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Vézeni a mili kolegovia,

opat’ mame rok za sebou a urCite ste sa vSetci teSili, ze kone¢ne bude Ladzianskeho den
v celej svojej krase... s prednaSkami, s vystavou, ¢i so spoloCenskym posedenim tak ako
byvalé roky.

Zial' opit nam to nevyjde podla naSich predstiv. Prezivame nad’alej pandemické obdobie
o ktorom nikto netusi, ako sa opdt’ prejavi v tomto roku. Myslim si, Ze vSetci sme z tejto
situacie nesvoji, lebo sa bojime covidu a je to jedno ¢i je to alfa alebo delta.

Covid nam stale prinédsa strach a v strachu je zit’ tazké. Pandémia nds zmenila a dava ndm iny
pohlad na svet. Mozno vSak ma aj dobru stranku, tou strankou je, ze sme si zacali vazit
aj veci, ktoré nam pripadali automatické. Myslim si, ze sme si zacali viac vazit’ svoju pracu,
svojich priatel'ov 1 svoj zivot. Verim vsak, ze napriek tomuto nechcenému smutnému obdobiu
sa nevzdame a ked’Ze profesora Ladzianskeho, jeho dielo a odkaz si vazime, opit’ napiSeme
publikéacie, ktor¢ budu dokazom velkosti tohto cloveka azaroven aj dokazom,
ze si dokdzeme vazit’ svoju pracu a posuvame sa d’alej.

j am v§ ¢ A% vné zdravie a verim, Z : u 0
Prajem Vam vsetko dobré, hlavne pevné zdravie a verim, ze orok Vam to budem moct
povedat’ aj osobne a pod’akovat’ sa za vSetko zvladnuté a dafam, Ze budeme zit’ vSetci krajsie

casy.

Dakujem Vam, Ze ste.

doc. et doc. MUDr. Eliska Kubikova, PhD., MPH
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VPLYV VITAMINU D NA STARNUTIE BUNIEK

(Effect of vitamin D on cell aging)

Maria Janubova, Ingrid Zitiianova

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

Stuhrn

Vitamin D sa podiela na regulacii roznych biologickych funkcii a ukazuje sa, ze by mohol
mat’ vyznamnu ulohu aj pri regulacii procesu bunkovej senescencie. Bunkova senescencia
je zastavenie bunkového cyklu sprevadzané zmenami v bunkovej morfologii a fyzioldgii.
Senescentné bunky hromadiace sa so zvySujucim sa vekom v organizme prispievaju
k zhorSeniu funkcii tkaniv a orgdnov a rozvoju ochoreni spojenych so starnutim. V nasej praci
sme sa zamerali na sledovanie vplyvu vitaminu D na replikativnu senescenciu, ktord
je sposobena postupnym replikacnym vyc€erpanim buniek a jednym z jej prejavov je zniZzeny
rast buniek v neskorych pasdzach v porovnani s mladymi bunkami v skorych pasazach.
Z nasich experimentov vyplyva, Ze vitamin D ma potencial zvySovat’ rast buniek v neskorych
pasazach (p21), ak je pridavany k bunkam od skorej pasaze (p8), ale aj ak je pridavany
k bunkdm od neskorSej pasaze (p17). Uvedené zistenia poukazujii na délezitu ulohu vitaminu D
V procese rozvoja senescencie.

Krucové slova
vitamin D, starnutie buniek, MRC-5 l'udské pl'icne fibroblasty

Summary

Vitamin D is involved in the regulation of various biological functions and has been shown
to play an important role in regulating the process of cellular senescence. Cell senescence
is an irreversible cell cycle arrest accompanied by changes in cell morphology
and physiology. Senescent cells accumulating with increasing age in the body contribute
to the deterioration of tissue and organ functions and the development of age associated
diseases. In our work, we focused on the effect of vitamin D on replicative senescence, which
is caused by the gradual replication exhaustion of cells and one of its manifestations
is a reduced cell growth in late passages compared to young cells in early passages.
Our experiments showed that vitamin D had the potential to increase the cell growth in late
passages (p21) when added to cells from an early passage (p8), and also when added to cells
from the later passage (p17). These findings point to an important role of vitamin D in the
process of senescence development.

