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VITAMIN D
V ULOHE REPARACIE DNA SENESCENTNYCH BUNIEK
POSKODENYCH PEROXIDOM VODIKA

Konarikova, K., Janubova, M., Muchova, .}, Durackova, 2.2, Zitianova, 1.2
1Ustav Lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, LF UK, Bratislava

katarina.konarikova@fmed.uniba.sk

SUHRN

V ramci nasich experimentov sme sa zamerali na sle-
dovanie protektivnych tcinkov vitaminu D na senescent-
né (starntice) bunky MRC-5 v pasazi 21 (p21) a nesenes-
centné (mladé) bunky v pasazi 8 (p8) pred a po poskodeni
peroxidom vodika.

MTT testom sme zistili, Ze vitamin D zvysil preiZi-
vanie buniek p8 nad 100 % v koncentracii 20 umol/L
a 25 umol/L. V pripade buniek p21 vitamin D zvysil
preZivanie buniek nad 100 % v koncentracii 10 umol/L
a 25 umol/L. Tieto zvysenia vSak neboli signifikantné.

Nasledne sme sledovali vplyv vitaminu D na posko-
denie DNA buniek indukované peroxidom vodika a zistili
sme, Ze vitamin D vykazuje nielen protektivny, ale aj re-
paracny ucinok. Tento ucinok bol signifikantny v koncen-
traciach 1, 10, 20, 25 a 50 umol/L.

Klacové slova: starnutie; vitamin D; ludské fibro-
blasty; protektivny ucinok; DNA
ABSTRACT

In our experiments we focused on monitoring the

protective effects of vitamin D on senescent MRC-5 cells

at passage 21 (p21) and non-senescent cells at passage 8
(p8) before and after hydrogen peroxide damage.

By MTT test we found that vitamin D increased the
survival of p8 cells above 100 % at a concentration of
20 pumol/L and 25 pumol/L. In the case of p21 cells, vita-
min D increased cell survival above 100 % at a concen-
tration of 10 umol/L and 25 umol/L. However, these in-
creases were not significant.

Subsequently, we monitored the effect of vitamin D
on hydrogen peroxide-induced DNA damage in cells and
found that vitamin D has not only a protective but also
a repair effect. This effect was significant at concentra-
tions of 1, 10, 20, 25 and 50 pmol/L.

Key words: aging; vitamin D; human fibroblasts; pro-
tective effect; DNA

uvoD

V sucasnosti sa mnoho studii venuje ucinkom vita-
minu D na ludské zdravé, ale aj nadorové bunky v pod-
mienkach invitro (Calder Ke w, 2002). Oxidacny stres
a nedostatok vitaminu D vedu k mnohym zapalovym re-
akciam, ktoré maju na bunky a ndsledne na cely ludsky

organizmus, fatalne nasledky (Pfeffer akol., 2008).
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Uloha vitaminu D v prevencii a lie¢be chordb spojenych
so starnutim nie je eSte dobre prestudovana, a preto
s objavom receptorov vitaminu D v nervovom, kardiovas-
kuldarnom a endokrinnom systéme sa jeho uloha i vplyv
na tieto systémy stala déleZitou oblastou vyskumu. Starsi
[udia su vystaveni riziku nizsej hladiny vitaminu D v do-
sledku jeho znizenej syntézy v kozi, ako aj nizSieho prijmu
stravou. V stucasnosti prebiehaju viaceré klinické studie,
ktoré zistuju prinos doplnku vitaminu D pri prevencii
a liecbe réznych ochoreni (Meehan, Penckofer,
2014).

Nedostatok vitaminu D je zdravotny problém, ktory vy-
znamne ovplyviuje zdravie starSich. Hoci nové Studie pre-
ukazali slubné vysledky tykajlce sa ulohy vitaminu D v su-
vislosti s réznymi ochoreniami kosti a kardiovaskularneho
systému, rakoviny a imunitného systému, tieto zistenia su
nekonzistentné a v siéasnosti nie je mozné vyvodit nijaké
jednoznacné zavery (New berry akol., 2014).

Adekvétna hladina vitaminu D moze byt tiez prospes-
na pri udrziavani integrity DNA. Tuto ulohu vitaminu D
mozno rozdelit na primarnu funkciu, ktora zabrariuje po-
Skodeniu DNA, a na sekundarnu funkciu, ktora reguluje
rychlost rastu buniek. Suplementacia vitaminu D redukuje
8-hydroxy-2'-deoxyguanozin, marker oxidacného posko-
denia (Fraga akol.,, 1990) zniZuje poskodenie oxidac-
nym stresom a chromozomalnych aberacii, preventivne
p6sobi na skratenia telomér a inhibuje aktivitu telomeraz.
Sekunddrna funkcia vitaminu D pri prevencii poSkodenia
DNA zahrfna regulaciu aktivity poly-ADP-ribéza polyme-
rdzy v odpovedi na poskodenie DNA, ktora sa podiela
na detekcii |ézii DNA. Vitamin D je tieZ schopny regulovat
bunkovy cyklus, ¢im brani replikacii poskodenej DNA a re-
guluje apoptézu (Nair-Shalliker akol., 2012).

