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VPLYV y -TOKOTRIENOLU
A 8 -TOKOTRIENOLU NA SENESCENTNE
LUDSKE FIBROBLASTY

(Effect of y-tocotrienol and 6-tocotrienol on senescent human
fibroblasts)

Janubova Maria, Zitiianova Ingrid

Ustav lekdrskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekdrska fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave maria.janubova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Bunkova senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevadzané zmenami
v bunkovej morfologii a fyzioldgii. Narast senescentnych a teda nespravne fungujtcich buniek
v tkanivach a orgdnoch vedie k postupnému zhorSovaniu ich funkcii. Je preto dolezité hl'adat’
sposoby ako senescentné bunky zorganizmu eliminovat’ alebo zabranit' ich tvorbe.
Tokotrienoly su bioaktivne latky s roznymi pozitivnymi biologickymi t¢inkami. V nasej praci
sme sa zamerali na sledovanie U¢inku y- a d-tokotrienolu na senescentné l'udské plicne
fibroblasty. Nase experimenty ukdzali, Ze y- arovnako aj d-tokotrienol znizuje viabilitu
senescentnych buniek a zarovenl aj viabilitu/proliferdciu nesenescentnych buniek, ktoré
prekonali stresové podmienky.

KPiacové slova
y-tokotrienol, 6-tokotrienol, bunkova senescencia, MRC-5 'udské pl'icne 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 y- and 6-tocotrienol on senescent human
lung fibroblasts. Our experiments have shown that y- as well as 6-tocotrienol reduces the
viability of senescent cells as well as the viability/proliferation of non-senescent cells that
overcame stress conditions.

Keywords
y-tocotrienol, d-tocotrienol, cell senescence, MRC-5 human lung fibroblasts

Uvod

Bunkové senescencia je definovand ako ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevadzané
zmenami v bunkovej morfologii a fyzioldgii (1). Senescencia moze byt odpoved'ou bunky
na skracovanie telomér alebo rozne formy stresu (DNA poskodenie, oxidacny stres ai.) (2-4).
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Medzi najcastejSie znaky senescentnych buniek patri ich zvdc¢Seny a menej pravidelny tvar,
zvicsené jadro, produkcia zvySeného mnoZstva reaktivnych foriem kyslika a zvySena aktivita
lyzozomalnej [-galaktozidazy pri pH 6, ktord je znama ako [-galaktoziddza asociovana
so senescenciou (SA-B-galaktozidaza) (1, 5, 6).

V senescentnych bunkach d’alej dochadza k zvySeniu expresie proteinov inhibujicich progresiu
bunkového cyklu ako je p21 a p16 (1).

Senescentné bunky boli detegované in vitro a aj in vivo (7). NavySe bolo zistené, ze
so zvysujucim sa vekom jedinca stipa mnozstvo senescentnych buniek v organizme (1).
Zaroven bola pritomnost senescentnych buniek dokézana aj v tkanivach a orgdnoch
postihnutych ochoreniami asociovanymi so starnutim (8-10). Narast senescentnych a teda
nefunkcénych buniek v tkanivach a organoch vedie k postupnému zhorSovaniu ich funkcii (11).
Tokotrienoly st podskupinou vitaminu E. Podl’a ich Struktiry sa rozdel'uji na a-, B-, y- a o-
tokotrienoly. Tokotrienoly na rozdiel od tokoferolov najdeme v semenach vicSiny
jednokli¢nolistovych rastlin (12). Bolo zistené, ze tokotrienoly mézu vplyvat’ aj na bunkova
senescenciu, konkrétne dokéazali potlacit rozvoj replikativnej senescencie Il'udskych
dermélnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Vplyv tokotrienolov na stresom indukovanu
senescenciu nebol doteraz preskimany. V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie u¢inku y-
tokotrienolu a o6-tokotrienolu na senescentné I'udské fibroblasty, v ktorych bola senescencia
indukovana pdsobenim stresora peroxidu vodika alebo etopozidu. y- a -tokotrienol sme zvolili
kvoli ich lepSej biodostupnosti u I'udi v porovnani s aplikaciou vSetkych tokotrienolov naraz

(15).