Keywords
vitamin D, cell aging, MRC-5 human lung fibroblasts

Uvod

Postupnym delenim buniek dochddza v bunkach k zmendm, ktoré¢ vedu k ireverzibilnému
zastaveniu bunkového cyklu tzv. replikativnej senescencii. Zastavenie bunkového cyklu
je sprevadzané zmenami v bunkovej morfologii a fyziologii (1). Za hlavni pri¢inu
replikativnej senescencie sa povaZuje skratenie telomér na kritickt dizku, ktoré sposobi,
ze sa na teloméry nedokdzu naviazat proteiny ochranné¢ho komplexu. Odkryté teloméry
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st bunkou rozpoznavané ako dvojvlaknové zlomy, ndsledkom coho dochadza k aktivacii
odpovede bunky na DNA poskodenie (2).

Bunka mo6ze odpovedat’ senescenciou aj na roézne formy stresu vratane oxidacného stresu,
poskodenia DNA, dysfunkcie mitochondrii, nadexpresie protoonkogénov (ras) (Serrano
a kol., 1997) a porusenia epigenetickej regulacie (Munro a kol., 2004) (3-7). V tomto pripade
ide o tzv. stresom indukovant senescenciu — SISP (stress induced premature senescence) (8).
K najcCastejSim znakom senescentnych buniek patri ich zniZeny rast, zvic¢Seny a menej
pravidelny tvar, zviac¢Sené jadro, produkcia zvySeného mnozstva reaktivnych foriem kyslika
a zvySena aktivita lyzozomalnej  [B-galaktozidazy pri pH 6, ktora je znama ako
B-galaktozidaza asociovana so senescenciou (SA-B-galaktozidaza) (1,9,10).

V senescentnych bunkach tiez dochadza k zvySeniu expresie proteinov inhibujucich progresiu
bunkového cyklu ako je p21 apl6 (1).

Senescentné bunky sa so zvySujicim vekom hromadia v organizme a prispievaju k zhorSeniu
funkcii tkaniv a organov a rozvoju ochoreni spojenych so starnutim (11-14).

Vitamin D vo svojej aktivnej podobe ako 1, 25 — dihydroxycholekalciferol sa podiela
na regulacii r6znych biologickych funkcii. Posobi ako signdlna molekula v endokrinne;j,
parakrinnej a aj autokrinnej signalizécii. Receptory pre vitamin D a enzymy potrebné pre
premenu cholekalciferolu resp. ergokalciferolu na aktivhu formu vitaminu D boli
lokalizované v roznych typoch buniek (endotelové bunky, gliové bunky, neurdny,
keratinocyty, dendritové bunky ai.) (15-17).

Ukazuje sa, Ze vitamin D by mohol ovplyviiovat’ aj tvorbu senescentnych buniek. V I'udskych
umbilikalnych endotelovych bunkach vystavenych y-radiacii (induktor stresom idukovanej
senescencie) ovplyvnenie vitaminom D viedlo k redukcii aktivity SA-B-galaktozidazy,
poklesu tvorby reaktivnych foriem kyslika v bunkach a znizeniu expresie proteinu p21 a pl6
(18). Vplyv vitaminu D na rozvoj replikativnej senescencie vSak zatial’ nie je preskimany.
V naSej praci sme sa preto rozhodli sledovat vplyv vitaminu D na rozvoj replikativnej
senescencie,

Material a metody

Kultivacia bunkovej linie MRC-5: Bunkovu lintu MRC-5 (I'udské plucne fetalne fibroblasty)
sme kultivovali v MEM s obsahom 1% L-glutaminu, 1% neesencialnych aminokyselin, 1%
penicilin-streptomycinu a 10% fetalneho telacieho séra. Bunky sme pasazovali pomocou
0,25% trypsin-EDTA roztoku.

