienolov na bunky, ktoré sa do stavu senescencie dostali v dôsledku replikatívnej senescencie. 

Navyše, bunky boli ovplyvňované zmesou tokotrienolov, nie tokotrienolmi jednotlivo (13, 14).  

 

Záver 

Z našich experimentov vyplýva, že γ- a aj δ-tokotrienol znižuje viabilitu senescentných buniek 

a zároveň aj viabilitu/proliferáciu nesenescentných buniek, ktoré prekonali stresové podmienky.  
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