Material a metody

Kultivacia bunkovej linie MRC-5

Bunkovt liniu MRC-5 (Tudské pl'icne fetalne fibroblasty) sme kultivovali v MEM médiu, ktoré
obsahovalo L-glutamin, neesencialne aminokyseliny a 10% fetalne tel'acie sérum. Bunky sme
pasazovali 1x tyZdenne pomocou 0,25% trypsin-EDTA roztoku.

Indukcia senescencie v bunkdach

Bunky sme nasadili na kultiva¢né platne a po 24 hodinovej kultivacii pri 37°C a 5% CO2 sme
k nim pridali 100 uM peroxid vodika na 0,5 hodinu alebo 80 uM etopozid (VP16) na 1 hodinu.
Po uplynuti uvedenej doby sme bunkam vymenili médium a kultivovali ich v termostate
pri 37°C a 5% CO2 do 5. dha od nasadenia buniek, kedy sme uskuto¢nili experimentdlne
analyzy.

Sledovanie viability/proliferacie zdravych buniek

Vplyv y- a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu zdravych buniek sme sledovali pomocou
metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové platnicky
v mnozstve 10 000 buniek/cm?. Po 24 hodinovej kultivécii pri 37°C a 6% CO, sme k bunkdm
pridali y-tokotrienol v koncentracii 5, 10, 25, 40 a 50 uM na 24 hodin alebo d-tokotrienol
v koncentrécii 5, 10, 15 a 25 uM na 24 hodin. Po 24 hodinach sme bunkdm vymenili médium
za Cerstvé. MTT test sme uskutocnili po uplynuti 3 dni od vymeny média. K bunkdm sme pridali
20 pul MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kaZzdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C
a 6% CO. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 pl
DMSO a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.
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Sledovanie vplyvu y- a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferdaciu senescentnych buniek

Vplyv v- ad-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu senescentnych buniek sme sledovali
pomocou metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové
platni¢ky v mnozstve 10 000 buniek/cm?. Po 4 diioch od indukcie senescencie sme k bunkdm
pridali 25 uM y-tokotrienol na 24 hodin alebo 10 uM 6-tokotrienol na 24 hodin. Po 24 hodinach
od pridania tokotrienolov k bunkdm sme uskutoc¢nili MTT test. K bunkam sme pridali 20 pl
MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kaZzdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 6%
CO. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 pl DMSO
a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.

Sledovanie vplyvu y- a d-tokotrienolu na aktivitu SA-f-galaktozidazy v senescentnych bunkdach
Na 24-jamkovu platni¢ku sme vysievali bud’ 5 000 buniek/cm? (kontrolné bunky) alebo 38 000
buniek/cm? (bunky, v ktorych bola indukovand senescencia).

Po 4 dnoch od indukcie senescencie sme k bunkam pridali 25 uM y-tokotrienol na 24 hodin
alebo 10 pM o-tokotrienol na 24 hodin. Po 24 hodinach od pridania tokotrienolov k bunkam
sme uskutocnili analyzu aktivity SA-B-galaktozidazy pomocou komeréného kitu Senescence
Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich), podl'a navodu.

Bunky sme farbili cez noc a na druhy deni sme farbiacu zmes nahradili roztokom 70% glycerolu,
aby sme mohli farbené bunky dlhSie skladovat. Na 1 jamku na 24-jamkovej platnicke
sme pouzili 200 pl 70% glycerolu. Farbené bunky zaliate glycerolom sme skladovali pri 4-6
°C. Bunky sme pozorovali inverznym mikroskopom Microskop inversal MBL 3200- KRUSS,
Nemecko. Bunky sme odfotografovali fotoaparatom Olympus C-5060, Olympus, Anglicko
pri mikroskopickom zvidc¢Seni 100x a nasledne vypocitali mnozstvo senescentnych buni
ek. Mnozstvo senescentnych buniek sme stanovili na zdklade pocitania buniek v 15 obrazkoch
z troch r6znych experimentov.

Statistické vyhodnotenie vysledkov
Statisticka analyza bola uskutocnend pomocou jednosmernej ANOVY s Bonferroniho
korekciou. Hodnota p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamn.