Ovplyvnenie buniek vitaminom D

Aktivna forma vitaminu D3 - 1, 25 — dihydroxycholekalciferol bol rozpusteny v absolutnom
etanole a skladovany pri -20 °C ako 100 uM zéasobny roztok.

Bunky sme vysievali na 6-jamkové platni¢ky v mnozstve 10 000 buniek/cm’. Po 4 diioch
kultivacie sme bunkam vymenili médium za Cerstvé, do ktorého sme pridali vitamin D (10-75
nM). Po 3 diloch od pridania média s vitaminom D sme bunky pasézovali.

Vitamin D sme pridévali k bunkdm od pasaze 8 do pasdze 21 alebo od pasaze 17 do pasaze
21.

Ako kontrolu sme pouzili bunky ovplyvnené etanolom (rozpustadlom vitaminu D).

Sledovanie vplyvu vitaminu D na rast starnucich buniek:

Vplyv vitaminu D na rast buniek sme sledovali pomocou metyltiazol tetrazoliového (MTT)
testu. Bunky po 22. pasazi sme vysiali na 96-jamkové platnicky v mnozstve 10 000
buniek/cm?. Po 3 diioch rastu sme uskutoénili MTT test. K bunkam sme pridali 20 ul MTT
roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 5% CO».
Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 ul DMSO
a platnicku sme na 5 minit umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.
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Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statistickd analyza bola uskuto¢nena pomocou jednosmernej ANOVY s Bonferroniho
korekciou. Hodnota p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamnua. Vysledky su vyjadrené
ako priemer + SD.

Vysledky

Vplyv vitaminu D na rast starnucich buniek

Rast buniek ovplyvnenych vitaminom D sme sledovali pomocou MTT testu. Pre bunky
vo vysSich pasédzach je typické spomalenie rastu. Postupnym delenim buniek sa vycerpava
replika¢ny potencial buniek a bunky prechadzaju do fazy replikativnej senescencie.

V prvej casti nasho experimentu sme sledovali rast buniek v pritomnosti vitaminu D
od pasaze 8 (p8) do pasaze 21 (p21). ZvySeny rast buniek sme zaznamenali pri ovplyvneni
buniek 20 nM a 50 nM vitaminom D v porovnani s kontrolou E20 a E50 (111,94+23,17% vs.
82,35+26,74% a 824+21,39% vs. 45,28421,39% ) (Obr. 1). V pripade ovplyvnenia buniek
75 nM vitaminom D sme pozorovali vyrazne znizeny rast buniek v porovnani s kontrolou 75E
(30,84+14,26% vs. 53,12+16,04%) (Obr. 1).
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Obr. 1 Rast starnticich buniek po kultivacii s vitaminom D od p8 do p21

MTT test bol uskutocneny v pasazi 22. Kontrola — bunky neovplyvnené vitaminom D ani etanolom,
10E - bunky ovplyvnované 10000x riedenym etanolom; 20 E bunky ovplyviiované 5000x riedenym
etanolom; 30E - bunky ovplyvilované 3333x riedenym etanolom; 40E - bunky ovplyviiované 2500x
riedenym etanolom; S0E - bunky ovplyvilované 2000x riedenym etanolom; 7SE - bunky
ovplyviiované 1333x riedenym etanolom; Vysledky s priemer £ SD 3 nezavislych experimentov,
kazdy experiment bol robeny v 4-6 jamkach; jednosmerna ANOVA s Bonferroniho korekciou;
kontrola vs. vitamin D a kontrola vs. riedeny etanol: ¢ - p <0.001; vitamin D vs. riedeny etanol:
b* - p <0.01; ¢* - p <0.001