Cielom nasej studie bolo vysetrit protektivne ucinky
vitaminu D na senescentné bunky MRC-5 v pasazi 21 (p21)
a nesenescentné bunky v pasazi 8 (p8) pred a po poskode-

ni peroxidom vodika.

METODA

Bunkové linie

Ludské plucne fibroblasty MRC-5 boli kultivované pri
37°C, 5% CO2 v médiu MEM (Minimum Essential Media),
ktoré obsahovalo L-glutamin, neesencidlne aminokyse-
liny, 10% fetdlne sérum a 5% ATB (antibotikd), staticky
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v Petriho miske. Bunky boli ziskané z American Type Cul-
ture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.

MTT test

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme na-
sadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky a kultivovali pri
37°C, 5% CO, po dobu 24 h. Po skonceni kultivacie sme
zliali kultivaéné médium prevratenim platnicky a do kaz-
dej jamky napipetovali 0,1 mL média obsahujiceho MTT
(5 mg MTT soli rozpustime v 1 mL PBS (Phosphate Buffe-
red Saline) a uchovame pri 4 °C v tme, prefiltrujeme cez
filter a riedime v DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium) v pomere 1 : 10). Prikryté platnicky sme kultivovali
v termostate 3,5 hod. pri 37 °C. Po tejto dobe sme mé-
dium opét zliali a pridali extrakény roztok (100 % DMSO
(Dimethylsulfoxid)) v objeme 0,1 mL na jamku. Po 10 min.
inkubdcii pri laboratdrnej teplote sme merali absorbanciu

pri 490 nm.

Comet assay

Kométovy test sluzi na urenie genotoxického ucin-
ku testovanej latky, t.j. urCenie priamych, resp. oxi-
dacnych zlomov na molekule DNA vplyvom danej latky
(Collinsakol., 1996). Po zdrsneni povrchu podloZnych
sklicok 1% roztokom NMP (Normal Melting Point) agardzy
sme naniesli prvd vrstvu gélu, 100 pL 1 % NMP agardzy.
Potom sme si pripravili bunkovd suspenziu o koncentracii
1,5-2 x 10° buniek/mL riedenim v PBS. 1 mL takto pripra-
venej suspenzie sme prenesli do ependorfky a scentrifu-
govali 5 min. pri 134 g. Sediment sme rozsuspendovali
v prislusnom objeme 0,75 % LMP (Low Melting Point) aga-
rézy a 85 pL s poctom buniek 2—2,5 x 10* buniek na sklic¢ko
sme naniesli na prvu vrstvu gélu. Potom sme bunky lyzo-
vali 60 min. v kyvetach s lyzujdcim roztokom (2,5 mol/L
NaCl, 100 mmol/L Na,EDTA, 10 mmol/L TRIS) s pridavkom
Tritonu X-100 (0,05 %). Po prebehnuti lyzy sme sklicka
vybrali a nechali odkvapkat a potom dvakrat premyli Fpg
timivym roztokom (40 mmol/L HEPES ((4-(2-hydroxy-
ethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)); 0,1 mol/L KCl;
0,5 mmol/L Na_EDTA; 0,2 mg/mL BSA (Bovine Serum Al-
bumin solution) pH 7,4). Nasledne prebehla inkubacia 30
min. s enzymom (Fpg (Formamidopyrimidine DNA Glyco-
sylase), 50 pL), potom odvijanie DNA. Skli¢cka sme uloZili
do elektroforetickej nadoby, zaliali elektroforetickym roz-
tokom (5 mol/L NaOH, 0,2 mol/L Na,EDTA, H,0, pH > 13)

a nechali odvijat 40 min. Po skonceni odvijania DNA
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sme uskutocnili elektroforézu, ktora prebiehala 30 min.
pri 300 mA a 25 V. Po ukonceni elektroforézy sme sklic-
ka vybrali z elektroforetickej nadoby, vlozili ich do kyviet
a zaliali neutralizacnym roztokom (0,4 mol/L TRIS, H,O).
Po 10 min. sme neutralizacny roztok vymenili, postup
opakovali dvakrat. Po skonceni neutralizacie sme sklicka
z kyviet opatrne vybrali a nechali odkvapkat. Nasledovalo
farbenie DNA fluorescencénym farbivom DAPI (4',6-diami-
dino-2-phenylindole) a fluorescen¢na mikroskopicka ana-

lyza pri zvacseni 800x.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Namerané Udaje sme vyjadrili ako priemer £SD (Stan-
dardna odchylka). Na porovnanie Statistickych rozdielov
ziskanych hodn6t v experimentdlnych vzorkach sme pou-