Vysledky

Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na viabilitu/proliferdciu zdravych buniek

MRC-5 T'udské plucne fibroblasty, v ktorych nebola indukovana senescencia boli inkubované
s y-tokotrienolom (5, 10, 25, 40 a 50 uM/24 hod) alebo 6-tokotrienolom (5, 10, 15 and 25 pM/24
hod), aby sme detegovali vplyv tychto tokotrienolov na viabilitu/ proliferaciu zdravych buniek.
Ovplyvnenie buniek so 40 alebo 50 uM y-tokotrienolom viedlo k vyraznému poklesu viability/
proliferacie buniek (na 9,83+2,76% a 6,62+1,84%) (Obr. 1). Podobne, ovplyvnenie buniek s 15
alebo 25 uM &-tokotrienolom bolo sprevadzané vyraznym poklesom viability/ proliferacie
buniek (na 12,87+1,84% a 2,39+0,83%) (Obr. 1). Na zaklade uvedenych zisteni sme sa rozhodli
pre dalSie experimenty pouzit' y-tokotrienol v koncentracii 25 uM a d-tokotrienol
v koncentrécii 10 uM.
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Obr. 1 Detekcia viability/proliferacie buniek po ovplyvneni y- tokotrienolom a d-tokotrienolom
NB — normalne bunky neovplyvnené tokotrienolmi; DMSO — bunky ovplyvnené 1000x riedenym
DMSO/24 hod; Vysledky st priemer = SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment bol robeny
v 4-6 jamkach; jednosmerna ANOV A s Bonferroniho korekciou; NB vs. DMSO; DMSO vs. y; DMSO
vs. 0; b - p <0.01; ¢ - p <0.001

Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na viabilitu/proliferdciu populdcie buniek s prevahou
senescentnych buniek - V naSej praci sme d’alej sledovali u¢inok y- alebo d-tokotrienolu
na populaciu buniek s prevahou senescentnych buniek. V tomto type experimentu sme
k bunkdm na 4. den po indukcii senescencie pridali 25 puM y-tokotrienol alebo 10 puM
d-tokotrienol na 24 hodin. Ovplyvnenie buniek oboma tokotrienolmi malo za nasledok silny
pokles viability/ proliferacie buniek pri peroxidom indukovanej senecencii (56,72+8,92%
a52,24+8,9%) (Obr. 2A) aaj pri etopozidom indukovanej senescencii (72,43+9,35%
a 68,22+14,02%) (Obr. 2B).
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Obr. 2 Vplyv y-tokotrienolu a d6-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu senescentnych buniek
A - peroxidom indukovana senescencia B - etopozidom indukovana senescencia P — bunky
ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod;
PD/ED - bunky ovplyvnené 2000x riedenym DMSO/24h; Vysledky st priemer £ SD 3 nezavislych
experimentov, kazdy experiment bol robeny v 4-6 jamkach; jednosmernda ANOVA s Bonferroniho
korekciou; P vs. PD; PD vs. Py; PD vs. P3; E vs. ED; ED vs Ey; ED vs. E9; ¢ - p <0.001
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Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na aktivitu SA-f-galaktozidazy v populdcii buniek s prevahou
senescentnych buniek - Cielom bolo stanovit aktivitu SA-B-galaktozidazy, v populacii buniek
s prevahou senescentnych buniek, ktoré sme ovplyvnili 25 uM y-tokotrienolom/24 hodin alebo 10 uM
o-tokotrienolom/24 hodin. SA-B-galaktozidaza je lyzozomalna P-galaktoziddza, ktord je aktivna
v senescentnych bunkach pri pH 6. Aktivita SA-B-galaktozidazy pri pH 6 je v senescentnych bunkach
zvySena a slizi ako marker pri ur€ovani senescencie buniek. Senescentné bunky sa pri tomto
experimente sfarbuji do modra. Po ovplyvneni buniek s 25 uM y-tokotrienolom alebo 10 pM
d-tokotrienolom klesalo celkové mnozstvo buniek (Obr. 3A, 3B), ¢o koreluje s vysledkami, ktoré sme
ziskali MTT testom. Percento senescentnych buniek sa vSak po ovplyvneni buniek y- alebo
d-tokotrienolom vyznamne nemenilo v porovnani s percentom senescentnych buniek v kontrole
neovplyvnenej tokotrienolmi. (Tab. 1; Obr. 3C a Obr. 3D).
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Obr. 3 Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na aktivitu SA-B-galaktozidazy v senescentnych bunkach A -
peroxidom indukovana senescencia B- etopozidom indukovana senescencia P — bunky ovplyvnené 100 uM
peroxidom vodika/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod; PD/ED — bunky ovplyvnené 2000x
riedenym DMSO/24h; Vysledky st priemer + SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment zahtfia 5
obrazkov; jednosmerna ANOV A s Bonferroniho korekciou; P vs. PD; PD vs. Py; PD vs. Po; E vs. ED; ED vs Ey;
ED vs. Eg; b-p<0.01 ¢-p<0.001;