V druhej casti ndsho experimentu sme sledovali rast buniek v pritomnosti vitaminu D
od pasaze 17 (p17) do pasaze 21 (p21). Ovplyvnenie buniek 10 nM a 50 nM vitaminom D
bolo spojené so zvySenym rastom buniek v porovnani s kontrolou E10 a E50 (86,144+7,39%
vs. 75,97+7,39% a 96,12+12,94% vs. 57,49+7,39%) (Obr. 2). Pokles rastu buniek sme
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pozorovali pri ovplyvneni buniek 75 nM vitaminom D v porovnani s kontrolou 75E
(69,13+7,39% vs. 83,55+9,24%) (Obr. 2).
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Obr. 2 Rast starnucich buniek po kultivacii s vitaminom D od p17 do 21

MTT test bol uskuto¢neny v pasazi 22. Kontrola — bunky neovplyvnené vitaminom D ani etanolom,
10E — bunky ovplyviiované 10000x riedenym etanolom; 20 E bunky ovplyvitované 5000x riedenym
etanolom; 30E - bunky ovplyvitované 3333x riedenym etanolom; 40E - bunky ovplyviiované 2500x
riedenym etanolom; S50E - bunky ovplyviiované 2000x riedenym etanolom; 75E - bunky
ovplyviiované 1333x riedenym etanolom; Vysledky su priemer + SD 3 nezavislych experimentov,
kazdy experiment bol robeny v 4-6 jamkach; jednosmerna ANOVA s Bonferroniho korekciou;
kontrola vs. vitamin D a kontrola vs. riedeny etanol: ¢ - p <0.001; vitamin D vs. riedeny etanol:
b* - p <0.01; ¢* - p <0.001

Diskusia

V naSej praci sme sledovali vplyv vitaminu D na rast starntcich buniek a ukézali sme,
ze ovplyvnenie buniek vitaminom D je sprevddzané zvySenym rastom buniek v neskorych
pasazach (p21). Vitamin D v koncentracii 50 nM bol schopny zvysit’ rast buniek v p21 o viac
ako 36%, ak bol priddvany od skorej pasaze (p8), a o viac ako 38% ak bol pridavany
od neskorsej pasaze (p17). Pre rast buniek vo vyssich pasazach je typicky znizeny rast buniek
v porovnani s bunkami v skorych pasazach, kedZe postupnym delenim buniek dochadza
k replikaénému vycerpaniu a replikativnej senescencii. Pozorovany vplyv vitaminu D na rast
buniek teda naznacuje, ze vitamin D by mohol mat’ ochranny u¢inok voc¢i rozvoju
replikativnej senescencie.

Iné Studie zatial’ ukézali, Ze vitamin D ma ochranny ucinok pri rozvoji stresom-indukovane;j
senescencie. Predinkubdcia buniek s vitaminom D viedla k vytvoreniu zniZeného mnozstva
senescentnych buniek pri radidciou indukovanej senescencii (18). Inkubécia buniek
s vitaminom D po aktivacii onkogénu ras bola tiez spojend so zniZzenou tvorbou
senescentnych buniek. Vitamin D tak dokézal bunky ochrénit’ aj pred rozvojom onkogénom
indukovanej senescencie (19). Taktiez bolo pozorované, ze bunky s porusenym génom
pre tvorbu receptora pre vitamin D predCasne vykazovali znaky senescentnych buniek
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(znizend proliferacia, zvysend tvorba reaktivnych foriem kyslika a zvySena aktivita SA-f-
galaktoziddzy) (20). Uvedené zistenia poukazuju na doélezitd tlohu vitaminu D v procese
rozvoja senescencie.

Zaver

NaSe experimenty ukdzali, Ze vitamin D ma potencidl zvySovat rast buniek v neskorych
pasazach (p21), ak je pridavany k bunkdm od skorej pasaze (p8), ale aj ak je pridavany
k bunkam od neskorsej pasaze (p17).

Pod’akovanie
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