Zili neparovy studentov t-test, kde p* < 0,05.
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Obr. 1. Percento viability buniek MRC-5 v pasdzi 8
po ovplyvneni vitaminom D pocas 24 h kultivdcie
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Obr. 3. Poskodenie DNA buniek MRC-5 v pasdZi 8
ovplyvnenych réznymi koncentrdciami vitaminu D
pred a po poskodeni peroxidom vodika; *p < 0,05
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VYSLEDKY

Sledovali sme ucinok vitaminu D na rast fibroblastov
MRC-5 v pasazi 21 (senescentné bunky p21) a v pasazi 8
(nesenescentné bunky p8) po ich ovplyvneni réznymi kon-
centraciami vitaminu D (1; 10; 20; 25; 50; 75; 100 umol/L)
pred a po poskodeni 30 % peroxidom vodika.

V prvom kroku sme vyhodnocovali percento viability
buniek pomocou MTT testu. Bunky boli kultivované 24 h
pri 37°C a 5% CO,. Nasledne sme ich ovplyvnili vybrany-
mi koncentraciami vitaminu D a nechali 24 h kultivovat.
Po tomto ¢ase sme vymenili médium a bunky nechali rast
do 72 h inkubdcie. Po zmerani absorbancie sme vyhodnotili
percento viability buniek, pricom nas zaujimal narast nad
hodnotu kontroly (bez ovplyvnenia vitaminom D), ktoru
sme povazovali za 100 %. Kontrolnym bunkam sme po 48 h
kultivacie vymenili médium tak ako v pripade kultivacie s vi-

taminom D, aby sme zachovali rovnaké podmienky.
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Obr. 2. Percento viability buniek MRC-5 v pasdZi 21
po ovplyvneni vitaminom D pocas 24 h kultivdcie
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Obr. 4. Poskodenie DNA buniek MRC-5 v pasadzi 21
ovplyvnenych réznymi koncentrdciami vitaminu D
pred a po poskodeni peroxidom vodika; *p < 0,05




Zistili sme, Zze vitamin D zvySil prezivanie nesenes-
centnych buniek p8 nad 100 % v koncentrécii 20 umol/L
1,03-krat a v koncentracii 25 umol/L 1,11-krat (Obr. 1).
V pripade buniek p21 (Obr. 2) vitamin D zvysil preZiva-
nie buniek nad 100 % v koncentracii 10 umol/L 1,04-krat
a v koncentracii 25 umol/L 1,12-krét. Tieto zvy$enia vsak
neboli signifikantné.

V druhom kroku nas zaujimal podiel poskodenia DNA
buniek MRC-5 ovplyvnenych vitaminom D pred a po po-
Skodeni peroxidom vodika. Bunky boli kultivované 24 h
pri 37 °Ca 5 % CO,. Nasledne sme ich ovplyvnili vybrany-
mi koncentraciami vitaminu D a nechali 24 h kultivovat.
Po 24 h inkubacie s vitaminom D sme bunky poskodili
30 % peroxidom vodika 30 min. Metddou comet assay
sme detegovali percento DNA v chvoste kométy.

V pripade buniek MRC-5 v pasazi 8 vitamin D prida-
ny pred poskodenim peroxidom vykazuje najvyraznejsi
protektivny Ucinok v koncentracii 25 umol/L (1,58 % DNA
v chvoste kométy) v porovnani s vitaminom D pridanym
po poskodeni peroxidom vodika (2,72 % DNA v chvoste
kométy). Podobny efekt sme pozorovali aj pri koncentraci-
4ch 10, 75 a 100 pmol/L (Obr. 3).

Rovnako sme postupovali aj pri bunkach MRC-5 v pa-
sazi 21, teda senescentnymi bunkami (Obr. 4). Vitamin D
vykazoval na bunky signifikantny protektivny aj regenerac-
ny ucinok. Najvyraznejsi efekt sme pozorovali pri koncen-
tracii 1, 10, 20, 25 a 50 umol/L pred a po poskodeni bu-
niek peroxidom vodika. Zaujimavy ucinok vitaminu D sme
pozorovali pri najvyssej pouzitej koncentracii 100 umol/L,
kde v pripade ovplyvnenia vitaminom D a naslednom po-
Skodeni buniek peroxidom vodika, ale v opacnom pripa-
de, a teda po poskodeni buniek peroxidom a naslednom
pridani vitaminu D sme zaznamenali signifikantny pokles
poskodenia DNA.