Ovplyvnenie buniek Senecentné bunky % Signifikdncia
+=SD
100 uM Peroxid vodika /0,5 hod 94.26 + 3.06
100 uM Peroxid vodika/0,5 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.84+2.96
100 uM Peroxid vodika /0,5 hod+25 uM y- tokotrienol/24 hod 95.40 £ 1.87
100 uM Peroxid vodika/0,5 hod+10 uM J- tokotrienol/24 hod 92.84 + 3.86
80 uM Etopozid /1 hod 94.59 +2.44
80 uM Etopozid /1 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.71+3.27 n
80 uM Etopozid /1 hod+25 uM y- tokotrienol/24 hod 96.66 + 1.6 ok
80 uM Etopozid /1 hod+10 uM - tokotrienol/ 24 hod 92.76 + 3.28 n

Tab. 1 Vplyv y-tokotrienolu a 6-tokotrienolu na aktivitu SA-p-galaktozidazy v senescentnych bunkach
Vysledky su priemer + SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment zahfiia 5 obrazkov; Jednosmerna
ANOVA s Bonferroniho korekciou; Peroxid vodika vs. Peroxid vodika+DMSO; Peroxid vodika+tDMSO vs.
Peroxid vodika+y-tokotrienol; Peroxid vodika+tDMSO vs. Peroxid vodika+d-tokotrienol; Etopozid vs.
Etopozid+DMSO; Etopozid+DMSO vs. Etopozid-+d-tokotrienol; n — nesignifikantné; ** - p <0.01
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Diskusia

Nase experimenty ukézali, ze y- a aj o-tokotrienol dokaze redukovat’ viabilitu/proliferaciu buniek
v populdcii s prevahou senescentnych buniek, zatial'¢o ani jeden z nich nespdsobuje vyrazny pokles
viability/proliferacie zdravych buniek. Je zname, Ze a-tokoferol poOsobi aj ako prooxidant cez
a-tokoferylovy radikal (16). Je preto mozZné, ze podobne pdsobia aj tokotrienoly. Sprievodnym javom
senescencie je tvorba reaktivnych foriem kyslika, ktorych negativny vplyv na bunku by mohol byt
v pritomnosti tokotrienolov zvySeny. Sledovanie aktivity SA-B-galaktoziddzy v senescentnych
bunkach po pridani y- a d-tokotrienolu nam odhalilo, ze mnozstvo senescentnych buniek po pridani
v- a o-tokotrienolu sa vyrazne nemenilo v porovnani s kontrolou neovplyvnenou tokotrienolmi,
¢o poukazuje na to, Ze y- a ani 6-tokotrienol pravdepodobne neposobia selektivne voci senescentnym
bunkam. In¢ studie vSak prisli k zaverom, ze tokotrienoly dokazu zlepsit’ rast senescentnych 'udskych
dermalnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Uvedené studie sa vSak zaoberali vplyvom
tokotrienolov na bunky, ktoré sa do stavu senescencie dostali v dosledku replikativnej senescencie.
Navyse, bunky boli ovplyviiované zmesou tokotrienolov, nie tokotrienolmi jednotlivo (13, 14).

Zaver
Z nasich experimentov vyplyva, zZe y- a aj o-tokotrienol znizuje viabilitu senescentnych buniek
a zarovei aj viabilitu/proliferaciu nesenescentnych buniek, ktoré prekonali stresové podmienky.
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