DISKUSIA

V nasej praci sme sledovali u¢inok vitaminu D na lud-
ské zdravé fibroblasty MRC-5 s cielom zistit jeho prolife-
racné, protektivne resp. reparacné ucinky. Na porovnanie
sme vyuzili bunky v pasazi 8 (nesenescentné) a v pasazi
21 (senescentné). Vysledky MTT testu (Obr.1 a 2) na-
znacuju, Ze pouZzité koncentracie vitaminu D signifikant-
ne neovplyviovali viabilitu buniek ani v pasazi 8, ani se-

nescentnych buniek v pasazi 21. Mnohi autori sledovali
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ucinky vitaminu D v suvislosti s ovplyvnenim proliferacie,
s doérazom na signalne drahy. Songyang a kolektiv sledova-
li schopnost inhibovat proliferaciu, invaziu a metastazova-
nie buniek karcindmu pltc A549 a NCI-H1975 a schopnost
indukovat apoptdzu. Autori potvrdili u¢inok vitaminu D
signadlnou cestou PI3K/AKT/mTOR (Songyang akol.,
2021). Draha PI3K/AKT/mTOR je intraceluldarna signalna
draha zapojena do mnohych biologickych procesov, ako
je bunkova proliferdcia a apoptdza, angiogenéza a me-
tabolizmus glukdézy aj v zdravych bunkach (Xie akol.,
2019). Cesta je iniciovana vazbou extraceluldrnych ras-
tovych faktorov na transmembranové receptorové tyro-
zinkindzy (RTK), ako je EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) (Chin, Toker, 2010), na ktorej sa aktivuje
fosfatidylinozitol 3-kindza (PI3K) a nasledne aktivuje se-
rin/treoninovu proteinkinazu B (PKB/AKT) ). To vedie k se-
rinovej a/alebo treoninovej fosforylacii radu naslednych
substratov, ktorymi su casto kinaza/fosfatazy alebo iné
signalne molekuly sprostredkujice rézne bunkové biolo-
gie (Nair-Shalliker akol., 2012). Prave dysregula-
cia tejto cesty je spojena s vyvojom mnohych ludskych
chordb a k zvysenej aktivacii moze doéjst prostrednictvom
niekolkych mechanizmov, vratane inaktivacie negativ-
nej regulacnej fosfatazy a tenzinového homoldgu (PTEN)
a aktivacnych mutacii a génovej amplifikacie génu koduju-
ceho PIK3CA (Paes, Ringel, 2008). Na zaklade tychto
poznatkov a suvislosti signalnych drah, ktoré je vitamin D
schopny ovplyvnit v nadorovych bunkach, sme dalej sle-
dovali schopnost vitaminu D ochranit, resp. reparovat
DNA pred alebo po poSkodeni buniek p8 a p21 peroxidom
vodika metddou comet assay v zdravych bunkach MRC-5.
Latky, ktoré reguluju reparacné drahy sa zameriavaju
na reguldciu cez AKT signdlny protein, kedZe AKT je kritic-
ka efektorova serinovéd/treoninova kinaza v receptorovej
tyrozinkinazovej/fosfatazovej a tenzinovej homoldgnej/
fosfo-inozitid 3-kindzovej drahe a riadi nespocetné mnoz-
stvo bunkovych funkcii (Liu akol., 2014).

AKT priamo reaguje na poskodenie DNA a jeho opravy.
Kométovou metddu sme pozorovali signifikantny pokles
poskodenia DNA pri koncentracii 1, 10, 20, 25 a 50 umol/L
pred a po poskodeni buniek peroxidom vodika. Z literatury
je zndmy opravny mechanizmus DNA cez PARP, poly (ADP-
-ribdzy) polymerazy, ktoré maju schopnost katalyzovat
prenos ADP-ribdzy na cielové proteiny. PARP hra dolezitu
ulohu v réznych bunkovych procesoch vratane modulacie

Struktury chromatinu, transkripcie, replikacie, rekombi-
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nacie a opravy DNA (Morales akol, 2014), preto sa
nase dalSie experimenty zameraju na sledovanie hladiny
PARP metédou western blot v bunkach p21 ovplyvnenych
koncentraciami so signifikantnym uc¢inkom, pred a po po-

Skodeni peroxidom vodika.

ZAVER

Zaverom modzeme konstatovat, Ze vitamin D neovplyv-
nil preZivanie buniek v pasazi 8 a 21 v nami pouZitych kon-
centraciach. Avsak vykazuje na senescentné bunky (p21)
nielen protektivne, ale aj reparacné ucinky, ktoré dokazu
tieto bunky ochranit pred poskodenim peroxidom vodika.
Ziskané udaje su dobrym zakladom pre dalsi vyskum v ob-

lasti molekularnej biolégie.
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